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PROVEDENI POLYMERAZOVE RETEZOVE REAKCE (PCR)
POMOCI KITU TYPE-IT MICROSATELLITE PCR

1 Ugel a rozsah

Postup slouzi k zisk&ni amplifika¢nich fragmenti DNA, které se vyuZiji K identifikaci odrad
zemédélskych plodin pomoci analyzy mikrosatelita.

2  Princip

Polymerazova fetézova reakce (dale PCR) je metoda, pomoci které dochazi
k mnohonasobnému namnozeni (amplifikaci) vybraného Gseku DNA. Useky DNA, které
se maji namnozit, museji byt na zac¢atku i na konci oznaceny oligonukleotidy, tzv. primery.
Od prisedlych primerd probiha syntéza DNA. Samotnou syntézu provadi termostabilni DNA
polymeraza. Pii reakci je vyuzivano cyklickych zmén teplot, které umoznuji denaturaci DNA,
prisedani primera a syntézu DNA.

3  Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
Type-it Microsatellite PCR Kit (Qiagen)

1 Type-it Multiplex PCR Master Mix, 2x (dale Type — it).

2 RNase-Free voda.

DalSi poti‘ebné chemikalie nedodavané v ramci Kitd
3 Voda vhodna pro PCR.

4 Amplifikaéni primery F a R.

5 1 x TE pufr.

Ptiprava: Do 50 ml zkumavky se napipetuje 1 ml 100x Tris - EDTA buffer solutionTE
a ptrida se 99 ml vody (6). Toto mnozstvi se pak rozdéli do plastovych 2ml zkumavek.
Uchovéava se v lednici.

6  Voda (deonizovand, demineralizovana nebo (re)destilovand).
Dekontaminacni roztok pro oSetfeni ploch.
(0,5 - 1)% roztok chlornanu sodného.

Pfiprava: Do 1000ml odmérného valce se nalije 200 ml 5% roztoku chlornanu sodného
(dodava se komer¢né od ovéteného vyrobee) a doplni se vodou na objem 1000 ml.
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4 Piistroje a pomicky
1 PCR box.
2 Minishaker.
3 Vortex.
4 Termalni cyklér.
5 Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) pl a sterilni $picky s filtrem

i bez filtru.
Plastové sterilni zkumavky, 0,2 ml, 0,5 ml, 2 ml.
Vyrobnik ledu.

Lednice.
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Mrazici box a hlubokomrazici box.

10 Latexové rukavice bezpudrové, bunicita vata, stojanky na zkumavky, odpadni nadoby,
nadoba na uchovani ledu.

Sterilizace a dekontaminace se provadi podle charakteru materialu bud’ tepelné v susarné 1 h
pii (115 — 120) °C nebo chemicky (napt. dekontamina¢nim roztokem, (0,5-1)% chlornanem
sodnym, apod.).

5 Postup
5.1 Priprava amplifika¢nich primeru
5.1.1 Zasobni roztok primeru o koncentraci 100 uM

Do zkumavky s primerem v podobé prasku na dn¢ se piida 1 x TE (5) pufru nebo vody (3)
v mnoZstvi, které uvadi vyrobce. Jemnym pipetovanim se promicha. Tim se zisk& zé&sobni
roztok, ktery se rozpipetuje po 30 ul do zkumavek o objemu 0,5 ml. Zkumavky s primery
se zamrazi a uchovavaji v mrazicim boxu.

5.1.2 Pracovni roztok primeru o koncentraci 10 uM

Do jedné zkumavky zasobniho roztoku se piida devitinasobny objem pracovniho roztoku 1 x
TE (5) pufru nebo vody (3). Tim se ziska pracovni roztok. Rozdéli se po 15 ul a zamrazi se
a uchovava v mrazicim boxu.

Do reakéni smési PCR se pridavaji pracovni roztoky primert.
5.2 Polymerazova retézova reakce

PCR box se vysviti UV zafenim po dobu 30 min. Pfedméty v ném umisténé a jeho prostory
se dekontaminuji dekontamina¢nim roztokem (7). Pfipravi se pipety, sterilni Spicky s filtrem,
sterilni zkumavky, odpadni nddoba s vlozenym sackem, stojanky, apod.
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Stanovi se pocet reakci (tj. poCet vzorkli, beztemplatova kontrola — Bt a kontrola prosttedi -
ENV). Podle tabulky reakénich smési (Tabulka 1) se vypocitaji celkové objemy vsech
soucasti reakce. Je tfeba pocitat s1 — 2 reakcemi na 10 reakci navic jako rezervou
pro pipetovaci chybu. Jednotlivé reagencie se uchovavaji v mrazicim boxu, proto se musi
piredem rozmrazit, bud’ pii laboratorni teploté nebo v lednici. Rozpusténé obsahy zkumavek
se promichaji jejim ptevracenim nebo kratkym a jemnym vortexovanim a zcentrifuguji se
na minicentrifuze.

PCR sm¢s se pfipravuje na ledu.

Celkova reak¢éni smés se sterilné smicha v pofadi, v jakém jsou jeji slozky uvedeny v tabulce
(Tabulka 1). Reakéni smés se opatrné promicha (obraceni zkumavky, vortex) a rozdéli se
po 20 ul do piedem oznacenych sterilnich 0,1ml PCR zkumavek. Poté se do zkumavek piida
5 pl templatové DNA. Do beztemplatové kontroly a kontroly prostiedi se piid& voda vhodna
pro PCR. Pipetuje se v tomto pofadi: beztemplatova kontrola (Bt), vzorky a kontrola prostiedi
(ENV). Zkumavky se peclivé zavickuji, aby se zabranilo vypafovani smési béhem reakce
v termalnim cykleru. Zkumavka s kontrolou prostiedi se necha oteviend po celou dobu
pipetovani. Zkumavky se promichaji mirnym poklepem, zcentrifuguji se na minicentrifuze,
vlozi do termalniho cykleru a zahji se prislusna PCR amplifikace. Po skonCeni prace se opét
dekontaminuji PCR box i pracovni pomucky dekontaminaénim roztokem (7) a vysviti se
UV zarenim po dobu 30 min.

Tabulka 1. SloZeni reakéni smési.

Slozka 1 reakce (pl)
PCR voda (2 nebo 3) 55
Type-it Multiplex PCR Master Mix, 2% (1) 12,5
Primer F (4) 1
Primer R (4) 1
Templat 5

Objem amplifika¢niho kitu Type — it (1) je neménny, tj. 12,5 pl. Objemy templatové DNA,
primert (4) a vody (2 nebo 3) se mohou ménit za ucelem dosazeni optimalniho pribéhu
reakce, pfi¢emz voda (2 nebo 3) pouze dopliuje reakci na celkovy objem reakéni smési 25 pl.
Produkty amplifikace se nasledné¢ vyhodnoti pomoci fragmentové analyzy. viz postup
10258.1 Kapilarni elektroforéza pro stanoveni GMO metodou PCR.
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