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Transientní exprese bílkoviny značené GFP po infiltraci listů tabáku

Úkol:

Transientně transformovat list tabáku in situ binárním vektorem nesoucím GFP-značenou bílkovinu.

Materiál a roztoky:

Rostliny Nicotiana benthamiana s několika již dobře vyvinutými listy. 

Buňky Agrobacteria tumefaciens transformované binárním vektorem nesoucím 1) gen pro myší fimbrin translačně fuzovaný s GFP pod 35S promotorem, 2) virový supresor posttranslačního silencingu p19.

Injekční stříkačky 1 ml bez jehly.

Médium na pěstování bakterií MPB se 100mg kanamycinu/L, 10mg gentamycinu/L a 15mg/L rifampicinu.

Infiltrační médium – 50 mM MES pH 5.6, 2mM Na3PO4, 0.5 % glucose, se 100M acetosyringonem.

Postup:

1. Uvedení do zásad práce s transgenním materiálem bakteriálním i rostlinným. Ochranné pomůcky, postupy a likvidace odpadů.

2. Inokulace (nejlépe 1 kolonie) každého z kmenů Agrobacteria tumefaciens do 2 mL  bakteriálního média – kultura je pěstována ve zkumavce na třepačce při 28°C do stacionární fáze během jednoho až dvou dnů (při masivnějším inokulu přes noc).

3. Jeden mL kultury je centrifugován při 2200g v eppendorfce 5 minut, pelet promyt 1 mL infiltračního pufru, znovu stočen a resuspendován do 0.5 mL pufru. 

4. Měření O.D.600 – po zředění suspenze 50x. Z výsledné hodnoty vypočteme ředění tak, aby konečná O.D. GFP-fimbrinu byla 0.03 a O.D. konstruktu p19 byla 0.05.

5. Ředěním v infiltračním pufru připravíme suspenze o výše uvedené koncentraci, t.j. směsnou suspenzi fimbrin + p19 a kontrolní samotný p19. Takto připravené inokulum je nabráno do injekční stříkačky. 

6. Toto inokulum je lehkým opřením o list a tlakem infiltrováno do spodní strany listů tabáku, které byly 1h intenzivně osvětleny, aby se průduchy plně otevřely. Úspěšná infiltrace se projeví ztmavnutím sektorů v okolí aplikace. Infiltrované listy jsou označeny nalepením papírové pásky na řapík. 

7. Vedle Agrobakterií  s konstruktem jsou jako kontrola infiltrovány do listů také buňky bez GFP (jen p19).

8. Po dvou dnech jsou infiltrované sektory o velikosti asi 10x10mm vystřiženy a připraveny jako preparát pro pozorování v epifluorescenčním mikroskopu vybaveném excitačními a barierovými fitry, které umožňují pozorování fluorescence GFP.

Poznámka: V místě poranění dochází k aktivaci oxidačně-polymeračních procesů v buněčné stěně, což se projevuje zvýšením autofluorescence, která může být zaměněna za fluorescenci GFP, proto je kontrola důležitá.

