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Molekulirni markery v systematice a populac¢ni biologii rostlin

1. den — extrakce DNA, méfeni koncentrace

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

extrakce DNA pomoci DNeasy Plant Mini Kit — protokol B

stanoveni koncentrace DNA pomoci UV spektrofotometru — ndavod 1

fedéni DNA na pfislusnou koncentraci

2.den - PCR, RAPD

princip PCR amplifikace, ptiprava smési pro reakci, optimalizace reakénich podminek
zachazenim s termocyclerem Techne Touchgene a Mastercycler ep S — navod 6 a 7
princip metody RAPD, test n€kolika riznych primert — protokol C

elektroforéza, horizontalni agarosovy gel, DNA Zebticky — ndvod 2

prace s dokumenta¢nim systémem Kodak Gel Logic 100 — navod 4

porovnavani ziskanych pattern (KODAK 1D Image Analysis Software) — navod 5

3. den — PCR-RFLP (I)

PCR amplifikace né&kterych tsekii cpDNA pomoci universalnich primerovych part
(gradientovy pokus) — protokol D1
elektroforéza ziskanych PCR produkti a jejich visualizace

odhadnuti délky ziskanych PCR produkti (KODAK 1D Image Analysis Software)

4. den — PCR-RFLP (II)

Stépeni ziskanych PCR produktii nékolika restrikénimi enzymy — protokol D2

priprava vertikalniho polyakrylamidového gelu, elektroforéza, SYBR Green staining —
navod 3

visualizace restrik¢énich fragmenti dokumenta¢nim systémem Kodak Gel Logic 100

porovnévani restrikénich pattern (KODAK 1D Image Analysis Software)

5. den — vyhodnocovani dat

priprava dat pro dalsi biosystematické a popula¢né-genetické analyzy
vyuziti specializovaného software — indexy diverzity a podobnosti (POPGEN), tvorba

stromi (TreeCon), PCoA (SYNTAX), AMOVA (Arlequin), FAMD...



Ziakladni zasady prace v laboratori

e laborator ¢. 15 (mens$i) je uréena pro izolaci DNA a jeji vyhrazend cast pro
elektroforézu a fotografovani gelt

e laboratof ¢. 16 (vétsi) slouzi k praci s jiz izolovanou DNA

e v zadném piipad€ nepienasime pipety ani dalsi vybaveni mezi laboratofemi

¢ do laboratofe nevstupujeme bez prezuti

e v laboratofi nejime

e prii pipetovani pracujeme pouze se sterilnimi autoklavovanymi Spickami a zkumavkami
(v krabickach a kadinkach oznafenych paskou s cernymi pruhy), kontaminovany
material odhazujeme do urc¢enych nadob

e pro PCR pouzZivame vyhradné sterilni vodu (autoklavovand Milli-Q voda zamrazena v
lednicce), pro piipravu roztoki a geli vodu z ptistroje Milli-Q Synthesis

e pro omyvani laboratorniho nddobi pouzivame destilovanou vodu ze zadsobniho tanku

o s ethidiumbromidem a sveSkerymi vécmi, které snim pfichazeji do styku
(elektroforetické vany, hiebinky, pipeta na nanaSeni vzorki...) pracujeme zdsadné
v rukavicich (je to karcinogen !), kontaminovanymi rukavicemi se nedotykame ni¢eho
jiného, gely vyhazujeme do zvlastni nadoby

e nepfenaSime Spicky ani pipety mezi stolem ur¢enym k préci s ethidiumbromidem a
zbytkem laboratoie

e akrylamid je neurotoxin, dbame zvysSené opatrnosti, pracujeme zasadné v rukavicich,
kontaminovany material a gely vyhazujeme do zvlastni nadoby, zdsobni roztoky
uchovavame v lednicce (2-8 °C)

e dbame zvySené opatrnosti pii praci s elektrickym proudem (elektroforéza apod.)

e s tekavymi chemikaliemi (chloroform, isoamylalkohol, isopropanol, kyselina octova,
TEMED...) pracujeme zasadn¢ v digestofi se zapnutym odtahem

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

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

e dalsi informace o DNA laboratofi, metodach a protokolech je mozno nalézt na adrese:

http://botany.natur.cuni.cz/dna/



A. PROTOKOLY

protokol A: Extrakce DNA ze suSeného rostlinného materiilu

priprava vzorku pred extrakct

cca 0.5 g suchého materidlu (ze silikagelu) vlozime do 2 ml eppendorfek (s kulatym
dnem) a ptidame 2 wolframkarbidové kuli¢ky

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

po nastaveném cCase se mlynek sam zastavi, zkontrolujeme zkumavky, drceni je
hotovo, pokud jsou veskera listova pletiva rozmélnéna na prach, v opaéném piipade

drtime dal$ich 5-10 min

viastni extrakce DNA

k rozdrcenému materidlu pridame 700 pl roztoku CTAB (pfipadné¢ s 2%
merkaptoethanolem), pracujeme v digestofi

piidame 5 ul RNasy A

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

béhem prvnich minut inkubace ptfiddme ke kazdému vzorku PVP

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

supernatant ptepipetujeme do novych eppendorfek

puvodni zkumavky ponechame uzaviené ve stojanku v digestoti (po skonceni prace je
tieba vyjmout kulicky, o€istit a nechat vyklavovat)

v digestofi ptiddme 500 pl smési chloroform:isoamylalkohol (24:1)

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

centrifugujeme 6 min. pti 13,200 rpm

supernatant (cca 500 pl) opatrné ptepipetujeme do novych popsanych eppendorfek
(1.5ml), je tfeba dat pozor abychom pipetovali jen prihledny supernatant (!),
pracujeme stale v digestofi a kontaminované Spicky a 2ml eppendorfky vyhazujeme

do zvlastni nadoby



ptidame 500 pl vychlazeného isopropanolu (z mrazaku)

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

centrifugujeme 3 min. pti 13,200 rpm

supernatant opatrné slijeme do kadinky (v digestofi), na dn¢ eppendorfky lze vidét
drobny matné bily pellet DNA, oteviené¢ eppendorfky pievratime dnem nahoru na
filtra¢ni papir (ubrousek)

pridame 400 ul vychlazeného 96% ethanolu (z mrazaku)

inkubujeme 15 min. na termobloku pii 37 °C a 1,200 rpm

centrifugujeme 3 min. pti 13,200 rpm

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

pridame 200 pl vychlazeného 70% ethanolu (z mrazaku) a nechdme cca 5 min. stat
centrifugujeme 3 min. pfi 13,200 rpm

supernatant op¢t opatrné slijeme do kadinky a eppendorfky nechdme cca 10-15 min
stat a vyschnout

cca 1-2 min vysuSime pellet v otevienych eppendorfkach na termobloku pii 90 °C,
v suseni ukon¢ime ve chvili, kdy lze pellet poklepem (cvrnknutim) na uzavienou (!)
eppendorfku oddélit od stény

