PRACOVNI PROTOKOL PRO METODY MOLEKULARNI A BUNECNE

BIOLOGIE

Nazev ulohy: VyuZiti gradientového termocykleru pro stanoveni optimdlnich podminek PCR

Pouzité pristroje:

Pracovni pomiucky:

Pouzité chemikalie:

Pracovni postup:

horizontalni elektroforéza se zdrojem
Proffesional Basic Gradient Termocycler (Biometra)
gelovy dokumentacni systém

jednokandlové pipety Nichiryo
spotfebni plast — Spicky, mikrozkumavky a stripy pro PCR

Promega GO Tag-polymerdza spufrem, smés dNTPs Serva,
oligonukleotidy pro specifickou PCR amplifikaci vybranych oblasti
jaderné a chloroplastové DNA (ITS, psbA-trnH, matK), genomova
DNA Nicotiana benthamiana izolovana kitem DNEasy Plant Mini Kit
(Qiagen), protieby pro agar6zovou elektroforézu (agar6za, TAE pufr,
roztok ethidium bromidu

1. Namichat reak¢ni smés po kazdou ze tif oblasti (A - ITS, B — psbA-trnH a C — matK)
podle tabulky. VSechny komponenty, které byly zamrazeny, vyjma polymerazy, je
potieba po rozmrazeni promichat pomoci vortexu:

14 x 15 ul 1 reakce 15 reakci
Ultracista voda 10,1 pl 151,5 pl

Pufr pro Green Taq (Promega) 3,0 ul 45 pl

dNTPs (12,5 mM) 0,1 pl 1,5 pl

Primer F (10 pmol/ul) 0,6 ul 9 ul

Primer R (10 pmol/ul) 0,6 ul 9 ul

Taq DNA-polymeraza (5U/ul) (Promega) | 0,1 pl 1,5 ul
Templatovd DNA 0,5 ul 7,5 ul
Rozpipetovat 12 x 15 ul 15 ul (soucet) 225 ul (soucet)

A) — oblast ITS — primery:

ITS1: TCCGTAGGTGAACCTGCGG; ITS4: TCCTCCGCTTATTGATATGC
B) — oblast psbA-trnH — primery:

psbA: GTTATGCATGAACGTAATGCTC; trnH: CGCGCATGGATTCACAATCC
C) — oblast trnC-trnF — primery:

trnC: CGAAATCGGTAGACGCTACG:; trnF: ATTTGAACTGGTGACACGAG

2. Promichat reakéni smés pomoci vortexu.

3. Rozd¢lit reakéni smés do 12 zkumavek pro PCR (0,2 ml) (pouZit stripy).
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4. Zkumavky vlozit do termocykleru a spustit program:

Cyklus &.  Podet opakovani Teplota (°C) Cas

1 1 94 3 min
2 32 94 30 sec
Gradient step 30 sec
72 45 sec
3 1 72 10 min
10 o0
Gradient step:

rozmezi teplot 40 — 66 °C:
1) 40,0 ; 2) 40,8; 3) 42.5; 4) 45,2; 5) 48,3; 6) 51,5; 7) 54.5; 8) 57,7: 9) 60,8; 10) 63,5; 11) 65,2; 12) 66,0

5. Po skonceni programu rozdélit produkty PCR pomoci elektroforézy na 1%
agar6zovém gelu.

6. Gel nasnimat pomoci gelového dokumenta¢niho systému (GDS).

Vysledky

A) — oblast ITS
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Na elektroforetogramu s produkty PCR oblasti ITS s primery ITS1 a ITS4 lze pozorovat
optimdln{ teplotu annealingu ve vzorku 8) — 57,7 °C (modr4 Sipka). Od vzorku 10) — 63,5
°C dochazi k rapidnimu ubytku PCR produktu. Ve vzorcich 11) (65,2 °C) a 12) (66 °C)
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neni pozorovatelny zadny PCR produkt.
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B) — oblast psbA-trnH
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Teplotni optimum pro annealing s primery psbA a trnH je u vzorku 8) (57,5 °C). PCR
produkt je vSak velmi slaby - pfi ostatnich teplotich annealingu nedoslo k amplifikaci
viditelného PCR produktu.

C) — oblast trnC-trnF
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V piipad¢ amplifikace oblasti trnC-trnF doSlo k robustni PCR amplifikaci u vSech 12
vzorkil. Se zvySujici teplotou annealingu dochazi k ubyvani nespecifického produktu
(fragmentii mensich nez specificky PCR produkt). Optimum pro amplifikaci je tedy u
vzorkl 11) (65,2 °C) a 12) (66 °C) (modré Sipky).
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