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Transformace Arabidopsis 

Úkol č. 1 

Vnést připravený expresní konstrukt do Arabidopsis metodou namáčení květenství do suspenze agrobakterií (floral dip).

Materiál: 

Rostliny – zhruba 6 týdenní arabidopsis, rozsazené po 5 až 6 do 10 cm kulatých květináčů a ostříhané 4-6 dnů před transformací, aby se založila nová květenství.

Bakterie – kmen Agrobacterium tumefaciens transformovaný vhodným binárním vektorem (5 ml tekutého inokula v LB médiu s antibiotiky).

LB médium s antibiotiky podle plasmidu.

5 % sacharóza ve vodě.

Silwett L-77 (Ambersil Ltd. UK)

Kelímky, igelitové pytle.

Postup:

1. den dopoledne: 

Zředíme bakteriální inokulum – 0.6 ml do 300 ml LB média v 1 l baňce – a kultivujeme za stálého třepání v 28 oC do druhého dne.

2. den:

1. Hustou bakteriální kulturu zcentrifugujeme 15 min,  3700 g, 4 oC v 250 ml kyvetě. 

2. Vylijeme supernatant, sediment resuspendujeme nejprve ve zbytkové kapalině a pak v 5 % sacharóze (dostatečný objem pro ponoření celých rostlin – objem změřit).

3. Přidáme Silwett do konečné koncentrace 0.05 % a dobře promícháme.

4. Ostříháme z rostlin všechny již založené šešule a otevřené květy.

5. Převedeme suspenzi do „koupací“ nádoby a namočíme do ní celé nadzemní části rostlin na cca 3 – 5 vteřin. Špejlí přidržujeme kořenový bal, aby nevypadl z květináče. Pracujeme v rukavicích, tento krok se provádíme v dřezu, kde pak lze všechny zbytky a loužičky desinfikovat savem.

6. Po vytažení se rostliny jeví mokré a ztmavlé. Volně je zabalíme do igelitového pytle a necháme přes noc ve tmě vzpamatovat, pak odstraníme pytel a přeneseme do kultivační místnosti.

Později – již mimo praktikum:

Dopěstujeme rostliny do semena a sklidíme T1 generaci semen.

Úkol č. 2 (demonstračně) 

Provést selekci transformantů pomocí glufosinátového herbicidu (BASTA).

Materiál:

Rostliny – semenáčky T1 arabidopsis, transformované plasmidem s glufosinátovou resistencí, rostoucí na velké misce v půdě

BASTA – komerční preparát Challenge 60 (AgrEvo) naředěný vodou v poměru 1 ml/250 ml (konečná koncentrace glufosinátu 250 mg/l)

Postup:

Příprava – před zahájením praktika:

1. Vysejeme semena do přiměřeně zvlhčené propařené půdy (asi 300 µl semen na půl skleníčku), přikryjeme krytem a dáme na 3 dny vernalizovat do chladové místnosti ve tmě.

2. Přeneseme do kultivační místnosti a pěstujeme asi týden – do objevení prvních pravých listů.

Vlastní selekce:

1. Pomocí rozprašovače postříkáme rostliny roztokem herbicidu. Opakujeme každé 2-3 dny.

2. Po několika dnech začnou citlivé rostliny chřadnout a na tomto pozadí začnou vynikat rezistenti. Jakmile je dokážeme spolehlivě rozlišit, přesadíme je do květináčů a dále kultivujeme až do semen bez herbicidu..