vysuseny pellet rozpustime ve 100 ul TE bufferu

uzaviené eppendorfky inkubujeme 30 min. na termobloku pfi 37 °C a 600 rpm

kratce promichdme na vortexu a kratce zcentrifugujeme

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



Méreni koncentrace DNA a fedéni DNA na koncentraci potiebnou pro PCR

e zm¢fime koncentraci DNA pomoci BioPhotometeru (viz navod B1)

e zaznamename koncentraci DNA (v ng/pl) a pomér A260/A280 (u ¢isté DNA je mezi

1.82a2.0)
e smichame ptislusné mnozstvi DNA (d) a sterilni Milli-Q vody (v) podle vzorecku:
d=(xxy)/z v=x-d
X e pozadované mnozstvi natedéné DNA (ul)
Voo pozadovana koncentrace DNA (ng)
Z e naméfend koncentrace DNA (ng/pl)

e napf. chceme 100 pl DNA (x) o koncentraci 30 ng (y) a mame k dispozici DNA o
koncentraci 215 ng/ul (2)

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

e pro potieby praktika izolovanou DNA naiedime do 0.2 ul PCR zkumavek na 50 ng/ul
(pro RAPD) a 5 ng/ul (pro PCR-RFLP) a popiseme

Otestovani kvality DNA na 0.8 % agarosovém gelu

e pripravime 0.8 % agarosovy gel (viz ndvod B2)
e cca 4 ul nenafedéné DNA smichame s 1 ul loading dye (napt. na kousku parafilmu) a
téchto 5 pl naneseme na gel

e jako zebfi¢ek naneseme 3 pl Lambda/HindIIl



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

e ve tfeci misce nadrtime cca 20 mg suchého materialu, pfemistime do 2ml eppendorfky

e pridame 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 piidame 130 pl bufferu AP2, promichame na vortexu, nechame stat 5 min. na ledu

e centrifugujeme 5 min. pii 13,200 rpm

e supernatant piepipetujeme do fialové kolonky

e centrifugujeme 2 min. pfi 13,200 rpm

e proteklou frakci pfepipetujeme do 1.5 ml eppendorfky (cca 450 pl), ptidame 1.5
objemu bufferu AP3

e tiikrat promichame pfevracenim

e 650 pl ptepipetujeme do bilé kolonky

e centrifugujeme 1 min. pii 8,000 rpm

e vylijeme proteklou frakci

e do kolonky napipetujeme 500 pl bufferu AW

e centrifugujeme 1 min. pfi 8,000 rpm

e vylijeme proteklou frakci

e opakujeme piedchozi tfi body

e centrifugujeme 2 min. pii 13,200 rpm

e minikolonku vlozime do 1.5 ml eppendorftky, do kolonky napipetujeme 50 pl
bufferu AE (pfedehiaty na 60 °C, napt. v eppendorfce na termobloku)

e nechdme stat 10 min. (piipadné déle)

e centrifugujeme 2 min. pii 8,000 rpm

e opakujeme ptedchozi tfi body (minikolonku vlozime do nové 1.5 ml eppendorfky,
ziskavame druhou frakci (eluat)

e koncentraci DNA v obou eluatech zmétime pomoci BioPhotometeru (viz navod B1)

e pro dalsi podrobnosti a ptipadné upravy 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 shromézdit nezbytné enzymy a

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

templatova DNA — naSe studovand DNA nebo jeji ¢ast, kterou chceme studovat
DNA polymeradza — enzym, ktery buduje novy fetézec DNA podle vzoru templatu
PCR buffer — udrzuje stabilni pH a obsahuje n¢které chemikalie, které jsou
nezbytné pro spravné fungovani DNA polymerazy

MgCl, — Casto jiz obsazen v PCR bufferu

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

pii budovani nového tetézce

2. PCR teplotni program

Zakladnim principem PCR je ,,pouhé® rychlé stfidani tfi zakladnich teplot. To je

umoznéno pomoci piistroj 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 mén¢ specificky paruji
s komplementarni oblasti na templatové DNA, nasedaji na DNA

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

dochazi k budovani nového fetézce DNA, na tvorbu 1 000 bazi je potfeba 1 min

Stiidanim téchto tii teplot dochazi k exponencidlnimu mnoZeni konkrétniho tseku DNA

ohrani¢ené¢ho pravé dvojici primert. Pocet cykli u bézné PCR se pohybuje od 25 do 40.

Vysledkem PCR je pak 2%°-2*° kopii piislusného useku DNA zkazdé molekuly

templatové DNA. Takové mnozstvi jiz Ize 1 vidét (na DNA se selektivné vaze napft.

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

s nim pracovat.



Optimalizace PCR

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

odlisné délky), reakce pravdépodobné neprobehla optimalné, ale piesto se mizeme pokusit

néjakym zplsobem zmeénit reakéni podminky tak, aby PCR probéhla uspé$né. Je nékolik

moznosti:

zména koncentrace DNA — sniZzenim koncentrace DNA snizime i koncentraci
pfipadnych inhibitorit PCR, které jsou pfitomny ve vzorku, PCR mulze uspésné
probéhnout 1 s mnozstvim DNA mensim nez 1 ng DNA. N¢kdy naopak pomiize zvysit
koncentraci DNA az na 50 ng.

zmeéna teploty annealingu — snizenim umoznime lepsi vazbu primerii na templatovou
DNA, prilisné sniZzeni vSak muze vést k tvorbé nespecifickych produktt. Ideélni je
provést gradientovy pokus a porovnat vysledné produkty.

zvySeni koncentrace MgCIl, — hoic¢ik stabilizuje komplex DNA-polymerdza, zvyseni
koncentrace na 2.5 — 6.0 mM (standardni koncentrace je 1.5-2.0 mM) mulze piinést
Gispéch, piili§ velka koncentrace ale také vede k tvorbé nespecifickych produkti. Mg**
se ekvimolarn¢ vaze na dNTP, zména koncentrace dNTP tedy pifimo ovlivni i
koncentraci volnych Mg”" iontii dostupnych pro Taq polymerazu.

pridani aditiv — nékteré latky (DMSO, betaine, BSA, NH4SO4) mohou zvySovat
stabilitu polymerazy, specificnost vazby primert. ..

modifikace cyklu — prodlouzeni (zkraceni) doby elongace, zvyseni poctu cykli, pouZiti
tzv. touchdown protokolu (teplota annealingu je v kazdém kroku snizovéana), Giprava

tzv. ramping time (rychlost zmén teplot) apod.
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Protokol C: RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Metoda RAPD je jednou z metod zaloZzenych na PCR. VyuZziva toho, Ze do amplifikace

vstupuje pouze jeden arbitrarni primer o délce deset nukleotidii. Princip metody je v tom, ze

se nckolikrat v celém tuseku studované DNA stane, Ze primery nasednou na protibéznych

fetézcich DNA v amplifikovatelné vzdélenosti od sebe (do cca 4 kb). V tuto chvili je

umoznéna amplifikace ¢asti DNA mezi nimi.

