Detekce transgenu s. 1
verze 1.0

Detekce transgenu v rostlinách

Úkol č.1 

Provést izolaci celkové (genomové) DNA z listů in vitro pěstovaných rostlin bramboru 

(podle Shure et al. 1983, Cell 35:225-)

Roztoky:

Izolační pufr – čerstvě připravit smícháním následujících roztoků v poměru 50:50:1

2x izolační pufr: 0,6 M NaCl, 0,1 M Tris (pH 7,5), 40 mM EDTA, 4 % sarcosyl, 1 % SDS

2x roztok močoviny: 10 M močovina

2 M Na2S2O5

fenol pH 8.0

roztok fenol (pH 8.0) : chloroform (1:1)
isopropanol

70 % ethanol

TE pufr: 10 mM Tris (pH 8.0), 1 mM EDTA

roztok RNázy v TE pufru: 1 μl RNázy (10mg/ml) ve 100 μl 

Postup:

Izolace DNA 

1. Připravit izolační pufr a rozdělit po 300 μl do mikrozkumavek, přidat po 15ti μl fenolu.

2. V důkladně vychlazené třecí misce s tekutým dusíkem důkladně rozdrtit 150 mg čerstvé hmotnosti listů in vitro pěstovaných rostlin bramboru.

3. Přenést zmražený prášek do připravené mikrozkumavky, důkladně promíchat.

4. Po dokončení všech vzorků přidat do mikrozkumavek po 300 μl směsi fenol:chloroform, krátce a důkladně vortexovat.

5. Centrifugace na stolní centrifuze 7 min. při 7000 rpm.

6. Opatrně přenést horní (vodnou) fázi (cca 300 μl) do nové mikrozkumavky a přidat 0,7 objemu isopropanolu.

7. Promíchat převracením mikrozkumavky a vysrážený chuchvalec DNA (kontaminované RNA a proteiny) přenést do nové mikrozkumavky s 500 μl 70 % ethanolu.

8. Po 3 min. odsolení krátce centrifugovat (15 s) a opatrně slít supernatant, osušit stěny mikrozkumavky.

9. Sediment vysušit a rozpustit ve 100 μl roztoku RNázy v TE pufru, inkubovat 30 min. při 37°C.

(při potížích s rozpouštěním sedimentu možno zahřát 10 min. při 65°C)

Měření koncentrace DNA

1. Roztok DNA zředit vodou do objemu 300 μl v poměru 1:100.

2. Koncentraci měřit na spektrofotometru BioMate – skenování v pásu vlnových délek 200-300 nm, odečíst hodnoty při vlnových délkách 260 a 280 nm.

3. Koncentraci stanovit podle vztahu c[μg/ml] = ř x ε x A260.

ř ... ředění 

ε ... extinkční koeficient (pro DNA = 50)

A260 ... absorbance při 260 nm

      pozn.: poměr A260 : A280  určuje kontaminaci proteiny (opt. kolem hodnoty 1,8)

Úkol č.2

Detekovat přítomnost transgenu pomocí PCR.

Roztoky: 

10x PCR pufr

25 mM MgCl2 
10 mM dNTP 

1 mM roztok primerů (gfpF a gfp R)

sterilní demineralizovaná voda

elektroforetický pufr (0,5 TAE ředěno z 50 x TAE: 242 g Tris base, 57,1 ml kys. octové, 100 ml 0,5 M EDTA

roztok ethidium bromidu: 10 mg/ml

nanášecí barvička: 30 % glycerol, 0,025 % bromfenolová modř

Postup:

PCR reakce
1. Namíchat reakční směs pro příslušný počet PCR reakcí (podle rozpisu na 1 reakci, tj. 50 (l, uvedeného níže, zbývající objem doplnit vodou) bez templátové DNA.

2. Rozdělit směs do PCR mikrozkumavek a přidat příslušné množství templátové DNA (v cca 1 (l).

3. Po promíchání spustit PCR reakci podle tabulky uvedené níže. 

	templát (roztok DNA)
	20 ng
	
	denaturace
	94°C
	4 min

	10 x PCR pufr
	5 (l 
	
	denaturace
	94°C
	45 s

	25 mM MgCl2 
	3 (l
	
	annealing
	55°C
	45 s

	10 mM dNTP
	1 (l
	
	polymerace
	72°C
	45 s

	1 mM primery 
	2 x 1 (l
	
	
	4°C
	(

	Taq polymeráza
	1,25 u 
	
	
	
	


Agarózová elektroforéza DNA

1. Rozvařit v mikrovlnné troubě 1 % agarózu v 0,5 x TAE pufru, přidat 5 (l roztoku ethidium bromidu na 100 ml agarózy.
2. Po ochazení na cca 70°C nalít gel do elektroforetické formy, vložit hřeben, nechat utuhnout 30 min. 

3. Vyjmout hřeben a zalít gel elektroforetickým pufrem.

4. 10 (l roztoku z PCR reakce smíchat se 2 (l nanášecí barvičky a nanést do jamek v gelu, do jedné jamky nanést 5 (l velikostního markeru (DNA ladder).

5. Spustit elektroforetické dělení při intenzitě elektrického pole cca 4 V/cm.

6. Po cca 45 min. pozorovat přítomnost fragmentů v gelu na UV transiluminátoru. 

