Ptilohy

A. Mapy lokalit sbiranych populaci — bliz§i pohledy na pobitezi Baltského mote (horni

obrazek) a na stfedni a jizni ¢ast arealu rozsifeni diploidni linie Arabidopsis arenosa
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B. Tabulky souhrnnych informaci o multiplexech primerti
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C. Laboratorni protokoly

C.1. Izolace DNA

o ze susené biomasy (skladované v silikagelu) odebereme cca 0,5 g a vlozime do
plastovych zkumavek (Eppendorf, 2 ml) spolu se dvéma wolfram-karbidovymi
kulickami

J zkumavky rovnomérné umistime do mlynku Retsch MM200 a drtime pfi frekvenci
30 ot. /sek. po dobu 3 minut (v piipad¢ nutnosti jesté dalsi 2 minuty)

. po rozdrceni materidlu pracujeme v digestofi a pfidame ke kazdému vzorku 900 pl
roztoku CTAB (smiseného v poméru 100:2 s merkaptoethanolem), 5 ul RNasy A a
Spetku PVP (polyvinylpyrolidon)

J uzaviené zkumavky promichame na vortexu (Scientific Industries Inc., Vortex-
Genie 2) a inkubujeme na termomixeru (Eppendorf, Thermomixer comfort) 30 min
pii teploté 60 °C a 1400 rpm

. zkumavky dame na 6 min do centrifugy (Sigma, 4-16K Centrifuge) a nastavime
maximalni otacky (13200 rpm), poté piepipetujume supernatant do cistych
zkumavek a zbylé usazeniny zlikvidujeme

. ke vzorkiim pfidame 500 pl smési chloroformu a isoamylalkoholu (v poméru 24:1),
uzaviené zkumavky 3x pfevratime a nechame 5 minut odstat

o zkumavky umistime do centrifugy na 6 min pfi 13200 rpm a pak piepipetujeme
supernatant do Cistych zkumavek

. pak zopakujeme posledni dva kroky (pfecisSténi chloroformem a isoamylalkoholem)

o poté piidame 500 pl vychlazeného isopropanolu, uzaviené zkumavky 2x
pfevratime a nechdme minimalné 30 min v mrazaku pii -20 °C

o zkumavky umistime do centrifugy na 3 min pfi 13200 rpm, supernatant opatrné
vylijeme a zkumavky (s DNA ve formé¢ pelletu usazené¢ho na dn€) nechame chvili
schnout dnem vzhtiru

. ke vzorkim ptiddme 400 pl vychlazeného 96% ethanolu a inkubujeme je 15 min na
termomixeru pii 37 °C a 1200 rpm

. zaviené zkumavky umistime do centrifugy na 6 min pfi 13200 rpm a pak opét

opatrné vylijeme supernatant



ke vzorkim pifiddme 200 pl vychlazeného 70% ethanolu a nechdme cca 5 min
odstat

uzaviené zkumavky umistime do centrifugy na 5 min pti 13200 rpm a pak naposled
opatrn¢ vylijeme supernatant

oteviené zkumavky nechame 10-15 min vysychat a pak je umistime na termomixer,
kde je suSime pii teploté 65 °C dalsich minimalné 15 minut (vysuSeny pellet DNA
1ze opatrnym poklepanim odd¢lit od stény zkumavky)

vysusenou DNA rozpustime ve 200 ul TE pufru pii inkubaci na termomixeru (10
min, 60 °C a 600 rpm)

DNA Ize skladovat v lednici nebo dlouhodobé v mrazaku (az -80 °C)