PCR smés pro RAPD mitize vypadat tfeba takto:

sterilni Milli-Q voda........cccoeevieviieniieieeiieeeeeee e, 17.5 pl
10x buffer (Sigma) .....cccveeeieiiieieieeeee e 2.5 ul
ANTP (10 MMttt 0.5l
primer (25 pmOL/IL) coeeiiiiee e, 0.4 pul
RedTaq DNA Polymerase (Sigma) (1U/pl)...ccceveveennennnen. 0.5 ul
studovana DNA (cca 50 ng/pl) .ooovvveeeiieeiieeiieeeeeeeee 1.0 pl

Ptipadné je mozno pro vétsi reprodukovatelnost vyuzit komeréné dodavané smési (napf.

ReadyMix od f. Sigma), ktera jiz obsahuje vSechny potifebné chemikalie véetné DNA

polymerazy:
o sterilni Milli-Q voda.........ccoeviiieiiiieieeeeeee e 10.2 pl
®  ReadYMIiX . .iooiioiiiiiiciieie e 12.5 ul
o primer (25 PMOI/IL) .ceeiiiiiiieiieeeeee e 0.5 ul
o +studovana DNA (cca 50 ng/pl) ..cccvveviiiviieniieiieieeieeee, 1.0 pl

Nejprve si vyndame vSechny ,,ingredience z mrazdku (krom¢ polymerazy, tu vyndavame az

tésné pred pipetovani a pak okamzité vracime zpét, abychom nesnizovali jeji aktivitu),

nechame rozmrznout a vlozime na led. Mezitim si popiSeme PCR zkumavky nebo stripy

(nejlépe v horni ¢asti). VSechny nasledujici prace provadime na ledu nebo na mrazicim

stojanku. Do 1.5 ml eppendortky napipetujeme PCR mix (kromé DNA ovSem!) pro pocet

vzorki+1, nejprve vodu, polymerdzu naposledy, promichdme na vortexu a kratce sto¢ime

v centrifuze. Jako primer vybereme jeden z téch, které jsou k dispozici. Rozpipetujeme do

jednotlivych zkumavek ptislusny objem smési (v tomto piipadé 23.2 pl) a ptidame 1 ul DNA.
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Zkumavky vlozime do termocykleru s nasledujicim programem:

94 °C oo 3 min

94 °C...vvieeeeieeene I min

36 °Ciiiiiiiien, 1 min 45x
T2 °C i, 2 min

T2 °C. i 10 min

10 °Ciiiiiieene hold

Produkty této reakce mtizeme elektroforeticky rozdélit podle délky na 1.8 % agarozovém gelu

v TBE bufferu a vizualizovat pomoci ethidiumbromidu.
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Protokol D: PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Tato metoda se sklada ze dvou kroku:

1.

amplifikace konkrétniho iseku DNA (naptiklad intergenickych oblasti v chloroplastové
DNA) pomoci dvojice znamych primert. Casto se vyuZiva primert, které jsou
komplementarni k za¢atkim a koncim kédujicich genit okolo nekodujici intergenické
oblasti. Tyto primery pak byvaji vyuzitelné u vétSiny rostlinnych druhti. Sekvence, teplotu
annealingu a dobu elongace pro cpDNA primery, které jsou k dispozici najdeme v tabulce.
restrikce (naStipani) namnozZeného useku pomoci enzyml zvanych restrikéni
endonukledzy, které specificky $t€épi DNA. Naptiklad enzym zvany EcoRI rozstépi DNA
vzdy, pokud nalezne sekvenci 3'-GAATTC-5". Pokud je takovéto 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 restrikénich mistech
nejriznéjSich endonukledz a néasledné ho interpretujeme jako ptibuznost ¢i nepiibuznost
organismil. Jakou sekvenci $tépi pfislusnd restrikéni endonukledza (od f. Fermentas) a

jejich dalsi vlastnosti najdeme na plakaté na lednicce.

D1. protokol na amplifikaci

ptiklad PCR mix pro PCR-RFLP cpDNA

o sterilni Milli-Q voda........ccooeeiiiiiiiiieeeee 17.30 pl
e 10x PCR buffer (Sigma)........ccceververiininiiniinieicneeneenee, 2.00 pl
® ANTP (10 MM) ettt 0.40 pl
o primer 1 (25 pmOl/pL)..eeieceiiieiiieieeeeeee e 0.25 pl
o primer 2 (25 pmol/pl)..ccvieieiiiiiiiieiieie e, 0.25 pl
e (JumpStart) RedTag DNA Polymerase (Sigma) (1U/ul)....0.50 ul
o +studovand DNA (5 ng/[).ccccvieniiiciiiiiiiieieeieieeeeee, 1.00 pl

Se vSemi chemikéliemi pracujeme na ledu. Polymerdzu vynddme z mrazdku az tésné pred

pipetovanim a pak ji ihned vracime zpatky. Jako primery pouzijeme jednu dvojici z téch,

které jsou k dispozici (viz tabulka). Rozpipetujeme do jednotlivych zkumavek ptislusny

objem smési (v tomto ptipade 20.7 pl) a pfiddme 1 pl DNA.

Zkumavky vlozime do termocykleru s ndsledujicim programem:
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94 °C.coeiiiiiiee 45 sec

52-62 °C v 45 sec 35x
T2 °C i 2-4 min

T2 °C i, 10 min

10 °Cuiiiiiiien hold

Teplotu annealingu a dobu elongace nastavime podle tabulky na str. 31.

Po probéhnuté reakci otestujeme amplifikovany produkt nanesenim cca 5 pl na agarosovy gel
(1%) v TAE bufferu. Do prvni jamky na gelu naneseme 2 pl Zebti€ku (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 délce zhruba odpovidajici délce fragmentu

dle tabulky, povedlo se nam namnozit studovany usek a mizeme ptistoupit k jeho Sté€peni.
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D2. protokol na restrikci

Restrikce musi probihat za stalého optimalniho pH a teploty. Stalé pH je zaruceno ptidanim
restrikéniho pufru do reakéni smési, stalou teplotu zajisti inkubator nebo ptislusné nastaveny
termocykler. Maximalni aktivita restrikénich endonukleaz od f. Fermentas je zajisStovana
jednim z pétice pufri dodavanych s ptislusSnym enzymem (viz barevné oznacené enzymy na

plakaté na lednic¢ce). Zvolime tedy jeden z dostupnych enzymi a k nému vybereme piislusny

pufr.

