Instrukcja ¢wiczen ,Biologia molekularna” dla III roku Analityki Medycznej

GrUPA..ccereereerernssnsseesesssessssanssssssssnass Wroctaw,

Imie i nazwisko studenta: Imie i nazwisko prowadzacego:

Cwiczenienr7i8
»ldentyfikacja organizmow modyfikowanych genetycznie”
cz.1- izolacja DNA z zywnosci i PCR

cz.2- elektroforeza fragmentéw PCR i interpretacja wynikow.

cz.1- izolacja DNA z zywnosci i PCR

Zadanie 1. Izolacja DNA z produktow spoZywczych (soja, kotlety sojowe, mqgka
kukurydziana, kaszka kukurydziana, ptatki kukurydziane, kakao), zestaw Genomic
mini AX Food.

Przygotuj 100 mg materiatu, w zaleznosci od rodzaju wybranego materiatu uzyj mozdzierza.
Maksymalnie 100mg rozdrobnionego materiatu pochodzenia rosdlinnego umiesci¢ w
probdéwkach 2ml.

3. Doda¢ po 1.5ml zawiesiny lizujgcego roztworu Proteinazy K.

4. Catos¢ wymieszac i inkubowac przez 30 min w temp. 50°C. Probdwki nalezy miesza¢ od czasu
do czasu przez odwracanie.

5. Po inkubacji prébki intensywnie worteksowaé przez 15s, a nastepnie wirowa¢ 5 min przy
10 000-14 000 RPM.

6. W trakcie wirowania przygotowac¢ kolumny umieszczone w probdwkach 15ml i nanie$¢ po
800 pl roztworu réwnowazgcego K1. Poczekaé az roztwdr wyptynie z kolumn.

7. Po wirowaniu pobraé supernatant i nanie$¢ go na zréwnowazone uprzednio kolumny (na dnie
powinien znajdowac sie zwarty osad stanowigcy mieszanine niezlizowanego materiatu oraz
drobinek pochodzacych z mieszaniny lizujgcej) . Poczekaé az lizat przejdzie przez kolumny
(kolumna pracuje grawitacyjnie).

8. Ptukaé¢ kolumny przez dodanie po 1.5 ml roztworu ptuczgcego K2. Poczekaé az roztwor
wyptynie z kolumny.

9. Powtdrzy¢ ptukanie przez ponowne naniesienie na kolumne po 1,5 ml roztworu ptuczacego
K2. Poczeka¢ az roztwor wyptynie z kolumny.
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10. Dodac¢ 250 ul roztworu elucyjnego K3 (ten krok ma na celu zmniejszenie objetosci eluatu gdyz
martwa objetos¢ kolumny wynosi 250 pl).

11. Przenie$¢ kolumny do 2ml probdwek do precypitacji (kolumna z zestawu, z zeberkami do
umieszczenia probdéwki). Eluowaé DNA przez dodanie do kolumn po 1ml roztworu elucyjnego
K3.

12. Do eluatéow zawierajagcych DNA dodac¢ 800 upl mieszaniny percypitacyjnej PM, wymieszac i
wirowac 10 min przy 10 000 RPM.

13. Ostroznie usungc supernatant i doda¢ do probdwek do precypitacji 500 pl 70% etanolu.

(Uwaga: na dnie probéwki stracajacej powinien by¢ widoczny jasnoniebieski osad DNA) Wymieszac
prébki i wirowac przez 3 minuty przy 10000 obr./min.

14. Ostroznie usung¢ supernatant i osuszyé na powietrzu osad DNA przez 5 minut w pozycji ,,do
goéry nogami” w probdwkach do strgcania w temperaturze pokojowe;j.

15. Wyizolowane DNA rozpusci¢ w 50 pl sterylnej wody wolnej od nukleaz albo Tris buffer (10 mM,
pH 8.5 )albo buforze TE.

16.

Zadanie 2. Przygotowanie reakcji PCR

1. Przygotuj mieszanine reakcyjng w sterylnych opisanych probdéwkach o pojemnosci 0,2 ml ze
starterami namnazajgcymi promotor 35S CaMV wirusa mozaiki kalafiora (silny promotor
obecny w wiekszosci roslin transgenicznych

2. Przygotuj roztwory zgodnie z informacjami zamieszczonymi w tabeli ponizej.

odczynnik Stezenie Objetosé/ 45 pl NC
koncowe (kontrola negatywna)

Woda - oblicz pl oblicz

Bufor dla polimerazy 10x stezony 1x 1ul 1ul

Starter FOR (5 uM) 0,25 uM 0,5 ul 0,5 ul

Starter REV (5uM) 0,25 uM 0.5 ul 0.5 ul
Mieszanina dNTP (2mM) 0,2mM 1l 1l

DNA 1l -
Polimeraza 0,5U/ pl 0,25 0,5 ul 0,5 pl
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Program reakcji PCR:

Krok | Temp. [°C] Czas
trwania
1 94 5 min
2 94 30s
3 54 30s
4 72 30s
5 Do kroku 2-29 razy
6 72 3 min
7 10
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Cz. 2 - elektroforeza fragmentow PCR i interpretacja wynikow, zadania

Zadanie 3. Elektroforeza

Elektroforeza uzyskanych fragmentéw DNA prowadzone jest w 1% Zzelu agarozowym
z dodatkiem Midori Green Advanced DNA Stain (4 pl/100ml) w buforze TAE (40mM octan, Tris,
1 mM EDTA pH 8). Prébki DNA wymiesza¢ z odpowiednig iloScig 6x stezonego buforu
obcigzajgcego i natozy¢ na zel. Do jednej ze studziennej natozy¢ marker masy. Elektroforeze
prowadzi¢ przy napieciu 75V przez 45 min. Obserwowac uktad prazkéw pod transiluminatorem
i zinterpretowac wyniki.

Narysuj obserwowany obraz prgzkow:

Zadania do opracowania:

1) Wymien jakimi technikami mozna przeprowadzi¢ transfekcje w celu dokonania modyfikacji
BENELYCZNYCR & oottt et st e e s b s as e ete et st s
2) Jaki jest cel modyfikacji genetycznych? Wymien co najmniej 4 przykfady.
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