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Metodika RAPD analýzy odrůd révy vinné pro účely fingerprintingu

Izolace DNA

Izolace DNA ze všech dosud testovaných pletiv révy vinné byla prováděna pomocí standardního firemního kitu Qiagen a podle firemního protokolu. Tento postup se nám jeví pro účely tohoto projektu jako nejvhodnější, protože je časově nenáročný, jednoduchý a zajišťuje dobrý a opakovatelný výtěžek čisté DNA.

Stanovení koncentrace DNA

Vzorky izolovaných DNA se dávkují neředěné do 0,75% agarózového gelu (viz níže – dávkování) společně s dávkovacím pufrem a to v dávce 7(l izolátuDNA + 3(l dávkovacího pufru (je možné upravit).  Koncentrace izolátů DNA je určována porovnáním intenzit signálu s koncentrační řadou standartů, jako které slouží neštěpená D (firma Takara). Pro přesný výpočet koncentrací je používán program Genetools. 

Ředění izolované DNA

Pro přípravu PCR reakcí nejsou používány izoláty DNA samotné, jsou připravovány jejich ředění – tzv. alikvoty. Pro nalezení vhodného ředění je třeba připravit koncentrační řadu, ve které jsou zásobní roztoky DNA ředěny např. 5 x, 10 x, 25 x, 50 x. Tyto vzorky se následně použijí v PCR reakci s několika pokud možno ověřenými primery.  Při hodnocení výsledků je třeba přihlédnout především k intenzitě signálu jednotlivých ředění v další fázi potom ke spotřebě izolátu DNA. 
Příprava mastermixu

Pro přípravu mastermixu byly využívány tyto chemikálie:

· deionizovaná sterilní voda (možno zakoupit v lékárně jako voda „per injection“ nebo příprava přímo v laboratoři)

· Polymeráza - DyNazymeTM II DNA Polymerase od firmy Finnzymes

· 10( Buffer – pro DyNazymeTM II DNA Polymerase, do tohoto pufru je již výrobcem přidáván chlorid hořečnatý (konc. 1.5 mM), takže není třeba jej přidávat do mixu zvlášť.

· dNTP – sada dATP, dCTP, dGTP, dTTP dodávané firmou Promega (katalogové číslo U1330). Jednotlivé nukleotidy jsou míchány v poměru 1:1:1:1 

· primer – délka deset nukleotidů, dodávané firmou Qiagen (dříve Operon Technologies) v sadách po dvaceti primerech (OPA, OPB, OPE, OPF, OPM, OPO, OPX). Firma primery dodává v lyofilizované formě, proto je třeba je před použitím  rozpustit v deionizované vodě na výslednou koncentraci 20 (M. Primery se nechají rozpouštět cca 12hod a dále se skladují v mrazu (-20 °C).

Všechny chemikálie je nutné skladovat v mrazu, aby nedošlo k jejich degradaci.  Polymeráza nemění skupenství a je velmi náchylná k vyšším teplotám, proto ji vytahujeme z mrazu jen na nezbytně nutnou dobu a v menším množství- původní balení polymerázy obsahující 500 (l (1000 U) - je vhodné jej rozdělit na 10 dílů.

Mastermix je připravován podle přiloženého protokolu:

         MASTERMIX PRO ....... VZORKů

	
	Konc. vých.
	K. reakcí
	1 reakce

((l)
	Mix

(x krát)
	Poznámka

	H2O
	
	
	  19,55 
	 
	

	10 x Buffer
	  10 x
	 1 x
	    2,5
	
	

	dNTPs
	 25 mM
	 0,2 mM
	    0,2
	
	

	Primer
	 20 (M
	 0,4 (M
	    0,5
	
	

	Polymeráza
	 2U/(l
	0,5 U/(l
	    0,25
	
	

	Templát DNA
	
	
	    2
	
	


Množství každé chemikálie se vypočítá pro požadovaný počet vzorků (viz tabulka – Mix x-krát). K počtu sledovaných vzorků připočítáme jeden na každých 15 – 20 vzorků, což  pokrývá ztráty při pipetování. Rovněž je nutné počítat se vzorkem pro negativní kontrolu. 