Ptiklad smési pro restrikci fragmentu:
o sterilni Milli-Q voda.........cceevviieiiiieiieee e 11.1 pl
o  reStIIKCNT PULT .oeviiiiiciicee e 2.0 ul
o  1eStrIKCNT @NZYIM .ovviiiiiiiieciicciieceee e 0.3 ul

Opét si do 1.5 ml eppendorfky napipetujeme smés jednotlivych slozek pro piislusny pocet
vzorkl+1 (v tomto poradi). Stale pracujeme na ledu. Enzym opét uchovavame v mrazaku az
do doby tésné pied jeho pipetovanim. Rozpipetujeme do jednotlivych PCR zkumavek
ptislusny objem smési (v tomto ptipadé¢ 13.4 pl) a ptiddme 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 ul 6x loading dye a mizeme

nanaSet na gel (bud horizontdlni agarosovy nebo pro vétsi rozliSeni na vertikalni

polyakrylamidovy).
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B. NAVODY

1. Méreni koncentrace DNA pomoci BioPhotometeru

e pristroj se zapina na zadni stran¢ nad privodnim kabelem

e stiskneme tlacitko ,,7 (dsDNA)*“ — meéfeni koncentrace double stranded
(dvousroubovicové) DNA

e zkontrolujeme nastaveni parametrd stisknutim tlacitka ,,Parameter (v menu se
pohybujeme tlacitky se Sipkami, menu opustime najetim na PARAMETER EXIT a

stisknutim ,,Enter

® FACTOR ..ottt 50
® CORR.WITH E320 ceeveevieieieieieiesieseeeeeeeeeeee e ON
O UNIT .ot e ng/pul
® MOL.UNIT ..ottt pmol/pl
® CUVETTE. ...ttt 10 mm

e je tfeba zméfit blank, tj. roztok bez DNA

e do cisté kyvety (Eppendorf UVette) napipetujeme 100 pl TE bufferu nebo vody

e vyjmeme ¢ernou zaslepku z otvoru pro vkladani kyvet a kyvetu vlozime nadoraz do
otvoru plnou sténou smérem k sob¢ a od sebe (tj. tak aby optickéd draha ve spodni ¢asti
kyvety byla onéch 10 mm)

e stiskneme tlacitko ,,Blank®, pfistroj zavrci a ukaze absorbanci 0

e DNA nemétfime piimo, ale zfedénou (koncentrace by mohla byt mimo méfitelnost
pristroje a hlavné — nemusime svoji DNA plytvat), napt. 1:9, tj. pokud stiskneme
tlacitko ,,Dilution®, mizeme nastavit fedéni, napt. 10 (,,Enter) + 90 (,,Enter*)

e m¢feni vzorku — do kyvety napipetujeme 45 pl vody a 5 pul DNA, promichame
intenzivnim pipetovanim, stiskneme tlacitko ,,Sample a pfistroj ukdze koncentraci
naseho origindlniho vzorku DNA (nikoliv koncentraci v kyveté!)

® po skonCeni métfeni vyjmeme kyvetu, vratime zpé€t zaslepku a pfistroj vypneme
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2. Horizontalni agarosova elektroforéza

e pracujeme Vv rukavicich, protoze vSechny véci mohou byt kontaminovany
ethidiumbromidem (zndmy karcinogen)
e do erlenky na pfedvazkich navazime ptislusné mnozstvi agarosy I (podle velikosti

gelu, viz tabulka)

g agarosy
% gel mala kratkd | mala dlouha | velka
0.8 0.24 0.4 0.8
1.0 0.30 0.5 1.0
1.8 0.54 0.9 1.8
ml pufru 30 50 100
napéti (V) 100 120 150

e piidame pfislusné mnozstvi 1xTAE nebo 1xTBE-bufferu (odméfime oznacenym
odmérnym valcem), lehce krouzenim promichame

e vlozime na 1-2 min. do mikrovlnky, v uvafeném gelu nesmi byt krystalky

e mezitim si pfipravime pfislusné velkou komtlrku na naliti gelu, vlozime ji do
nalévaciho zatizeni (komirka s gumovym tésnénim) nebo ukonc¢ime kovovymi plisky
(komtrka s bo¢nimi drzatky)

e do zéafezli umistime hiebinky s ptislusnym poctem zubi (tloustka: bilé 1 mm, ¢ervené
1.5 mm)

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

e priddme 1 kapku (v pfipad¢ velkého gelu 2 kapky) ethidiumbromidu z kapatka
obalen¢ho alobalem

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

e po utuhnuti opatrné vyjmeme hiebinky a plisky, komuirku vlozime do elektroforetické
vany a zalijeme pfislusSnym bufferem (1XTAE nebo 1xTBE) tak, aby cely gel byl
tésné pod hladinou a vSechny jamky byly zality

e do prvni jamky pipetujeme cca 2 pul markeru (zebticku), do dalSich jamek pak 4-5 pl
DNA po PCR
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po napipetovani vSech vzorkl ptiklopime viko s pfivodnimi kabely (musi byt na pravé
stran¢ elektroforetické vany!) a zapneme proud na zdroji

nap¢ti nastavime na 100 V (v ptipadé¢ velkého gelu na 150 V) otd€enim knofliku

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

transiluminatoru dokumentac¢niho systému Kodak Gel Logic 100

3. Vertikalni polyakrylamidova elektroforéza

akrylamid je v tekutém stavu (pfed zpolymerovanim na polyakrylamid) velmi
nebezpecny neurotoxin — pii manipulaci s nim dbame zvysSené opatrnosti, pracujeme
zasadné v rukavicich a veskeré kontaminované predméty co nejdiive oplachujeme

veétsim mnozstvim vody !!!

sestaveni aparatury

v aparatufe, kterd je k dispozici (V20-CDC), je mozno pouZivat najednou dva gely
skla opladchneme vodou a omyjeme destilovanou vodou a nechdme uschnout (napf.
pies noc)

na podlozku polozime vétsi sklo, na jeho bo¢ni okraje spacery a poté mensi sklo
s vyfezem, opakujeme i1 pro druhou dvojici skel a spacert

nalévaci stojanek postavime spodni stranou na vodorovnou podlozku

na n¢j postavime upinaci modul, do kterého vlozime skla se spacery (vyfiznutym
sklem smérem dovnitt), srovndme skla a spacery a lehce utahneme Srouby, aby se skla
spacery byly zarovnany se skly az dolii a skla umisténa opravdu svisle

dotahneme Srouby (pfitom davame pozor, aby se skla nepohnula)

zvedneme cely upinaci modul, nalévaci stojanek obratime, polozime do néj silikonové
prouzky a postavime na né upinaci modul se skly (pfedtim jejich spodni okraj lehce
potfeme vazelinou)

utdhneme otocenim Sroubtl, neutahujeme pftili§ velkou silou (!)
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priprava a naliti gelu

v oznacené kadince smichdme nasledujici chemikalie (odmétujeme pouze v prislusné

oznacenych odmérnych valcich !):

