Protoplasty– s.2
verze 1.0

Transientní exprese vneseného genu v tabákových protoplastech

Úkol: 

Připravit protoplasty z mesofylu tabáku, transformovat je poskytnutým konstruktem obsahujícím GFP-značený gen pod silným konstitutivním promotorem a mikroskopicky vyhodnotit výsledky transformace.

1. Příprava DNA pro transformaci

Materiál: 

Kultura E. coli obsahující příslušný plasmid, napěstovaná přes noc v 25 ml LB či MPB média s příslušnými antibiotiky.

Quiagen Plasmid Midi kit.

Isopropanol.

70 % etanol.

TE: 10 mM Tris pH8, 1 mM EDTA.

Postup:

1. Bakteriální kulturu zcentrifugujeme 15 min,  4500 rpm, 4 oC v 50 ml zkumavce (Hettich 32). 

2. Vylijeme supernatant, sediment pomocí špičky důkladně resuspendujeme ve 4 ml studeného pufru P1 s RNázou (všechny pufry jsou z kitu Qiagen). 

3. Přidáme 4 ml pufru P2, opatrně promícháme převracením dobře uzavřené zkumavky, necháme stát 5 min na stole. Láhev s pufrem ihned dobře uzavřeme (pufr obsahuje NaOH a na vzduchu podléhá zkáze). Vzorek se vyčiří v důsledku lyze buněk a zeslizovatí uvolněnou chromozomální DNA.

4. Přidáme 4 ml ledového pufru P3, dobře promícháme a necháme stát 15 min v ledu. Vypadne bohatá bílá sraženina.

5. Zcentrifugujeme 15 min,  4500 rpm, 4 oC. Supernatant převedeme do šesti 1.9 ml eppendorfek a znovu stočíme 10 min, 13 000 rpm v mikrocentrifuze (chlazená je lepší, ale není podmínkou).

6. Během druhé centrifugace ekvilibrujeme kolonku 4 ml pufru QBT. Necháme pufr vytéci z kolonky samospádem (nezavdušní se, není nutno hlídat).

7. Okamžitě po skončení centrifugace naneseme supernatant na kolonku a necháme samospádem protéci. DNA se vychytá na kolonce.

8. Promyjeme kolonku 2 x 10 ml pufru QC.

9. Vyženeme DNA z kolonky 5 ml pufru QF (začneme jímat eluát okamžitě po nanesení pufru až do vyprázdnění zkumavky). K eluátu (na ledě) přidáme 3.5 ml isopropanolu, dobře promícháme (vortex, pipeta) a převedeme do eppendorfek. Stočíme 13 000 rpm, 15 min.

10. Sediment resuspendujeme v 70 % lihu (nyní lze spojit vzorky z eppendorfek) a znovu stočíme. Odsajeme supernatant a převrácenou zkumavku necháme lehce oschnout (do vymizení vůně lihu).

11. Rozpustíme DNA ve 100 – 250 μl TE (podle velikosti sedimentu).

12. Stanovíme koncentraci DNA spektrofotometricky či odhadem na gelu.

2. Příprava a transformace protoplastů

(modifikováno dle Fischer a Hain, Meth. Cell Biol. 50:401, 1993, a Chiu, Curr. Biol. 6:3325, 1996)

Materiál:

Nicotiana tabacum cv. Samsun – zdravá rostlina v květináči.

Plasmidová DNA.

