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Nazev ulohy: Sekvenc¢ni analyza ITS oblasti jaderné DNA u tabiku

Pouzité piistroje:

horizontélni elektroforéza se zdrojem

Proffesional Basic Gradient Termocycler (Biometra)
gelovy dokumentaéni systém (GDS)
spektrofotometr Picodrop (Easy Port)

elektroporator EasyjecT (EquiBio)

Pracovni pomucky:

jednokanalové pipety Nichiryo
spottebni plast — Spicky, mikrozkumavky pro PCR

Pouzité chemikalie: Promega GO Tag-polymeraza s pufrem, smés dNTPs (Serva),

oligonukleotidy pro specifickou PCR amplifikaci jaderné DNA (ITS), genomova DNA
Nicotiana benthamiana izolovand kitem DNEasy Plant Mini Kit (Qiagen), potfeby pro
agarozovou elektroforézu (agar6za, TAE pufr, roztok ethidium bromidu), velikostni marker
Quick-Load® 100 bp DNA Ladder (NEB), pGEM-T Vector System (Promega), T4 DNA
ligaza a 10x koncentrovany pufr pro T4 DNA ligazu (TaKaRa)

Pouzité programy:

BioEdit- http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html

Pracovni postup:

PCR s templatovou DNA tabaku pro ITS oblast nDNA

1. Namichat reakéni smés dle tabulky. VSechny komponenty, které byly zamrazeny,

vyjma polymerazy, je potifeba po rozmrazeni promichat pomoci vortexu:

1 x50 pl 1 reakce (ul)
Ultracista voda 33
Pufr pro Green Taq (Promega) 10
dNTPs (10 mM od kazdé baze) 0,6
Primer F (10 pmol/ul) 2
Primer R (10 pmol/ul) 2
Taq DNA-polymeraza (5U/ul) (Promega) 0,4
Templatova DNA (2)
48




2. Promichat reakéni smes pomoci vortexu.
3. Rozdélit reakéni smés po 48 ul do zkumavek pro PCR (0,2 ml).
4. Pridat do zkumavek po 2,0 ul DNA.
5. Zkumavky vlozit do termocykleru a spustit program:
Cyklus ¢. Pocet opakovani Teplota (°C) Cas (m:s)
1 1 94 3:00
2 30 94 0:30
55 0:30
72 0:45
3 1 72 10:00
4 0
6. Po skonceni programu aplikovat 2 pul vzorku na agardzovy gel a otestovat UspéSnost
PCR pomoci horizontalni elektroforézy.
7. Gel nasnimat pomoci GDS.
8. Purifikace PCR produktu pomoci Invisorb® Fragment CleanUp dle navodu vyrobce.

Pilku purifikovaného PCR produktu pouzit na piimé sekvenovani, druhou piilku na

ligaci.

Klonovani do vektoru p GEM-T

Pod pojmem molekulové klonovani si pfedstavujeme ptedevSim pomnozeni specifického

(¢asto cizorodého) fragmentu DNA v hostitelském organismu schopném jej efektivné

nékolikandsobné namnozit a vytvaret identické kopie této DNA (klony) Obr. 1. DNA klon lze

pfipravit napf. mnozenim rekombinantnich molekul DNA v hostitelské buiice in vivo nebo

polymeréazovou fetézovou reakci in vitro.

selekéni marker
(gen kodujici
rezistenci k
antibiotiku)

misto pro
inzerci
cizorodé
DNA

plasmid e - - [G | . [GARTTC. . .
k2-10k|l)h ’
BamH1X  EcoR1)
poéatek
replikace
00 5 R
ooOOo
00~ < (O]
o0 ©0o

pomnozZena v bunééné kultufe
il i se y hostitel
mno#i a vznikaji miliardy

DNA je izolovéna
zly ych bunék

bunék

Obr. 1 Schéma klonovani DNA v bakteriich
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A) Ligace

K ligaci se pouzivaji enzymy; bud’ DNA ligasa z bakteriofaga T4 nebo mén¢ u¢inna DNA
ligasa E. coli. DNA ligasa z bakteriofdga T4 je jedinym dostupnym enzymem, ktery
ucinné spojuje jak fragmenty s presahujicimi, komplementarnimi konci, tak i fragmenty s
konci bez presahd.

1. Namichat reakéni smés podle tabulky. VSechny komponenty, které byly zamrazeny

(vyjma T4 DNA ligazy), je potieba po rozmrazeni promichat pomoci vortexu:

1x10 pl 1 reakce
Ultradista voda 7,0 ul
10 x konc. pufr pro T4 DNA ligazu (TaKaRa) 1,0 pl
pGEM-T vektor (25 ng) 0,5 pl
T4 DNA ligaza 0,5 pl
Purifikovany zfedény' PCR produkt (1,0 ul)

Namichat komponenty reakce do mikrozkumavky pro PCR (0,2 ml).
Promichat smés pomoci vortexu.

Zkumavky inkubovat 1 hodinu pfi laboratorni teploté.