o Milli-Q vOda....ccvviiiiieeiiieee e 52.8 ml
o Acrylamide (40 9%0) ..oooieeiiiiieiiieieeeee e 12.4 ml
o Bisacrylamide (2 %) ...ccceevierieiiiieieeieceeee e 6.8 ml
o 10x TBE buffer.....cc.cccooieniiiiiiiieeeeeeee 8.0 ml

promichdme opatrnym krouzenim a v digestofi potom piidame

RN R (17 TS 384 pl

n¢kolik minut promichdvame obsah kadinky krouzenim, gel je pfipraven k naliti
nabereme roztok do velké stiikacky a opatrné vypoustime po sténé sklenéné desky
mezi ob¢ skla

do vytezu vnitiniho skla vlozime hiebinek a gel nechame 2-3 hodiny polymerovat

nanaseni vzorkii a spustenti elektroforézy

oto¢ime Srouby v nalévacim stojanku, uvolnime upinaci modul se skly a vlozime ho
do elektroforetické nadoby

opatrné vyjmeme hiebinky (pozor na posSkozeni komirek) a stiikackou okamzité
proplachneme komurky 1x TBE bufferem

nalijeme 1x TBE buffer do vnéjsi (cca 3 500 ml) a do vnitini (cca 650 ml) komory
specidlni Spickou s kapilarnim koncem opatrné nanaSime 16 ul vzorku smichaného
s 6x loading dye

na kraje a doprostied gelu nanasime 5 ul zebiicku (O’GeneRuler DNA Ladder Mix)
po naneseni vSech vzorkl piikryjeme elektroforetickou nadobu vikem a ptipojime ke
zdroji, napéti nastavime na prvnich 15-20 min. na 50 V (nez vzorky zajedou do gelu,
poté zvySime na 200 V

bcéhem elektroforézy sledujeme pohyb nejrychlejsi barvicky v gelu a ve chvili, kdy se

blizi ke konci gelu, vypneme proud a odpojime od zdroje
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SYBR Green staining

upinaci modul se skly vyjmeme napill z elektroforetické nadoby, opatrné Castecné
uvolnime Srouby a nechame vytéct buffer z vnitini komory

uvolnime Srouby uplné a vyjmeme sendvice z upinaciho modulu

sendvice rozebereme pomoci plastové Spachtle, gel ndm ziistane na jednom ze skel
skalpelem ufizneme cca 1 cm v levém dolnim rohu gelu (abychom i pozd¢ji védéli,
jaka byla ptivodni orientace gelu)

nad miskou opatrné¢ uvolnime gel ze skla pomoci stficky s destilovanou vodou a
pfemistime do barvici misky

z misky vylijeme pfebytecnou vodou a nalijeme roztok SYBR Green (ze zasobni ldhve
pokryté alobalem) tak, aby v ném byl gel ponoien

kyvame a otac¢ime miskou 5-10 minut (ethidiumbromid se vaze na DNA), pot¢ slijeme
roztok zpét do zasobni 1dhve

opatrné (opét pomoci stficky s vodou) premistime gel na navlhéenou plochu
UV transiluminatoru, vyrovndme do plochy, srovname podle okrajii a papirovym
ubrouskem odsajeme prebyte¢nou vodu

obraz gelu sejmeme pomoci dokumentacniho systému Kodak Gel Logic 100

4. Prace s dokumenta¢nim systémem Kodak Gel Logic 100

doprostfed plochy UV transiluminatoru dokumenta¢niho umistime gel, opatrnym
posouvanim po ploSe se zbavime ptfipadnych vzduchovych bublin pod gelem, gel
srovname

zavieme dvitka a zapneme zdroj UV svétla

bez rukavic (!) spustime program Kodak 1D, v menu ,,New* vybereme ,,New digital
camera capture'

otevfe se okno, kde potvrdime Gel Logic 100 a pfipojeni FireWire

v dal$im otevieném okné klikneme na ,,Preview*, kamera béhem 3s sejme obraz gelu
a zobrazi ho na obrazovce

pfimo na objektivu kamery mizeme vyladit zoom (velikost gelu nebo jeho casti) a

clonu (jas)
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e stiskneme ,,Stop preview* a do pocitace obraz gelu pteneseme stiskem ,,Capture*

e obraz gelu je v pocitaci, vytisknout ho miizeme stiskem ikony tiskdrny a potvrzenim
»Print* (termotiskdrna Mitsubishi se zapina zepfedu vlevo nahote)

e vypneme zdroj UV svétla, otevieme dviika, gel vyhodime do uréené nadoby a plochu

UV transiluminatoru oCistime ubrouskem, ptipadn¢ trochou ethanolu

5. Prace se softwarem pro analyzu geli KODAK 1D Image Analysis Software

e program umoziiuje automatické vyhledani drah a prouzkl, po jejich srovnani se
zebtickem 1 urceni velikosti prouzkl a koncentrace DNA v nich

e nejprve tlacitkem ‘-4 vybereme oblast gelu, kterou chceme analyzovat

e potom stiskneme ,,Find Lanes*, pies prouzky ptislusnych drah se nakresli ¢ary

e pokud neni automatické nalezeni pfesné, je mozné ud¢lat Gpravy manudlné (pomoci
tlagitka X

e vybereme drahu s zebtfickem a po dvojkliku na ni se objevi okno, ve kterém zaddme
»Lane Type* jako Standard, klikneme na ,,Select” a vybereme ptislusny zebiicek

e stiskneme ,,Find Bands“, objevi se cary v mistech, kde jsou prouzky, citlivost
vyhledavani prouzki 1ze ovlivnit stiskem ,,4djust Bands*

e piebyteéné prouzky lze smazat po jejich vybrani tladitkem * |

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 ruznych charakteristik prouzkl, dulezita je
predevsim délka prouzku (MW — molecular weight udavana v bp, tj. base pairs, pocet
para bazi) a mnozstvi DNA (Mass v ng)

e pro dalsi funkce programu viz User’s Guide
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6. Zachazeni s termocyclerem Techne Touchgene

e pristroj se zapina v zadni Casti pfistroje nad pfivodni Siitirou, po zapnuti po nékolika

sekundach naskoc¢i zakladni obrazovka

e pristroj ma dotykovy displej, pozor na jeho poskozeni, napt. nehtem
e stiskneme ,,System User* a dostaneme se do nabidky ulozenych programu

e v dal$i nabidce stiskneme ,,Programs‘ a miizeme vybrat program, ktery chceme spustit

— prost¢ se ho dotkneme, Sipkami mizeme rolovat nahoru a dola

e struktura typického programu mutze vypadat nasledovné

Heated 1id.......coooeiiiiiiieiee, 105.0 °C
Heated lid before program............ccccecveevvienveenieeneeeneennen. On
Pause before program...........cccceevieevieniienienieeeeeeeeee. Off
Initial denaturation ...........cccceeeeveennennee. 02m00s ....... 94.0 °C
HOt Start .....oeeeeieceeeece e Disabled

Number cycles 35

LN < SR MAX °Cs......01m00s .......... 94 °C
®  SCC.iiiiiiiieieeiieen MAX °C/s......00m45s .......... 54 °C
®  SCC.iiiiiiieieeieeen MAX °C/s......02m00s .......... 72 °C
Final extension ...........cccecceeeveeruiennenne. 10mO00s .......... 72 °C
Final hold.......cocoviiniiiiiiiieeeeee 10 °C

e stiskem ,,Exit“ se vratime zpét na vybér programi

o stiskem ,,Run* spustime vybrany program

o stiskem ,, Edit“ miiZzeme editovat vybrany program a ménit veskeré jeho parametry

objevi se dotaz na logovani pribéhu programu

pted potvrzenim nebo odmitnutim je tfeba vlozit PCR zkumavky, zkontrolovat
uzavieni a zaviit viko (kolibku v horni Casti vika ptfitdhneme smérem k sobg,

uzavieme viko a odtdhnutim kolibky od sebe viko zajistime), otocenim kolecka

smérem doleva lehce utdhneme (zbyte¢n¢ neptetahovat !)

