Test for the presence of a pathogen 
in a wash water potato by PCR

Protocol


Odebraný vzorek vody z mytí brambor jsme použili k naočkování na LB (Luria-Bertani) médium.

Následující kroky budeme provádět s koloniemi izolovanými následně z tohoto média. 
Extrakce DNA 
1.1. Napipetujte 50μL sterilní destilované vody do sterilní mikrozkumavky (P1).
1.2. Kalibrovaným 1μL sterilním očkem odeberte bakteriální kolonii.
1.3. Rozmíchejte ji v mikrozkumavce (P1). 

! Pečlivě ! Suspenze musí být homogenní!
1.4. Vložte mikrozkumavku (P1) na 1 minutu do vodní lázně při 100°C.
1.5. Vložte mikrozkumavku (P1) do odstředivky.
1.6. Odstřeďujte mikrozkumavku (P1) po dobu 5 minut při 4500 otáček/min.
1.7. Vyjměte zkumavku a přeneste supernatant s DNA do další sterilní zkumavky (P2).
2. Příprava směsi pro PCR (M)
2.1. Do sterilní mikrozkumavky odměřte :

· 90 µL sterilní destilované vody
· 50 µL pufru 10X
· 28 µL MgCl2 25mM

· 28 µL dNTP 0,2µM

· 4 µL Taq polymerázy
2.2. Pokud v PCR nepokračujete tentýž den, musíte zkumavku zmrazit. 
2.3. Když ji budete chtít použít, krátce prohřejte a nechte na chvíli odstředit.
! Směs pro PCR je již připravena !

3. Množení (amplifikace) DNA
3.1. Do mikrozkumavky (A) pro PCR napipetujte 10µL roztoku DNA z mikrozkumavky (P2).
3.2. Přidejte 20µL PCR směsi (M).
3.3. Přidejte 10µL obou primerů  metkRPECTO a metkFPECTO nebo 16SR a 16SF.
Je možné použít oba páry primerů současně. Objemy primerů jsou potom 5μL.
3.4. Krátce odstřeďte mikrozkumavku(A).

3.5. Vložte mikrozkumavku (A) do termocykleru. Poznamenejte si její umístění.
3.6. Proveďte dvě kontroly – zopakujte kroky 3.1. až 3.5., DNA roztok (P2) nahraďte:
· Vodou pro negativní kontrolu (C-)

· Roztokem DNA  Pectobacterium atro-septicum pro pozitivní kontrolu (C+)

3.7. Nastavte termocykler : 
· 96°C, 5min

· 40 cyklů : 
· 94°C, 30s 
· 58°C, 30s 
· 72°C, 50s

· 72°C 5min

· skladování při 4°C

3.8. Spusťte amplifikaci.

4. Elektroforéza DNA fragmentů 
4.1. Do tří sterilních mikrozkumavek (E1, E2, E3) odměřte 10μL roztoku PCR(A, C-, C +).

4.2. Přidejte 2μL nanášecího pufru (X) a promíchejte.
4.3. Z elektroforézního gelu odstraňte ochrannou fólii.
4.4. Vypláchněte jamky demineralizovanou vodou. Gelovou kazetu nakloňte, přebytečnou vodu přelijte k okraji kazety a jemně vysušte. 
4.5. Do první jamky naneste 5 µL testovaného roztoku E1.

4.6. Do dalších dvou jamek naneste po 5 µL kontrolních roztoků E2 a E3.

4.7. Do čtvrté jamky naneste 5µL roztoku  molekulárních markerů (W)
! Jeden elektroforézní gel budou používat  3 skupiny (12 jamek) !
4.8. Na 10 min spusťte elektroforézu při  220V.
4.9. Jakmile první proužek molekulárního markeru dorazí na konec gelu, vypněte zdroj.
5. Analyzujte vaše výsledky