A S

Liga¢ni smés purifikovat pomoci Invisorb® Fragment CleanUp dle navodu vyrobce.

* optimalni pomér vektoru a inzertu pro ligacni reakci je 1:3 (pocet molekul). Vektor ma
v nasem ptipad¢ 3 kb a do reakce je ho pfidavano 25 ng. Optimalni mnozstvi inzertu v ng

vypocitame tedy jako jeho velikost (v kb) vynasobeny 25.

B) Elektroporace kompetentnich bunék Escherichia coli

Pii elektroporaci jsou buiikky podrobeny velmi silnému elektrickému Soku, ktery zptsobi

lokdlni zmény v membrang a tim vznik pord, jimiz DNA prochézi do bunék.

1. Zkumavky (80 pl) elektrokompetentnich bunék E. coli kmen Top 10 uchovavanych
dlouhodobé pfi -70 °C nechat rozmrazit na ledu.

2. K buinikdm E. coli ptidat 10 pl purifikované liga¢ni smési a promichat.

3. Vzorek ptenést do sterilni elektroporacni kyvety a elektroporovat pii 12,5 Kv/cm, 25
uF, 400 Q.

4. Ke vzorku ptidat 1 ml SOC média a ptenést do 15 ml sterilni zkumavky.

5. Kultivovat 30 minut na orbitalni tfepacce pii 60 rpm a teploté 37 °C.



Zbytek liga¢ni smési (cca 15 pl) rozdélit na gelu pomoci agar6zové elektroforézy a vysledny

gel nasnimat.
C) Vysev bunék E. coli na misky se selekénim médiem

1. Misky s pevhym LB médiem a selekci na ampicilin (100 pg/ml) a komponenty pro
modro-bilou (blue/white) selekci (Xgal — 20 pg/ml, IPTG 0,1 mM), nechat 20 minut
odvétrat ve flow boxu.

2. Na misky aplikovat po 100 pl SOC kultury.

3. Suspenzi buné¢k rozetfit sklenénou ty€inkou, uzaviit misky, zapaskovat a oznacit je.

4. Misky otocit dnem vzhiiru a nechat kultivovat ptes noc.

D) Testovani rekombinantnich pGEM-T vektorii pomoci PCR s primery T7 a SP6
Bakterie, do nichz byl pienesen plazmid bez inzertu, tvoii aktivni [-galaktosidasu, jejiz
tvorbu lze prokazat priddinim umélého substratu X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-
galaktopyranosid) do tuhého LB media. Tento substrat je bezbarvy, ale v pfipadé, Ze na
medium naockujeme bakterie, které obsahuji funkéni beta-galaktosidasu, budou X-gal $tépit a
jejich kolonie se zbarvi zietelné modfe. Uspéinym zaGlenénim inzertu do mnoho&etného
klonovaciho mista dochazi k inaktivaci aminoterminalniho fragmentu enzymu a kolonie
zustanou bilé. Kodujici sekvence lacZ byla prerusena, proto se netvoii funkéni -
galaktosidasa.

1. Pfenést cast bilé kolonie E. coli sterilnim paradtkem do 50 pl roztoku 50 mM MgCl, /
50 mM Tris pH 7.0 a promichat pomoci vortexu.

2. Namichat reakéni smés podle tabulky. VSechny komponenty, které byly zamrazeny,
vyjma DNA-polymerazy, je potieba po rozmrazeni promichat pomoci vortexu. Jako

templatu pouzit 1 pl resuspendované kolonie E. coli v roztoku 50 mM MgCl, / 50 mM

Tris pH 7.0:
1x15ul 1 reakce (ul)
Ultragistd voda 10,2
Pufr pro Green Tag (Promega) 3,0
dNTPs (10 mM od kazdé baze) 0,1
Primer T7 (10 pmol/ul) 0,3
Primer SP6 (10 pmol/ul) 0,3
Taq DNA-polymeraza (5U/ul) (Promega) 0,1
Templatova DNA — ¢ast resuspendované kolonie (1,0)
14 pnl

3. Promichat reakcni smés pomoci vortexu.

4. Rozdélit reakéni smés do 10 zkumavek pro PCR (0,2 ml).
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Pridat 1 pl vzorku suspenze E. coli.

Zkumavky vlozit do termocykleru a spustit program:

Cyklus €. Pocet opakovani Teplota Cas

1 1 94 °C 5 min

2 32 94 °C 30 sec
55°C 30 sec
72 °C 45 sec

3 1 72 °C 5 min
16 °C )

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

Gel nasnimat pomoci GDS.

Podle velikosti PCR produktu identifikovat pozitivni kolonie (fragment je ve srovnani
s kontrolou delsi = velikost amplifikovaného zbytku plazmidu + velikost klonované¢ho

PCR produktu).

E) Purifikace plazmidové DNA pomoci GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit

. Naockovat 1,5 ml tekutého media (LB + amp) jednou kolonii E.coli a kultivovat pies

noc za stalého trepani pii 37 °C.

