KLONOVÁNÍ  č.1.

Datum: 18.2.2009
Klonovaný úsek: ITS 

Primery: ITSm-25R, ITSm-18S

Druh: Didymodon, Tortula

PCR amplifikace

	chemikálie
	1 reakce
	4 reakce od každého vz. + K

	Plain PP MM
	10
	

	Primer 1 (2,5pM)
	2,4
	

	Primer 2 (2,5pM)
	2,4
	

	Steril. H2O
	4,4
	

	celkem
	19,2 + 0,8 μl DNA
	


Cycler: TC-XP Bioerg (modrý)

Teplotní program:

	Krok
	°C
	min

	Počáteční denaturace
	95
	3

	Denaturace
	95
	1

	Nasedání primeru
	52
	1

	Elongace
	72
	2 / 1

	Konečná extenze
	72
	10

	Zchlazení
	10
	-

	Specifika cyklu
	
	30x / 35x


vz. D225 – elongace v cyklu jen 1 min; 35 cyklů (program ITS, adresář Mechy)

vz. 183-OA, 184-OA – elongace v cyklu 2 min, při přechodu z annealingu na elongaci nastaven ramping 2° C / s; 30 cyklů (program ITS_klon1, adresář Jirka)

ELEKTROFORÉZA

Kontrola na 1,5% agarosovém gelu, nanášeno 1 μl LB + 3 μl vz, 4 μl 100 bp ladderu.

PURIFIKACE

Smíchány 3 paralelní PCR reakce od každého vzorku.

JetQuick PCR purifikační kit – standardní postup (ke každému jednotlivému PCR produktu přidáno do stripu 68 μl H1, 3 produkty od každého vzorku pak smíchány na kolonce; eluce 40 μl (183-OA), nebo 30 μl (184-OA, D225)
SPEKTRÁK

	vzorek
	A260/280
	A260/230
	A260
	A280
	A230
	c (ng/ul)

	183-OA
	2,818
	0,5
	0,031
	0,011
	0,062
	21,7

	184-OA
	2,583
	0,554
	0,031
	0,012
	0,056
	21,7

	D225
	2,08
	0,765
	0,052
	0,025
	0,068
	36,4


LIGACE

pGem- T Easy Vector (Promega), 50 ng/µl

(50 ng vektoru x 0,8kb insert/3,0kb vector ) x 3/1 = 40 ng insertu na celou reakci, tj. 20 ng na 1/2 reakci
Příprava ligační směsi:

	chemikálie
	1/2 reakce
	3,5 x reakce

	2x ligační pufr (zvortexovaný!)
	2,5
	8,75

	ligáza (nevyndávat z chladítka!)
	0,5
	1,75

	pGem –T Easy vector
	0,5
	1,75

	Insert (PCR produkt)
	1,5 
	(doplnit do 5 µl)

	Steril. H2O
	-
	

	celkem
	5 µl
	17,5 µl 


2. Směs jemně promícháme špičkou, stočíme, rozpipetujeme po 3.5 ul. Přidáme 1.5 ul PCR produktu.

3. Inkubujte 1h při pokojové teplotě (účinnější ligace: přes noc při 4°C).

4. Rozmrazit kompetentní buňky, E. coli kmen K12, mod. DHalfa (na ledu!) – alikvot 200 ul.

5. Smícháme 65 μl kompetentních buněk s 5 μl ligační směsi v 1,5 ml eppndorfce., inkubujeme 20 min na ledu (dochází ke stabilizaci směsi).

6. Transformujte pomocí teplotního šoku: inkubujte 45 s při 42°C (DryBlock), poté ihned

umístíme na led a inkubujte po dobu minimálně 2 min. Netřepat!

7. Přidáme 950 μl SOC média (pokojová teplota).

8. Inkubujeme na třepačce po dobu 1,5 h při teplotě 37°C, 150 rpm (obnova buněčné stěny,

aktivace fyziologických pochodů baktérie, aktivace exprese genů).

9. Připravíme kultivační misky s LB/Amp/IPTG/X-Gal:

Rozehřejte tuhé LB médium na míchačce, ve Flow Boxu přidáme ampicilin do konečné koncentrace 100 μg/1ml kultivačního média. Teplota média nesmí být vyšší 65°C. Do 0,25 l LB- agar média pipetujeme 250 µl zásobního roztoku ampicilinu. Médium rozlijeme do

misek (cca 25ml do Petrino misky o průměru 8cm).

V 1,5 ml sterilní eppendorfce smísíme 64 ul X-Gal 12,5 (mg/ml) a 3,5 µl IPTG (240 mg/ml) ze zásobního roztoku, promícháme a naneseme na povrch tuhého média a pomocí skleněné kultivační kličky rovnoměrně rozetřeme na povrchu média.

10. Naneseme v duplikátu 100 a 200 µl suspenzní kultury transformovaných bakteriálních buněk a rozetřeme. 

Pozn.: Eventuelně zakoncentrujeme centrifugací po dobu 2 min při 5000 ×g. Odpipetujeme cca  850 μl supernatantu, sediment resuspendujte ve zbytku SOC média (cca 50 μl) (pipetováním).Resuspendované buňky přepipetujte na povrch LB/Amp/IPTG/X-Gal média a rozetřete rovnoměrně kličkou.

13. Inkubujeme při teplotě 37°C přes noc v termostatu (misky obrácené dnem vzhůru).

14. Následující den vyhodnotíme kolonie.

Pozn. 1: Takto kultivované bakterie jsou vhodné pro přípravu bakteriálních konzerv nebo pro

další manipulace a analýzy, především pak izolaci plazmidů.

Pozn. 2: Samotné izolované bakteriální kolonie je možné použít pro přímou přípravu

suspenzní kultury, nevýhodou je nižší výnos.

Pozn. 3: Bakterie narostlé na povrchu LB/Amp média je možné uchovávat po dobu max. 1

týdne při teplotě 4°C.

Příprava bakteriální konzervy: Smícháme 0,85ml noční suspenze transformovaných bakterií

v LB/Amp médiu s 0,15 ml sterilního glycerolu; pečlivě promícháme a uchováváme v -80°C.

Takto uskladněné bakterie je možno uchovávat až několik let.

PŘÍMÁ PCR

Sterilním párátkem píchneme do samostatné kolonie a párátko vložíme do 1,5 ml eppenrorfky s 20 µl sterilní vody. Takto odebereme 6 -10 kolonií. 

Zkumavky inkubujeme při 94°C 5 minut v termobloku. Do reakce používáme 1 ul. Zbytek zamrazíme pro případné další použití. 

Provedeme PCR (viz návod výše).

LIKVIDACE GMO

Použitá párátka vhazujeme do roztoku Sava a poté zklávujeme. Zbylé suspenzní bakteriální kultury a misky s koloniemi rovněž zklávujeme.
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