Chemikálie se pipetují do mikrozkumavky v pořadí v jakém jsou uvedeny v tabulce. Na závěr se obsah mikrozkumavky promíchá (nejlépe na vortexu). Mastermix se rozpipetuje do jednotlivých mikrozkumavek (velikost podle typu cykleru) po 23(l a přidají se 2(l alikvotu DNA požadovaného vzorku (odrůdy). Jedna mikrozkumavka se nechá bez DNA – poslouží jako negativní kontrola. Tato později na gelu ukáže, jestli nebyl mastermix znečištěn  cizí DNA, která by mohla značně ovlivnit, či zcela znehodnotit dosažené výsledky.

Popsané mikrozkumavky s mixem a DNA se naskládají do cykleru a spustí se program

Program cykleru určený pro révu vinnou
1. 94°C  po dobu 3min.
2. 94°C  po dobu 1min.
3. 36°C  po dobu 1min.
4. 72°C  po dobu 1min 30 sec.
5. 72°C  po dobu 9min.
Kroky 2 až 4 se opakují 45(, krok 5 slouží k dosyntetizování řetězců při PCR dosud nedokončených. 

Voda

V laboratoři na Mendeleu se používá deionizovaná voda. Voda z běžné vodovodní sítě je upravována přístrojem DEMIWA 3rosa od firmy Watek (jde o sérií na sebe navazujících filtrů). Přístroj produkuje vodu o vodivosti nižší než 0,2(S. Takto kvalitní vodu je možné po 20min sterilace v páře použít bez komplikací i na přípravu mastermixu. (k tomuto účelu lze použít mikrozkumavky o objemu 0,5ml a vodu uchovávat společně s dalšími chemikáliemi v mrazáku)

Pufr TAE,  Tris – acetate EDTA buffer

Používá se pro přípravu agarózy a dávkovacího pufru (viz níže). Tentýž pufr se rovněž používá do elektroforézy, kde zajišťuje vhodné pH pro migraci DNA a zamezuje vzniku gradientu pH v okolí elektrod. Je možné jej zakoupit hotový u některých specializovaných firem. V případě laboratoře na Mendeleu byl vyroben z vlastních chemikálií.

Příprava zásobního roztoku TAE 50(
242,2g tris base

57,1ml ledové kyseliny octové + dalších přibližně 30ml bude třeba na dorovnání pH 

18,61 g Na2EDTA . 2 H20 (Chelaton3)

Zamíchat a doladit pH na 8 kyselinou octovou. Do 1l dolít destilovanou vodou.

Pufr se pro běžné použití ředí destilovanou vodou na koncentraci 1(
Příprava agarózového gelu

Pro dělění fragmentů DNA je používána 1,5% agarózový gel, pro test přítomnosti DNA v izolátu postačí gel 0,75% případně 1%. Pro  přípravu gelu je používána agaróza od firmy Serva určená pro elektroforézu DNA. Odvážené množství se rozpustí v pufru TAE 1( a rozvaří, nejlépe v mikrovlné troubě. Jakmile je kapalina naprosto čirá a nejsou v ní patrné žádné nerozpuštěné částice, nechá se chladit na elektromagnetické míchačce. Částečně zchlazený gel (tak, aby se sklenice dala vzít do ruky) se nalévá do formy určené pro elektroforézu. Do formy se umístí hřebeny o potřebné velikosti (požadovaný počet komor) a gel se nechá ztuhnout. Pokud není gel v krátké době použit, je možné jej skladovat zalitý tenkou vrstvou TAE v mikrotenovém sáčku v ledničce po dobu několika málo dní.

Dávkovací pufr

Při dávkování vzorků DNA do komůrek v agarozovém gelu je potřeba zajistit takové podmínky, aby DNA dále nedifundovala do okolního pufru. Proto je při dávkování přidáván dávkovací pufr s vyšší viskozitou, který stáhne molekuly DNA na dno komůrky. Současně je do pufru přidáváno malé množství barvy, která putuje gelem společně s fragmenty DNA a umožňuje vizuálně rozpoznat, kdy je třeba elektroforézu ukončit.

