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Botanika pro odvazne
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ProC metody molekularni biologie 7
fenotyp = genotyp x ekotyp

e stabilni a detekovatelné ve vSech pletivech bez ohledu na stadium rustu,
diferenciaci, vyvoj (a obranny status bunky)

* oprosténé pleiotropického (gen kdduje vice znaku) a epistatického (prekryti
jiného znaku) efektu



ProC metody molekularni biologie 7

Metodami molekularni biologie odvozujeme, studujeme a porovhavame
znaky (markery) kédované v biomolekulach.
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Jaké otazky mohou byt reseny?

Genotypizace: identifikace jedincl, druht, hybridu;
Fylogeneze: pribuzenska vztah, vzajemna podobnost;

Fylogeografie: geneticka historie Sireni druhu v zavislosti na klimatickych a
geografickych podminkach, identifikace glacialnich refugii; Sifeni druhu: tok genu,
migracni smer, hybridni zény;

Populacni genetika: geneticka struktura;

Ochranarska genetika: biodiverzita x izolované populace;

Parovaci systémy: sexualni x asexualni, zastoupeni jedincu v potomstvu;
Polyploidizace: vznik a rozSifeni polyploidu;

Evoluce: rodu, druhu, genomu; atd.

Diagnostika: vztah DNA znaku a specifické vlastnosti;
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|zolace DNA
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|zolace DNA
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|zolace DNA
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|lzolace DNA - upravena CTABova metoda (Doyle a Doyle

1987)

1. homogenizace 100 mg rostlinného materialu v tekutém dusiku
2. pridat 0,2 ml extrakéni pufr CTAB (suspenze by méla byt prave tekutd)
3. inkubace 10 minut pri 65°C

4. pridat fenol:chloroform (1:9) v poméru 1:1 k roztoku, dobre protrepat
5. centrifugace — max. otacky, 5 min
6. odebrat supernatant (horni vrstva) do nové zkumavky; nenasat necistoty nebo F:CH!!!

7. pridat vymrazeny etanol v poméru 2:1 (etanol:supernatant), vymrazit 5-10 min.
8. centrifugace — 4 000-10 000 RPM (dle mnozstvi DNA), 3 min;
9. odstranit roztok (dale pracuji s peletem!) a nechat pelet 10 minut oschnout pri RT

10. rozpustit pelet ve 100 ul octanu draselném (300 mM vysledna koncentrace)
11. pfidat RNAsu (vyslednd koncentrace 40ng/ul); inkubace 10 minut pfi RT

12. pridat vymrazeny etanol v poméru 2:1 (etanol:roztok DNA), vymrazit 5-10 min.
13. centrifugace — 4 000-10 000 RPM (dle mnozstvi DNA), 3 min;
14. odstranit roztok (ddle pracuji s peletem!) a nechat pelet 10 minut oschnout pri RT

15. rozpustit pelet v 50-100 pl destilované vodé (dle velikosti peletu)

CTAB pufr 40ml
2% CTAB 0,8g
2% PVP 0,8g

100 mM 1M Tris-HCl (pH 8,0) 4ml
25 mM 0,5 M EDTA (pH 8,0) 2ml

2,0 M NaCl 4,678
(0,5g/ spermidin 0,02g)
VODA 33,2ml