K3 macro: NH4NO3 2.5 g/l, KNO3 25 g/l, CaCl2.2H2O 9 g/l, MgSO4.7H2O 2.5 g/l, (NH4)2SO4 1.34 g/l, NaH2PO4.H2O 1.5 g/l, CaHPO4.2H2O 0.5 g/l

K3 micro: H3BO3 30 mg/l, MnSO4.H2O 100 mg/l, ZnSO4.7H2O 20 mg/l, Na2MoO4.2H2O 2.5 mg/l, KI 7.5 mg/l, CuSO4.5H2O 0.25 mg/l, CoCl2.6H2O 0.25 mg/l

K3 vitamíny: kys. nikotinová 10 mg/100 ml, pyridoxin HCl 10 mg/100 ml, thiamin HCl 100 mg/100 ml

K3 Fe: FeSO4.7H2O 556 mg/100 ml, Na2EDTA 744 mg/100 ml

K3 hormony: 3-NAA 1 mg/ml, kinetin 0.2 mg/ml

K3 médium s 0.4 M sacharózou: na 100 ml sacharóza 13,7 g, xylóza 25 mg, inositol 10 mg, K3 macro 10 ml, K3 micro 10 ml, K3 vitamíny 1 ml, K3 Fe 0.5 ml, K3 hormony 0.1 ml, pH 5,6, sterilizovat filtrací

K3 médium s 0.3 M sacharózou: na 100 ml sacharóza 10,3 g, xylóza 25 mg, inositol 10 mg, K3 macro 10 ml, K3 micro 10 ml, K3 vitamíny 1 ml, K3 Fe 0.5 ml, K3 hormony 0.1 ml, pH 5.6, sterilizovat filtrací

Manitolové médium: 0.4 M manitol, 20 mM CaCl2, 5 mM MES, pH 5.7

PEG: 40 % PEG 4000 rozpustit v 0.4 M manitolu, 100 μM Ca(NO3)2, upravit KOH na pH10, autoklávovat

Postup:

1. den večer:

1. Připravíme do malé misky pro TK 10 ml filtrovaného roztoku 0.25 % macerozymu a 1 % celulázy v K3 médiu s 0.4 M sacharózou.

2. Odebereme 2 – 3 mladé listy tabáku, ostrým skalpelem je zbavíme střední žilky a spodní stranu  listové čepele jemně poškrábeme špičkou skalpelu. Ponoříme do připraveného média (spodní stranou dolů), misku zalepíme parafilmem a inkubujeme 14 – 16 hodin ve tmě v pokojové teplotě.

2. den ráno:

1. Jemně 5x – 10x zatočíme miskou, aby se protoplasty uvolnily a inkubujeme dalších 30 min. Průběžně kontrolujeme stav suspenze mikroskopicky.

2. Opatrně přeneseme suspenzi ustřiženou špičkou do 15 ml zkumavky, Opláchneme zbytky listů malým množstvím čistého K3 média s 0. 4 M sacharózou a spojíme obě frakce.

3. Zcentrifugujeme 10 min při 100 g, pokojová teplota. Zdravé protoplasty vyplavou k hladině; opatrně je ustřiženou špičkou sebereme do nové zkumavky a zředíme 10 ml manitolového média. Nedáváme více než 2 ml suspenze na 10 ml média, aby protoplasty při následující centrifugaci neplavaly; je-li vzorek ve větším objemu, založíme novou zkumavku.

4. Zcentrifugujeme 10 min při 100 g, pokojová teplota. Protoplasty sednou, odebereme supernatant a sediment jemně resuspendujeme v přiměřeném množství manitolového média (0.5 – 1 ml při kvalitním vzorku – suspenze má být zřetelně zelená). Zkontrolujeme stav protoplastů.

5. Ustřiženou špičkou přeneseme 0.25 ml suspenze doprostřed nové 6 cm TK misky. Přidáme zhruba 20 μg DNA (v objemu do 10 μl), opatrně zamícháme špičkou.

6. Ze strany kapky protoplastů přikápneme 0.25 ml PEG a obě kapky dobře promícháme. Inkubujeme 10 min v pokojové teplotě.

7. Zředíme pomalým přikapáním 4 ml K3 média s 0.3 M sacharózou, zalepíme misku parafilmem a inkubujeme ve tmě v pokojové teplotě.

2. den večer – 3. den ráno:

Vyhodnotíme výsledek transformace mikroskopicky (GFP může být již dobře vidět po 6 hodinách).

