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ABToHoMHi генетичнi елементи бактерiй:
бактерiофаги, плазмИи i транспозони

Тема: Лiзtлс як сmраmееiя розваmку бакmерiофаzа Т7 Escherichia coli.
Морфолоziя i сmрукпrура ДНК фаzа Т7

1-й deHb
Приготування нiчноi к\-Jьт}рп Е. coliBE

Xid робоmu. Бактерiilпьною культурою Е. coli ВЕ^ яка виросла на твердому
МПА, iнокулюемо 3 мл МПБ. Iнкубу-сlrо 8 - 12 годин при 37"С.

2-й deHb
Титрування фага Т7

Xid робqmц ,
Нiчну культуру Е. coli ВЕ розводи}Iо 1:50. .1rя цьt]го :о З мл МПБ

дода€мо 60 мкJI нiчноТ культури. Iнкубl-сlrо ] г..lttнll прII 37"С до
концентрацiТ 2х 1 08 кл/мл.

Титрування бактерiофага Т'7 здiЙснюсrtt-l \1зто_]t-t\I cepiirHrrx
десятикратних розведень. Для цього з BII\i_]Htr.. i]_Iт.rкз фага Т7
вiдбираемо l00 мкл фаголiзата i вносимо }, 9С)0 rIb-: .-lерIi.lьного МПБ.
Отримуемо перше десятикратне розведеннrI. _]е сг.:1чь BrticTr, фагових
часток складае l0-1 вiдносно вихiдного фаго--liзатз. э кг],тнiсть розведення
10'.
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l

2

+100 мкл

фаголiзата

+100 мкл

розведення
l0|

+100 мкл
розведеншI

102

+100 мкл
розведення

l0з

+l(ю шл
розведеЕЕа

104

Новим накiнечником вiдбирасмо 100 мкл з отрII\lаного першого

розведення i вносимо у 900 мкл стерильного I\4ПБ. OTplrrtvcrto друге
десятикратне розведення, KpaTHicTb розведення фаго--liзата в якому складас
102 вiдносно вихiдного фаголiзата i т.д. У наступнi 900 ltн б1,--lьону дода€мо
100 мкл попереднього розведення. Готусмо таки\I чIIно\,I 5 розведень.
Наприкiнцi yci розведення будуть мати об'ем по 900 мкл, а останн€
l000 мкл. РозведеннrI зберiгаемо у холодильнику.
З. Фаговi розведення висiвасмо методом двошарових агарових чашок.

Для цього стовпчик з м'яким МПА (BMicT агара 0,5%) об'смом 5 мл
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розтоплюемо на водянiй банi (воду доводимо до кипiння). Охолоджусмо
водяну баню зi стовпчиком до 55'С.
4. В охолоджений стовпчик з м'яким МПА додасмо 500 мкл двогодинноТ

культури E,coli ВЕ i 100 мкл фагового розведення, трохи збовryемо i
акуратно виливас}Iо на чашку з шаром твердого МПА (BMicT агара 1,5Оh).

Щаемо застигнyтII прII кiмнатнiй температурi.
5. !вошаровi чашшr iнкубуемо 18 - 20 годин при 37ОС.
6. Готl,сltо нiчнr KyJbTypy E.coli ВЕ (див. Щень 1)

3-tt 0ень

Титрування фага Т7(продовженriя)
T1,ITp фагових часток пiдрахову€мо за формулою

1: (nim) х R, де
Т - титр фага;
n - кiлькiсть негативних колонiй;
m- об'см суспензiТ, що висiвасться на чашку, в мл - 0,005мл
R - KpaTHicTb розведеннrI.

Препаративне отримання фага Т7 методом злитного лiзису
Пiдходящим розведенням фаголiзата для накопичення фагових часток у

препаративних кiлькостях будет те розведення, яке дае злитний лiзис при
висiваннi його на чашку з чутливою культурою. Злитний лiзис утворюсться
тодi, коли фаговi бляшки розташовуються щiльно одна до одноi по усiй
поверхнi агарового шару. При цьому можуть бути помiтними межi бляшок,
zLпе культура чутливоТ бактерii у газонi вiдсутня.
Xid робоmu
1. Готуемо двогодинну культуру E.coli ВЕ (див. Щень 2,п.I).
2. Пiсля пiдрощування культури висiваемо на чашки розведеннr{ фага, яке дае
злитний лiзис методом двошарових агарових чашок (див. .Щень 2, п.2,З,4)
3. Гоryсмо нiчну культуру E.coli ВЕ (див. Щень 1)

J-й deHb

Концентрування часток фага Т7 методом ПЕГ-преципiтацii (процедура
Ямамото)

xid робоmu
1. Чашку, Петрi зi злитним лiзисом чутливоi культури зitпивасмо l0 мл МПБ i

шпате--Iе\r !ригальского знiмаемо шар верхнього агара у стерильну колбу.
2.До суспензii.]о.]ас\Iо приблизно 1 мл хлороформа.
З. Агар розбива€мо на rrагнiтнiй мiшалцi лри 4 "С 1,5-2 години.
4. Отриману суспензiю чентрифугусмо 45 хвилин при 5000 об./хв, при

+l0" с.
5. Пiсля центрифугування надосадову рiдину зливаемо у стерильну колбу, а

осад повторно вiдмиваемо половинним об'емом МПБ. Супернатант пiсля



вiдмивання з'еднусмо з попереднiм та зберiгасмо при +4ОС. Стерилiзуемо
хлороформом.