4 min se bude piedehtivat viko (pokud je zadano v programu) a spusti se program

na obrazovce je graficky zndzorfiovan pritbéh programu

pro pieruseni nebo po skonceni stiskneme 2x ,,Stop* a ,,Exit*

stiskem ,,Ins* vlozime dal$i segment nebo cyklus

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 tieba zadat ,,Temperature®, coz bude teplota uprostied bloku

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

7. Zachazeni s termocyclerem Mastercycler ep gradient S

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

e pfistroj ovladame pomoci klavesnice v pravé a dolni Casti kontrolniho panelu nebo

pomoci mysi

e po zapnuti je tfeba se ptilogovat, piipadn¢ zadat PIN

e zakladni obrazovka ukazuje nékolik ikon

ikona Eppendorf (zékladni menu) nabizi napf. vypnuti pfistroje (,,Shutdown*) —
pfistroj VZDY vypiname timto prikazem
nasleduji ikony uzivatelti, po jejich rozbaleni je mozno vidét jednotlivé slozky a

PCR programy v nich ulozené

e vytvoreni nového programu

najedeme na piislusnou slozku a stiskneme tlacitko ,,New*

napiSeme jméno programu (8 znaki), stisknutim ,,Keybd“ je mozno zobrazit
klavesnici

stiskneme OK a program se objevi v pfislusné slozce

stiskneme ,,Edit* a miiZzeme v naSem programu meénit teploty a délky jednotlivych
krokt a pocet cyklt

po stisknuti ,,Header* je mozno 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
»ShowGrad®, maximalni rozpéti gradientu je 24 °C

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

v pravé dolni ¢asti)
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spusteni vybraného programu

vlozime PCR zkumavky, stripy nebo desti¢ku

pritdhneme viko smérem k sob¢ na doraz

najedeme na pfisluSny program, piipadné ho jesté¢ prekontrolujeme po stisku
,,Bdit®

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

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 dosdhne zadané teploty (standardn¢ 105 °C), je automaticky
pritlaCeno na zkumavky, zacCina vlastni reakce a na displeji je graficky
znazornovan prubéh reakce

po ukonceni programu je tfeba stisknout ,.Enter”, viko je odjiSténo a mulzeme
vyndat pfipadné produkty PCR reakce

v priibéhu PCR reakce je moZné vytvaiet ¢i editovat dal§i programy, na udaje o
pribéhu reakce se dostaneme po najeti na ikonu ,,Cycler1* (je zelend, pokud pravé

probiha reakce) v hlavnim menu a stiskem ,,Status*
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C. Vyhodnocovani dat (dominantni markery)

1. Tvorba stromi pomoci programu TREECON

Program se pouzivd pro konstrukci stromii na zakladé¢ indext podobnosti clusterovymi
metodami (napt. UPGMA) nebo metodou neighbor-joining (NJ). Informace o programu je
mozné nalézt na adrese
http://bioinformatics.psb.ugent.be/psb/Userman/treecon userman.html

Vstupni data je tfeba zformatovat nasledujicim zptisobem (a ulozit nejlépe s koncovkou .seq).

[poCet lokust (prouzkl) ]
samplel

1011101...

sample?

1011101...

T
Po spusténi programu I'iiFEUN se zobrazi okno s n¢kolika tlacitky. Nejprve je tfeba spocitat
koeficienty podobnosti pro vSechny pary vzorka (Distance estimation). Klikneme na toto
tlacitko a posléze na Start distance estimation. Vybereme pozadovany soubor, zaSkrtneme
Sequence Type jako RFLP/AFLP/RAPD data a Sequence format jako TREECON. Nyni mame
moznost vybrat vzorky pro analyzu, ptipadné vybereme vSechny (Select all). Jako koeficient
podobnosti vybereme Nei and Li (1979), ddle miizeme definovat znaky, na zékladé kterych
budeme index pocitat (standardné Columns — All) nebo pocitat Bootstrap. Dal§im krokem je
vypocet stromu (Infer tree topology). Mame moznost vybrat shlukovaci metodu (Neighbor-
joining nebo Clustering, jehoz kriterium v dalsSim kroku upfesnime — nejcastéji UPGMA).
Pted zobrazenim je tfeba strom zakotenit (Root unrooted trees), napt. uprostied nejdelsi
vzdalenosti (midpoint rooting) nebo zvolenim tzv. outgroup (Single sequence). Strom
nakreslime po stisku Draw phylogenetic tree a kliknutim na ikonu bilého papiru vlevo nahote
(Load new tree). V tomto grafickém editoru je mozno strom vSelijak upravovat. Pokud
chceme znét 1 bootstrapovou podporu jednotlivych vétvi stromu, provedeme vSechny kroky

jesté jednou a v kazdém zaskrtneme Bootstrap — Yes. Vice viz ndpovéda k programu a

skripta ,,Analyza multivariacnich dat v taxonomii (Marhold & Suda)*.
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2. PCoA pomoci programu SYNTAX 2000

Analyza hlavnich koordinat (principal coordinate analysis — PCoA) slouzi k nalezeni smért
nejvetsi variability v datech na zakladé koeficientlh podobnosti mezi jednotlivymi jedinci. Pro
analyzu pomoci programu SYNTAX je tfeba si piipravit dva datové soubory: (1) soubor
s daty, (2) soubor s popisky (labels)

1. datovy soubor (nejlépe s koncovkou .dat) by mél vypadat nasledovné:

[jméno]

[poCet vzorka] [pocet lokusi]
101110101001 ...(na konci mezera)
111010111011 . (na konci mezera)

2. soubor s popisky dat (nejlépe s koncovkou .lab)

[jméno]
vzorekl
vzorek?2

a3
4

Spustime ordinacni modul programu SYNTAX (napft. ikonou 21 ). Pomoci File — Open
Raw Data otevieme na$ datovy soubor, v okné se objevi nase matice dat. Pomoci File —
Open Labelfile for rows otevieme soubor s popisky. Radkiim jsou pfifazeny piislusné
popisky. Vybereme metodu (Method), tedy PCoA a koeficient podobnosti (Coefficient — For
binary data — Jaccard). Déle je tfeba vybrat ordinaci fadkt (Ordination of objects as Rows)
a zvolit pfislusny pocet pozadovanych os (No. of axes), napt. 3. Nyni je vSechno pfipraveno
pro stisk tladitka Analyze. Pokud byl format vstupnich dat v potadku, probchne vypocet a
vystup analyzy je zobrazen do nového okna. V hlavnim okné¢ SYNTAXu mizeme kliknout na
Scattergram for objects pro graficky vystup z analyzy. Pokud program pti pokusu o analyzu
zahlasi chybu, je tfeba zkontrolovat format vstupnich dat (pozor na mezery, piebytecné
odklepy apod.). Problémem muze byt i pfilis slozita adresafova cesta pro ptistup k datim.

