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Zpracovani analyzy AFLP — doplnéni sekvenci adaptori a primeri pouzitych pFi
vyhodnocovani genetické diverzity pomoci AFLP markeru, véetné podminek pro

zpracovani fragmenta¢ni analyzy pomoci kapilirni elektroforézy

Jako zaklad pro analyzy AFLP byla pouZita publikace AFLP: a new technique for
DNA fingerprinting autora Vos et al., 1995. Na z4kladé této publikace byly zvoleny i

adaptory, preselektivni i selektivni primery.

Adaptor EcoRI
5" CTCGTAGACTGCGTACC 3’
3’CATCTGACGCATGGTTAA 5’
Adaptor Msel
5" GACGATGAGTCCTGAG 3’
3" TACTCAGGACTCAT 5’
Pro potieby selekce byly zvoleny primery, které odpovidaji svym parovanim
zvolenym adaptortim.
EcoRI 5" GACTGCCGACCAATTCACG 3’
Msel 5'GATGAGTCCTGAGTAAAGT 3’

Analyzované vzorky byly umistény do standartni 96 jamkové desti¢ky s opakovanim
pro kazdy vzorek. Fragmentadni analyza byla zpracovavéna v autorizované laboratofi
na analyzatoru ABI 3500 spole¢nosti Life Technologies. K oznadeni produktu analyzy
AFLP byl pouzit fluorescenéni standard GeneScan™ 500 LIZ® spolegnosti Life
Technologies a takto znadeny produkt byl zpracovan pomoci fragmentaéni analyzy.
Jako polymer poslouZil univerzalni polymer POP 7 na kapilafe o délce 50 cm.
Nastaveni kapilarni elektroforézy odpovidalo doporuceni vyrobce, uvedenému

v uZivatelské ptirucéce.




Doplnéni uidaji o podminkich analyzy ISSR, vietné sekvenci testovanych
primert

Vzhledem k faktu, Ze analyza ISSR byla zvolena jako experimentélni pro studie
genetické diverzity bochnatky americké, pro ni nejsou v odbomé literatufe dostupné
doporucené postupy ani techniky, byly zvoleny takové primery, které byly na
pracovisti voln€ k dispozici a dle zkuSenosti a doporuceni 3kolitele poskytovaly
kvalitni vysledky u $iroké $kaly organismi. S ohledem na nizké prostudovani tohoto
organismu a nahodnost vyb&ru vhodného primeru nebylo hospodarné pofizovat nové
primerové kombinace, které by nebylo potencialng moZné vyuzit k dal§im vyzkumtim.

Primerové kombinace byly ziskény v databazi University of British Columbia (UBC).

UBC 810 GAGAGAGAGAGAGAGAT
UBC 825 ATATATATATATATATT
UBC 881 GGGTGGGGTGGGGTG
UBC 890 GTG GTG TGT GTG TGT GT




