Ukol &. I
Identifikace transgennich rostlin

Arabidopsis thaliana
Agrobacterium tumefaciens
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Metody identifikace transgennich rostlin
1) Selekce na médiu s antibiotikem —
kanamyecin,

Gen NPT (neomycin phosphotransferase)

2) Polymerazova retézova reakce

3) Southernova hybridizace



Southernova hybridizace a pocet inzertu
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Selekce na médiu s antibiotikem

Postup

Material:
Kontrola Wassilevskaja
transformované linie - RJG, ER4

1. Priprava selek¢niho média s antibiotikem a bez
antibiotika (kanamycin)

2. Sterilizace semen, metodika

3. Vysev na misky

4. Vyhodnoceni kliénich rostlin KanR, Kan®

5. Vyhodnoceni poctu inzertu KanR : Kan®

6. Presazeni rostlin KanR, diikaz PCR



Vyhodnoceni poctu inzertu

Rezistence ke kanamycinu je dominantni znak

1.

linzert 3:1 KanR®:Kan®
2inzerty 15:1
3 inzerty 63 :1

Jak se zmeéni stépné pomery, jestlize 2 a vice
inzertu je ve vazbe?

Uréeni poctu inzertu u testovanych inzercnich
inil.

Presazeni rostlin a identifikace inzertu PCR.




PCR pro NPT
Postup

Polymerazova retézova reakce

Primery pro NPT

5" CCCGCTCAGAAGAAGAACTCGTCAY
5" TGGCTGCTATTGGGCGAAGTG 3

Program pro amplifikaci genu NPT
(94°C 45s, 60°C 45s, 72°C 60s) 35x%




Slozeni reakéni smeési

d H,0O 5,6 nl

dNTP 0,25 200 uM
5x PCR pufr 2,0

Primer-1 0,5

Primer-2 0,5

Go Tag-polymeraza 0,15 0,75U
Rostlinna DNA 1.0

10,0
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