Процещра Ямамото
1. У стерильний пенiцилiновий флакон переносимо 5 мл отриманого

фаголизата.
2. До нього дода€мо |0 % полiетиленглiколя (ПЕГ) 6 000 - 500мг, зzIJIишаемо

у холодильнику для розчинення.
З. Пiсля розчинення ПЕГ додаемо 292 мr NaCl. Кiнцева концентрацiя NaCl

може скJIадати вiд 1 до 0,5 М. Залишаемо у холодильнику на нiч.

5-й dень

Концентрування часток фага Т7 методом ПЕГ-преципiтацii
(продовження)

1. Щентрифугуемо 5 мл фаголiзата 15 хвилин при 5 000 об./хв.
2. Осад ресуспендуемо в 0,5 мл буфера длrя концентруваннrI наступного

скJIаду: 10 мМ трис НС1, рН 7,5, 50 мМ NaCl.
3. Отриману суспензiю переносимо у пробiрку Епендорфа i додаемо 0,3 мл

хлороформа. Струшуемо приблизно 5 хвилин.
4. Щентрифугусмо 5 хвилин при 11 000 об./хв на мiкроцентрифузi ELMI.
5. Супернатант переносимо у стерильну пробiрку Епендорфа i додасмо 200

мкл хлороформа. Струшуемо 5 хвилин.
16. Щентрифугуемо 5 хвилин при 11 000 об./хв на мiкроцентрифузi ELMI.
17. Супернатант (фаголiзат) вiдбира€мо у стерильну пробiрку Епендорфа i

зберiгаемо у холодильнику при * 4 "С,

Видiлення ЩНК фага Т7
При роботi з !НК обов'язковими € рукавичкlt i rtacKa

xid робоmu
1.500 мкл фаголiзата переносимо у стерильну пробiркr Епен:орфа.
2. Щодасмо у наступнiй послiдовностi:
75 мкл прон€lзи В (1 мг/мл)
12,5 мкл 20 % SDS (кiнцева концентрацiя 0,8 %).
3. Iнкубусмо 10 хвилин в ультратермостатi при 60"С (зага-rьний об'см сумiшi

587,5 мкл).
5. !одасмо у наступнiй послiдовностi:
5 мкл Na2E!TA 0,25 М (кiнцева концентрацiя 0,002 N4)

60 мкл ацетата натрiя З М (кiнцева концентрацiя 0,З I\4).

500 мкл фенола рН7,6
6. Акуратно змiшуемо.
7. Щентрифугуемо 5 хвилин при 11 000 об./хв на мiкрочентрифузi.
8. Верхню водну фuзу переносимо у стерильну пробiрку Епендорфа. На

iнтерфазi мас осiсти денатурований бiлок.
9. Додаемо 2 об'сми перегнаного спирту.
10. Преципiтуемо при - 20'С вiд 20 хвилин до 1 доби.

б



11. Вiдмиваемо 4 рази у спиртi вiд фенола. Для цього осаджу€мо
преципiтовану ДНК 5 хвилин при 11 000 об./хв на мiкроцентрифузi.
Акуратно зливаемо спирт i переверта€мо пробiрку Епендорфа на

фiльтрув альний папiр для пiдсушуваншI на 2-5 хвилин.
|2. Щодаемо 500 мкл перегнаного спирта.
13. Осаджу€мо 5 хвилин при 11 000 об./хв на мiкроцентрифузi i так само ще

три рази. Критерiем <вiдмитоi> ДНК с вiдсутнiсть запаха фенола з

пробiрки.
|4. Пiсля цього просушусмо .ЩНК 20 хвилин, перевернувши пробiрку на

фiльтрувальний папiр.
15. Додасмо 200 мкJI стерильноТ дистильованоТ води i залишасмо пробiрку в

холодильнику на 15 хвилин - 3 години.
16. Щля зберiгання у водний розчин ДНК додасмd трис НС1, рН '7,5 до

кiнцевоТ концентрацii l0 мМ. ДНК зберiгають у холодильнику.

6-й deHb

Рестрикцiйний аналiз ДНК фага Т7

Загальний об'ем реакцiйноi сумiшi повинен складати 20 мкл.
Xid робоmu

1. У стерильнi пробiрки Еппендорфа або мiкропланшет вносимо 16 мкл
стерильноi дистильованоi води.