Ptemistit kulturu bakterii do 1,5 mikrozkumavky. Centrifugace 1 min pti 12 000 x g.
Pomoci pipety dokonale odstranit supernatant a resuspendovat pelet v 250 pl
Resuspension Solution pomoci vortexu.

Pridat 250 pl Lysis Solution a promichat 4-6 x pfevracenim zkumavky.

Ptidat 350 pl Neutralization Solution a promichat 4-6 x pfevracenim zkumavky.
Centrifugovat 5 minut pii 12 000 x g.

Supernatant piremistit do GeneJET™ spin kolony, centrifugovat 1 minutu a odstranit
filtrat ze zasobni zkumavky.

Na kolonu ptidat 500 pl Wash Solution, centrifugovat 1 minutu pfi 12000 x g a
odstranit filtrat ze zasobni zkumavky. Tento krok opakovat jeste jednou.

Centrifugovat prazdnou kolonu 1 minutu pii 12 000 x g.

Kolonu pfemistit do nové mikrozkumavky 1,5 ml, na kolonu aplikovat 50ul Elution
Buffer, inkubovat 2 minuty a centrifugovat 2 minuty pti 12 000 x g.

Provést agar6zovou elektroforézu s 2 pl plazmidové DNA.

Gel nasnimat pomoci GDS.

Podle velikosti plazmidu ovéfit zda je rekombinantni (rekombinantni plazmid je ve

srovnani s kontrolou - prazdny plazmid - delsi).



14. Purifikovany roztok plazmidu uchovavat pfi -20 °C.

Rekombinantni purifikované plazmidy spolecné se zbytkem purifikovaného PCR produktu

odeslat na sekvenci. Porovnat sekvence z piimého sekvenovani Obr. 2 se sekvencemi

klonovanymi do vektoru p GEM-T Obr. 3.

Sekven¢ni analyza

Posouzeni kvality sekvenci

Otevtit *.zip soubor se sekvencemi a postupné zkontrolovat, zda jsou vsSechny
elektroforetogramy ¢itelné a vyhodnotitelné.

Sekvence v antisense orientaci pievést do sense orientace. Sekvenci v *.AB1 formatu
oteviit pomoci programu BioEdit a vnabidce ,view* zatrhnout ,, Reverse
Complement®. Nasledné sekvenci ulozit v nabidce ,,File* vybrat ,,Export as Fasta“.

U vyhodnotitelnych soubort (piky jsou zietelné €itelné bez vyraznych piekryvit Obr.
2 a Obr. 3) sloucit sekvence ve formatu FASTA do jediného souboru (k jednomu z
* txt soubort pfikopirocat postupné vSechny ostatni tak, aby kazdéa z polozek zacinala

na samostatném fadku znakem*>).

Multiple alignment a editace sekvenci

Spustit program BioEdit a v nabidce ,,File* vybrat ,,Open* a otevieme vytvofeny
slou¢eny FASTA soubor v *.txt (je vhodné, aby v ndzvu souboru a v fadcich za
znakem* > byly jen bézné znaky, ne tecky, hvézdi¢ky, mezerniky, lomitka a pod.)

V nabidce ,,Accessory Application vybrat ,,Clustal W Multiple alignment®,
odkliknout ,,Run ClustalW* a potvrdit tlac¢itkem ,,OK*. Pockat, az program srovnava
sekvence a otevie nové okno s alignmentem sekvenci Obr. 4.

Nastavit Mode na ,,Edit* a editovat sekvence.

Postupné prochazet sekvence a porovnavat je s elektroforetogramy (*.abl), které
otevirame také v programu BioEdit a opravujeme piipadné chyby a nesrovnalosti
v rezimu “Overwrite €1 ,,Insert®.

Opravené sekvence zarovnatodstranénim necitelnych sekvenci na zacatku a konci

(vybrat do bloku a odstranit pomoci klavesy ,,Delete*).

Ulozit editovanou sekvenci v nabidce ,,File* ,,Save As®: , Fasta“.



e  Provést opét multiple alignment v nabidce ,,Accessory Application® (viz vyse).
e Vysledny soubor * ALN predstavuje surova data pro statistické vyhodnoceni

genetické podobnosti.

Obr. 2 Ukdzka vysledného elektroforeogramu ITS oblasti po primém sekvenovani

s vyznacenymi prekryvy
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Obr. 3 Ukdzka vysledného elektroforeogramu klonovaného produktu ITS oblasti
s vyznacenymi misty, kde byly diive prekryvy

"5 Biokdit Sequence Alignment Editor
File Edit view Zoom Horizontal Scale Accesory Application RNA Window Help

= D
$ nerci C\Users\Eva\AppData\Local\ Temp\RarSDIa0.701\1 T7.ab1 =

""" et  gelected none | S2msler 1T7 |File: C:iUsersEva\AppDataT ocal Temp/Rar$D1a0.70111_T7.2b1

Obr. 4 Multiple alignment ITS oblasti s vyznacenymi SNPs- Single Nucleotid Polymorphisms
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