Vice viz skripta ,,Analyza multivaria¢nich dat v taxonomii (Marhold & Suda)*“ a manudl

k programu SYNTAX.
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3. Vypocet populacné-genetickych charakteristik pomoci programu POPGEN

Program POPGEN (Population Genetic Analysis) je freeware stazitelny napt. z adresy
http://www.ualberta.ca/~fyeh/. Program umoznuje analyzu dominantnich i kodominantnich
markerii a vypocet nejrizngjSich indexti a statistik na populacni urovni (vice viz manudl
k programu). Vstupni data je tfeba zformatovat nasledujicim zptisobem (vlastni ¢isla a data se
doplni misto tdaji oznacenych kurzivou):

/* jméno */

Number of populations = ¢islo

Number of loci = ¢&islo

Locus name :
lokusl lokus2 ...

name = jméno populacel
1011101...
1011101...

name = jméno populacel
1001...

Zfx)
Otevieme program CIES datovy soubor nac¢teme pomoci File — Load Data — Dominant

Marker Data. RAPD nebo AFLP data budeme analyzovat pomoci Dominant — Diploid Data.
V novém okné vybereme Data Format jako Variable as column, zvolime zadani Hierarchical
structure (Single Populations — parametry pro kazdou populaci zvlast, Multiple Populations —
parametry pies vSechny populace, Group — moznost zadani skupin populaci) a vybereme
parametry, které chceme odhadnout (Estimation). Po stisku OK mame moznost vyloucit
nckteré lokusy nebo populace z analyzy. Pokud bylo zaSkrtnuto Group, nésleduje zadani
poctu skupin populaci a moznost jejich definice. Vystup z analyzy je zobrazen v novém okné
a obsahuje odhady zadanych parametri pro kazdou populaci (Single Populations Descriptive
Statistics) nebo pres vSechny populace (Multiple Populations Descriptive Statistics). Vice viz
manudl k programu a v ném obsaZené citace na originalni prace k jednotlivym odhadovanym

parametrum.
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4. AMOVA (zjisténi rozdéleni genetické variability pomoci programu Arlequin)

Analyza molekularni variance (AMOVA) je pouzivana ke zjisténi, jaka cast z celkové
variability je uvnitf populaci a jaka mezi populacemi, pfipadné¢ mezi skupinami populaci. To
je mozné vypocitat napt. pomoci programu Arlequin (freeware), verze 3 je staZitelna z adresy
http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3/. Datovy soubor mize vypadat tfeba takto (misto
textu napsaného kurzivou je tteba doplnit vlastni udaje, ,,...“ znamenaji pokracovani datového
souboru). V casti [Data] jsou tudaje o jedincich ([[HaplotypeDefinition]]), populacich
([[Samples]]) a skupinach populaci ([[Structure]]). Soubor je tteba ulozit s koncovkou .arp.

[Profile]

Title="jméno"
NbSamples="pocet populaci"
DataType=RFLP
GenotypicData=0
LocusSeparator=NONE
CompDistMatrix=1

[Datal

[ [HaplotypeDefinition]]
HaplListName="jméno"
HaplList= {

samplel 101110101...
samplelZ 101110101...
sample3 100110011...
}

[[Samples]]

SampleName="jméno populacel"
SampleSize="podlet vzorkl v populacil"
SampleData= {

samplel "pocet"

sample2 "pocet"

}

SampleName="jméno populacel2"
SampleSize="pocet vzorkd v populacil2"
SampleData= {

sample3 "pocet"

sampled "pocet"

}

[[Structure]]
StructureName=" jméno"
NbGroups="pocet skupin"

#" jméno skupinyl"

Group={

"jiméno populacel"

"jméno populacel"

}

#jméno skupiny?2
Group={

"jméno populace3"
"jméno populace4"

}
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*»
Po spusténi programu je tfeba nacist data (Open Project). V levé ¢asti okna se zobrazi
seznam vzorkl (Samples) a struktura datového souboru (Groups). Na listé Settings klikneme
na Genetic structure a vybereme AMOVA. Zaskrtneme AMOVA computations a mizeme
kliknout na Start. Po provedeni vypocéti se zobrazi vysledky v html formatu, AMOVA
vysledky najdeme pod Run — Genetic structure — AMOVA. Tabulka ukazuje rozdéleni
celkové variability na jednotlivé trovné (Source of variation, Percentage of variation). Vice

viz manudl k programu Arlequin.

5. Prace s programem FAMD

Program FAMD (Fingerprinting Analysis with Missing Data) umoziluje jednoduché analyzy
binarnich dat jako je tvorba matic podobnosti, stromii pomoci UPGMA a NJ, PCoA,
AMOVA ad. Vyhodou je, ze data nemusi byt nijak specieln¢ formatovana, sta¢i 0-1 matici
piekopirovat z tabulkového procesoru (napi. Excelu) do textového souboru, piip. pouze

prenést pies schranku. Vstupni soubor mize vypadat napt. takto:

vzl
vz2
vz3
vz4
vz5
vz6
vz

vz8
*

PR OoOOR OOO
OO0 O
cCOoORr PP OO
coo0oor oo
PR R R R
cCOoORr PP OO
cCoORr PP OO
cCcoor oo o
OO OO

[Groups]

AllData/skupl= vzl, vz2, vz3, vz4;
AllData/skup2= vz5, wvz6, vz7, vz8;
AllData/skupl/popl= vzl, vz2;
AllData/skupl/pop2= vz3, vz4;
AllData/skup2/pop3= vz5, vz6;
AllData/skup2/popd= vz7, vz8;

V sekci [Groups] jsou definovany Ctyti populace (popl-pop4) a dvé skupiny populaci (skupl,

skup2). Po spusténi programu E otevieme data pomoci File — Load, zvolime Individuals
in rows a header presence for individuals, zaskrtneme Delimited data a Include Groups. Pted
vytvofenim stromu je tfeba vytvofit matici podobnosti (Analysis — Standard Similarity).
Program ji zapiSe do souboru analysis.txt (do stejného adresare odkud jsme nacetli data). Jesté

pred tim je mozno provést vybér koeficientu podobnosti pomoci Options — Similarity
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Coefficient Selection. Strom vytvofime pomoci Trees — Neighbour Joining. Strom bude
zapsan do souboru outtree.ph. Strom zobrazime pomoci View — Tree File (je potieba mit
nainstalovany program TreeView). PCoA provedeme jako Trees — Principal Coordinate
Analysis. Zobrazi se dalsi okno s grafickym vystupem, ktery je mozno modifikovat (vysledky
analyzy jsou opét zapsany do souboru analysis.txt). Pokud jsme ve vstupnim souboru
definovali skupiny, je mozné si rizné skupiny v koordina¢nim diagramu zobrazit riznou
barvou nebo symbolem (pod Group appearence zvolime skupinu a pfifadime ji barvu a
symbol).

