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Metody rostlinné

taxonomie
Molekularni metody v botanice



Polymerazova retézova reakce
PCR (Polymerase Chain Reaction)

Dumysina metoda pro zmnozeni
(amplifikaci) znamé sekvence.

Trocha historie

1979 — Kary B. Mullis objevil
principy PCR

1985 — popsana samotna PCR

1993 — Nobelova cena za chemii

Paradox:

1971 - Dr. K. Kleppe a H.G. Khorana publikovali principy na
kterych stoji PCR; jejich napad vSak zapadl|



Termostabilni DNA polymeraza

Narodni ar Yellowstone (USA)

Denaturace: 94°C

Elongace: 72°C

Anelace: 45-65°C



S dLNP AJuo
Do TL SopnuI g

w uoisuarxa : ¢ daig
i} stounid
ASIAAJL pUE PIEMIO]

Da 16 SPUOAIS Gy

m Bureauue : 7 dag

Do O MU |

To_ua.::acuu ;1 daig
» sdays ¢ Jo sa[ako of - 0F

uonoBaY urey) ase1WL[od : YDd




12394 Apunyh

saudos uonig g9 = ¢
a9t

I ETR RTINS

uoneaypduwe [eruauodxsy

sardos 7¢

2
El
=
&

sawdoa g sadon g satdos ¢

=
>

-z
=g = 4L

z

——

a2k
=t
-
Aakapuy ) /—/—
—=
EETENiTy S ———
= auad pajues
g

W aneduway

S dLNP AJuo
Do TL SopnuI g

w uoisuarxa : ¢ daig

ASIAAL P PIEMIO]

Da 16 SPUOAIS Gy

m Bureauue : 7 dag

Do O MU |

To_ua.::acuu ;1 daig
» sdays ¢ Jo sa[ako of - 0F

uonoBaY urey) ase1WL[od : YDd




PCR - shrnuti

Vyhody

e jednoduchost

* rychlost

» velkd moznost modifikaci zakladniho postupu

e navaznost na dalSi metody

¢ moznost automatizace

« potfeba 50 —100 ng DNA (v idealnim pfipadé je tedy mozné pomnozit
DNA Usek z nékolika bunék)

» v nékterych pfipadech staci hruby extrakt DNA

Nevyhody

« omezena délka amplifikovaného fragmentu (3-15 tis. pb)

» chybovost polymerazy

e obecné nutna znalost cilové sekvence (nékteré modifikace standardni
PCR tuto znalost nevyzaduji)

e u rostlinnych pletiv ¢asty vyskyt inhibitort PCR

* nespecificita PCR (primeru)



PCR protokol

Komponenta Pipetovany Zasobni Finalni
objem koncentrace koncentrace

DNA 1l ? 50 - 100 ng
Taq polymerase 1l 1U/ 1l 1U/ reakce
Primer F 1 ul 5uM 250 nM
Primer R 1 ul 5uM 250 nM
dNTP 0,3 ul 10 mM (each) | 150 nM
Pufr (15 mM MgCl ,) 2 ul 10 x 1x
PCR voda 13,7 ul Doplnit do 20 l

Ssuma

20 pl




Molekularni metody odvozené od PCR

Metoda Znama Pocet Specifita Charakteristika
cilova primert primeru metody
sekvence
MAAP RAPD NE 1 NE Kratky primer
(9-11 pb)
AP-PCR NE 1 NE Kratky primer
(18-32 pb)
DAF NE 1 NE Kratky primer
(5-8 pb)
AFLP NE 2 ANO Ligace adaptori
Sekvenovani ANO 1+1 ANO Fluorescencné
znacené ddNTP
Mikrosatelity ANO 2 ANO Tandemové repetice

MAAP (Multiple Arbitrary Amplicon Profiling); RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA);
AP-PCR (Arbitrarily Primed- Polymerase Chain Reaction); DAF (DNA-Amplified Fingerprinting);
AFLP (Amplified Fragment Lenth Polymorphism)



Molekularni metody

V v k -
mnozstvi uroven Opakova pracnost )
. poly- telnost naklady
znaku )
morfizmu

Izoenzymy Malé
RFLP Stredni Stredni
RAPD Velké Stredni Mala Malé
AFLP Velké Stredni Velka Stredni Stredni
Mikrosatelity Velké Velké Velka Mala
PCR- , Mala -
sekvencovani Velka Velka




Elektroforéza — separace DNA

DNA ma
zaporny naboj
diky fosfatovym
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L kratsi (lehé)
fragmenty jsou
pohyblivéjsi
Pufr nez delsi
TBE vs. TAE ‘ fragmenty




Elektroforetogram

VM — velikostni marker
1 — genomova DNA

2, 3 — DNA fragmenty

Vizualizace DNA
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na DNA se navaze
fluorescenéni barvivo,
které po osviceni UV
zarenim fluoreskuje.




