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Detekce indukce genové exprese v rostlinných buňkách 

Úkol:

Dokázat indukci exprese reporterového genu z promotoru indukovatelného etanolem.

Materiál a roztoky:

Transgenní rostliny Arabidopsis thaliana transformované reporterovým glukuronidázovým genem (GUS) naklonovaným pod promotor alkoholdehydrogenázy  Aspergillus nidulans (AlcA) a alkoholem regulovaným transkripčním faktorem AlcR pod 35S promotorem. Ideální jsou semenáčky ve věku 1-3 týdny pěstované na MS médiu.

Substrát pro histochemickou detekci aktivity GUS – X-Gluc (Fluka) - 5mg se rozpustí ve 100L dimethylformamidu v digestoři. Přidá se 10 mL 100mM fosfátového pufru pH 7.0 a skladuje se v případě potřeby krátkodobě ve tmě (obaleno hliníkovou folií) při 4°C.

Oxidační katalyzátory: roztok I – 50mM K3Fe(CN)6 a roztok II 50mM K4Fe(CN)6.3H2O. Před barvením se přidá k 10 ml roztoku X-Gluc 100L obou roztoků.

90% aceton (vychlazený v ledové lázni).

10 mM roztok CdCl2
70% ethanol.

Ledová tříšť.

Exikátor.

Filtrační papír Whatman 3MM, slabá čirá lepicí páska.

Postup:

Indukce:

1. Misky se semenáčky zbavíme parafilmu a umístíme přes noc do utěsněného exsikátoru, na jehož dně stojí kádinka nebo 100 ml erlenka s 10 ml roztoku etanolu. Kontrolní misku ponecháme mimo exsikátor.

Doporučené koncentrace etanolu podle věku semenáčků:

5-10 dní
10 %

7-21 dní
20 %

2. Alternativní metoda: semenáčky pomocí párátka přeneseme do jamek mikrotitrační destičky s 0.5 % roztokem etanolu a inkubujeme přes noc volně přikryté víčkem.

Histochemická detekce aktivity GUS:

1. Semenáčky pomocí párátka přeneseme do čtvercové misky s 16 komůrkami a 20 minut inkubujeme na ledě v 90 % acetonu.

2. Aceton odsajeme a nahradíme ledovou destilovanou vodou. Inkubujeme 5 min.

3. Odsajeme vodu a rostlinky zakapeme roztokem substrátu pro detekci GUS tak, aby byly zakryté, ale abychom substrátem neplýtvali.

4. Vložíme misku do exsikátoru, spustíme vývěvu a 5 minut infiltrujeme.

5. Opatrně zrušíme vakuum, misku zakryjeme víčkem a umístíme do termostatu (37 oC).

6. Sledujeme vývoj modrého zbarvení v hodinových intervalech.

Fixace a uchování vzorků:

1. Po dosažení požadované intenzity zbarvení odsajeme roztok substrátu a rostlinky zalijeme 70 % etanolem.

2. Inkubujeme za pomalého třepání a s občasnými výměnami lihu, dokud se nevyluhuje chlorofyl. Vzorky lze uchovávat v lihu i několik dní.

3. Za pomoci špachtle a párátka semenáčky vylovíme, rozprostřeme na filtrační papír a přelepíme čirou lepicí páskou. 