Program dale umozZiuje bootstrap stroml (Replicate Analyses — Bootstrap Std. Tree),
konsenzualni strom lze spocitat pomoci Tree — Strict Consensus a zobrazit pomoci View —
Consensus Tree File.

Pokud v Options — Similarity Coefficient Selection zvolime Euklidovskou vzdalenost, je
mozno pocitat i AMOVA (4nalysis - AMOVA). V tom piipad¢ je nutné mit ve vstupnim

souboru definovanou ptislusnost kazdého jedince do praveé jedné populace, ptipadné skupiny.
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DNA Zebricky (ladders) pouzivané v laboratori (od f. Fermentas)

O'GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus, O'RangeRuler™ DNA Ladder Mix,
ready-to-use ready-to-use
bp no0.5p %
bp ng/5Spg % NS
10000 180 36
9000 180 A6
f nao 280 56 QEI%I% 1%8 %E
= Al s s
/ 2000 280 GB g%ﬁ igﬁ gg
e - 1500 280 56 ﬁ‘ | : :
- 0 12
SN/ 1200 280 - 88 500 160 52
— A w3
dLL [ R —_ i . :
= = ,/.- A 20 54 = 1200 160 3.2
- o7 54 = 1000 600 120
= L X e 4000 170 34
B 600 270 54 el 000 170 34
1= 500 800 160 g moirn o 34
— = kAl f. K
= i Ll = 00 600 12.0
= 8 0 200 60 (e — 400 200 40
= w — 300 200 40
o — A0 300 B0 5 — 200 200 40
: = — 100 200 40
= — 100 300 &0 =
= =
= =
g 0.5p0/lane, Sem length ga,
- 1¥ TAE, TWicm, 45min
0.5p0ane, Bcm length gel,
1X TRE, &¥fcm, 1h
MassRuler™ DNA Ladder, Low Range Lambda DNA/HindIII Marker
I ng0.500 %

b no20p0 g A5l ngOpl noSpl

23130 2384 47T
aMeE w1 194

1031 200 150 100 50 ki Ara ik
900 180 155 W45 s ot T
— 800 160 120 0 40 4361 450 90
700 140 105 0 935 vis 3o i
g0, el 2 B & Ty () R b

S0 200 150 100 al
400 aa 60 40 20

— 300 B0 45 an 14

— 200 40 a0 & 10

k]
e
% 100 0 15 10 5 & 125 13 03
= 80 16 12 8 4 =
£ £
s =
o 0.5p0ane,
Aullane,
2em length gel, Bem length gel,

1% TBE, &\fem, 1.5hrs 1X TAE, 7Vfem, 45min
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Univerzalni primery pro amplifikaci nékterych dsekii cpDNA

Forward Reverse : .
jméno | primer Sekvence primer Sekvence Pozice v chNA et Ta EIongace Reference
(5'-3) (5'-3) genomu tabaku (bp) (min)

HK trnH ACGGGAATTGAACCCGCGCA trnK CCGACTAGTTCCGGGTTCGA 14-1844 1831 62 |2 b
K1K2 [trnK GGGTTGCCCGGGACTCGAAC trnK CAACGGTAGAGTACTCGGCTTTTA (1811-4395 2585 53.5 |3 b
CD trnC CCAGTTCAAATCTGGGTGTC trnD GGGATTGTAGTTCAATTGGT 28841-32007 3167 58 |4 b
DT trnD ACCAATTGAACTACAATCCC trnT CTACCACTGAGTTAAAAGGG 31988-33200 1213 545 |2 b
TC trnT GCCCTTTTAACTCAGTGGTA psbC GAGCTTGAGAAGCTTCTGGT 33180-36415 3236 525 |4 c
CS psbC GGTCGTGACCAAGAAACCAC trnS GGTTCGAATCCCTCTCTCTC 35551-37161 1611 57 |2 b
SfM trnS GAGAGAGAGGGATTCGAACC trnfM CATAACCTTGAGGTCACGGG 37142-38395 1254 62 |2 b
AS psaA ACTTCTGGTTCCGGCGAACGAA |trnS AACCACTCGGCCATCTCTCCTA 43458-47138 3681 58 |4 b
ST trnS CGAGGGTTCGAATCCCTCTC trnT AGAGCATCGCATTTGTAATG 47180-48565 1386 575 |2 b
TF trnT CATTACAAATGCGATGCTCT trnF ATTTGAACTGGTGACACGAG 48546-50299 1754 57.5 |2 d
VL trnV CGAACCGTAGACCTTCTCGG rbcL GCTTTAGTCTCTGTTTGTGG 53771-57620 3850 575 |4 c

Reference:

a Heinze (1998)

b Demesure et al. (1995)

¢ Dumolin-Lapegue et al. (1997)

d Taberlet at al. (1991)

e Armold et al. (1991)

f Fofona etal. (1997)

g Weising & Gardner (1999)

h Grivetetal. (2001)
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Navody na pripravu nékterych roztoku

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

Tris-base ....cccevvvevieveieiieienne, 48,46 g
Na2-EDTA ..o, 3,72 ¢
glacial acetic acid ..........cccoeueeee 12,01 g

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

Tris-base ....cccoovvevvieeiieiiieene 108,00 g
boric acid.......ccceevuieriieiienene 55,00 g
Nay-EDTA ..o, 9,30 g

100x TE - Tris-EDTA (do 1000 ml)
Tris-base ....ccccovveevvievveniieens 121,14 g
Nay-EDTA ..coooeeeeeeeeeen, 3722 ¢

CTAB ..ot 10,00 g

Tris-base ....cccceevvevveeciierieeieeeneen 6,06 g

NaCl .o 40,95 g

EDTA .ot 292 ¢
merkaptoethanol.............c........... 0,20 %

dNTP (10 mM)

kazdy z dATP, dCTP, dGTP, dTTP (100 mM)........ po 20 pl

sterilni Milli-Q voda.........ccoecvveviiiiiieniieiieee e, 120 ul