Orange G se pohybuje rychlostí přibližně 300 bp, bromphenol blue rychlostí 70 bp. Jakmile oranžový pruh doputuje zhruba 1cm od horního okraje gelu, je třeba elektroforézu vypnout a gel dát barvit.

příprava dávkovacího pufru:

0,25% Bromphenol blue

0,5% Orange G

15% Ficoll

Na elektromagnetické míchačce důkladně rozmíchat v malém množství TAE 1( a tímtéž doplnit na požadovaný objem. Barvička se skladuje při pokojové teplotě (v ledničce může ficoll rosolovatět  a drobné hrudky ucpávají špičky pipet).

Hmotnostní marker

100bp DNA Ladder dodávaný firmou BioLabs (500 (g/ml).

 Zásobní roztok je skladován v mrazu, pro účely dávkování je připraven roztok o složení:

15%  DNA Ladder

65%  deionizované vody

20% dávkovacího pufru

Tento roztok se připravuje v menším množství podle momentálních potřeb laboratoře  a je skladován v ledničce.

Dávkování 

Amplifikované vzorky DNA, které prošly cyklerem, lze krátkodobě skladovat v ledničce, po delší dobu (déle jak 1 den) je vhodné umístit je do mrazáku, aby nedošlo k degradaci DNA. Před vlastním dávkováním se nechají rozpustit při pokojové teplotě. Do každého vzorku DNA se přidává 5(l (není podmínkou, dávka se může dle potřeby zvýšit, či snížit) dávkovacího pufru. Tento se pomocí špičky důkladně promíchá se vzorkem a celý obsah mikrozkumavky se nadávkuje do komory vytvořené v gelu hřebenem. Dávkování se provádí přímo v elektroforéze, kde je gel zalitý pufrem TAE 1(. Na každý jednotlivý gel je třeba nadávkovat minimálně jedenkrát 10(l (rovněž není podmínkou lze přizpůsobit)roztoku hmotnostního markeru. Marker je z hlediska pozdějšího hodnocení nejlépe umístit doprostřed gelu. Jakmile jsou všechny vzorky nadávkovány, připojí se elektroforéza ke zdroji a nastaví se napětí 8V/cm. Jak již bylo řečeno, dělení fragmentů je ukončeno, jakmile oranžový pruh doputuje téměř ke konci gelu.

Barvení 

Gel se umístí do roztoku ethidium bromidu (pracovní koncentrace 1(g/ml). Toto barvivo je silně mutagenní, proto je od této chvíle třeba pracovat v rukavicích a dodržovat obecné zásady bezpečnosti práce s jedy. Gel se barví přibližně 15 – 20min, podle potřeby (barvení na třepačce je rychlejší), potom se gel přenese do vodní lázně, kde se po dobu půl hodiny i déle vymývá nadbytečné barvivo z gelu. Dostatečně nevymytý gel je na fotografii příliš červený a zvýšené pozadí způsobuje, že bandy na fotografii jsou málo zřetelné.

Vizualizace na transiluminátoru

Ethidium bromid vytváří s DNA komplex, který v ultafialové oblasti světelného spektra fluoreskuje. Ke zviditelnění se proto používá UV transiluminátor, který toto záření produkuje. Při práci s ním je nutné chránit se před účinky UV záření. Nad gel se umístí sklo a oči by měly být chráněny brýlemi nepropouštějícími toto záření. Fotografie jsou pořizovány digitální kamerou, která je umístěna na pevném stojanu nad transiluminátorem a ovládána počítačem pomocí programu Picture Works´ Photo Enhancer z vedlejší místnosti. Použitý digitální fotoaparát by měl mít možnost našroubování dodatkových filtrů na objektiv, v případě barvení ethidium bromidem by to měl být filtr červený. 

Snímky jsou transportovány z paměti kamery pomocí programu Kodak Picture Transfer na pevný disk a průběžně zálohovány na CD nosičích.