C.2. Rozpisy pro PCR

C.2.1. Reak¢ni mix pro MyTaq polymerazu

ddH,0 13,4 ul
MyTaq pufr 4,0 pl
Forward (,,F*) primer 0,13 pul
F primer — fluorescen¢né znaceny FAM 0,5 ul
Reverse (,,R*) primer 0,5 ul
MyTaq DNApolymeraza 0,2 ul

o k 18,73 ul mixu byl pfidan 1 pl vzorku DNA

C.2.2. Reak¢ni mix pro REDTaq polymerazu

ddH,0O 6,2 ul
hofe¢naté jonty (Mg?") 0,5 ul
Red Taq pufr 1,0 ul
dNTP 0,2 ul
smes primert (F+R) 0,6 ul
REDTaq DNApolymeraza 0,5 ul

o k 9 pl mixu byl pfidan 1 pl vzorku DNA



C.2.3. Reakéni mix pro QIAGEN Multiplex PCR Kit

ddH,0 1,0 ul
2xX QIAGEN Multiplex PCR Master Mix 2,5 ul
10x primer-mix 0,5 ul

ke 4 pl mixu byl ptidan 1 pl vzorku DNA

C.2.4. Koncentrace primert v primer-mixu M2

C.3.

F20D22
F21M12
F19G10
F19K?23-483
ICE1l
MDC16

0,75 pmol/ul
0,75 pmol/pl
0,75 pmol/pl
1 pmol/ul
2 pmol/ul
0,75 pmol/ul

Programy v termocykleru

C.3.1. Program pro MyTaq polymerazu

95 °C
95 °C
55°C
72 °C
95 °C
53°C
72 °C
72 °C
10 °C

1 min

30s

30s 27X
45s

30s

30s 8x
45s

10 min

teplota udrzovana az do otevieni vika termocykleru



C.3.2. Program pro REDTaq polymerazu

94 °C 1 min

94 °C 30s

50 °C 30s 35X

72 °C 40s

72 °C 20 min

10 °C teplota udrzovand az do otevieni vika termocykleru

C.3.3. Program pro QIAGEN Multiplex PCR Kit

95°C 15 min

94 °C 30s

60 °C 90s 35x

72 °C 1 min

60 °C 30 min

10 °C teplota udrzovana aZ do otevfeni vika termocykleru
C.4. Predisténi octanem

ke vzorkiim (1 pl PCR produktt) pfiddme 1 pl octanu sodného a 10 pl 96%
ethanolu

kratce promichame na vortexu a sto¢ime v centrifuze, pak nechame vzorky 20 min
Vv klidu stat v mrazéku

vzorky vlozime do pfedem vychlazené centrifugy (Sigma, 4-16K Centrifuge) a
nechame tocit pti teploté 4 °C po dobu 30 min a pfi maximalnich otackach (3700
rpm)

poté zkumavky opatrné obratime dnem vzhlru na vrstvu buni¢iny, vlozime zpét do
chlazené centrifugy a pustime na cca 0,5 min pfi 580 rpm — nechdme vytéct
supernatant

ke vzorkiim pifidame 100 pul 70% ethanolu a centrifugujeme 5 min pii otackach

3700 rpm



zopakujeme ptedchozi krok (tj. nechdme v centrifuze vytéct supernatant na
bunic¢inu) a pak vzorky susime v otevienych zkumavkach na termomixeru 6 min pfi
teplote 60 °C

takto precisténé vzorky lze pak skladovat v mrazdku nebo rovnou piipravit

na fragmentacni analyzu

C.5. Ptiprava na fragmentaéni analyzu

ke kazdému vzorku ptfiddme 10 ul smési Formamidu (iontové rozpoustédlo) a
vnitiniho zebfiCku (GeneScan™ 600 LIZ® Size Standard) dle nésledujiciho
rozpisu:

¢ Formamid 10 pl

o LIZ 600 0,25 ul

DNA ve vzorcich zdenaturujeme pfi teploté 95 °C za 3 min

1ze skladovat kratkodobé v lednici

C.6. Ptiprava na sekvenovani mikrosateliti

precisténé vzorky (PCR produkty) nafedime 5 pl dvakrat destilovanou vodou
(ddH0)

roztoky Reverse primerli nafedime na koncentraci ¢ = 3,2 pmol/ul

smés pro automaticky sekvenator vytvoiime podle nasledujiciho rozpisu:

¢ R-primer 1ul

o  vzorek 1ul

o ddH;O 6 ul



D. Tvorba dimerii v rAmci reverse primeru F19G10 péti rliznymi zptsoby
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