2. !одасмо 2 мкл вiдповiдного буферу для рестриктази.
3. !одаемо 1 мкл фаговоi ДНК.
4. ,.Щодасмо 1 мкл рестриктази.
5. Iнкубусмо 1 ,5-2 rодини при 37 "С.
6. Щодаемо 4 мкл стоп-буферу.

Зразок у такому виглядi можна зберiгати при - 20'С.
7. Зразок об'смом l0 мкл вносимо в лунку 1О% агарозного геля. Електрофорез

здiйснюемо в трис-фосфатному буферi, рН 7,9.

П i d z о mу в ан ня ел екmр о ф ор еmuчн oi' калл ерu
Готусмо 7Yо аrарозниЙ гель на трис-фосфатному буферi. .Щля цього 1 г

агарози розчишIемо в 95 мл дистильованоТ води. Сумiш нагрiваемо на
водянiй банi, а потiм доводимо до кипiння на плитцi. Пiсля повного
розчинення агарози додаемо 5 мл 20-кратного трис-фосфатного буферу,

рН 7,9. 
ъ

Трuс-фосфаmнuй буфrр х20, рН 7,9,:
0,7 I\4 трис,
0,8 М NaH2POa,
0,02 М Nа2ЕЩТА.

l
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Формусмо гель, камеру заповню€мо однократним трис-фосфатним буфером i
перевiряемо наявнiсть струму.

Вносимо зразки в лунки. U:40-60 V, довжина геля 6-10 см.

Тема: Лiзоzенiя як сmраmеziя розваmку помiрнах бакmерiофаziв.
Темпераmурна iнdукtцiя профаzа Р1. Лiзоzенiзацiя клimан

шmаму Е. coli С600 полtiрнtlм бакmерiофаzом Р1. Ваdiпення
плазмidноzо профаzа Р1

1-й deHb
Пригоryвання нiчноi культурп Е. coli C600(Plts)

Xid робоmu.
,Щобову окрему колонiю лiзогена Е. coli C600(Plts) iнокулюсмо в 3 мл МПА

Iнкубусмо 8-12 годин при 28 ОС.

2-й deHb
Температурна iндукцiя лiзогена Е. coli Сб00(Рlts)

xid робоmu
1. Нiчну культуру лiзогена Е, coli C600(Plts) розводимо l:50. lля цього

до 3 мл МПБ дода€мо 60 мкл нiчноТ культури лiзогена. Iнкубусмо 2-З
години при 28'С.

2. Пiдрощену культуру переносимо наЗ'7 ОС на нiч.
3. Готуемо нiчную культуру Е. coli С600 (див.l-й день)

3-й deHb
Одержання фаголiзату Р1. Лiзогенiзацiя ч\тJIлвоi к1,"rьтури

Xid робоmu
1. Нiчну культуру Е. coli С600 розводимо 1:50. Дrя цього в 3 мл МПБ
додаемо 60 мкл нiчноi культури. Iнкубуемо 1,5 го.]I1нII при 3 7 ОС

2. .Що культури лiзогена Е. coli C600(Plts), яка знахо.]илась нiч при З7 "С,
додасмо 50 - 100 мкл хлороформу. Струшуе^,Iо 5-10 хв при при 37 ОС для
остаточного лiзису клiтин.
З. Вiдбирасмо 1 - 1,5 мл лiзату в пробiрку Еппен:орфа.
4. Щентрифугуемо 1-2 хв в мiкроцентрифузi ELIV{I прlr 11000 обlхв для
осадження клiтинного детриту.
5. Вiдбираемо бiля 1 мл супернатанту без oca.]J-, який явля€ собою
фаголiзат Р1.
6. Готуемо газон чутливоТ культури двошарови}1 NIетодом. Для цього
стовпчик з м'яким МПА (BMicT агару 0,5%) об'емол,t 5 мл розтоплюемо на
водянiй банi. Охолоджу€мо до 55 'С. В охолоджений стовпчик додаемо 500
мкл 1,5-годинноТ культури E.coli С600, струшусмо i обережно наносимо на
чашку з шаром твердого МПА (BMicT агару |,5О/о). Охолоджуемо при
кiмнатнiй температурi.
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6. Фаголiзат Р1 наносимо на застиглий газон E.coli С600 краIшями по 5 -
10 мкл.
7. Iнкубуемо 8 - 12 часов при 28 ОС. Якщо краплi не пiдсохли, чашку не
переверта€мо.

4-й deHb
Одержання лiзогенних клiтин по фагу Р1

Xid робоmu
1. Знiмаемо шар верхнъого агару iз зон лiзису, якi утворилися на газонi Е. coli
С600, i переносимо його в 3 мл МПБ. Iнкубуемо при 28 'С двi години з

iнтенсивним помiшуванням, або 5-7 годин без помiшування.
2. Клiтини, якi проросли, висiва€мо на МПА з хлорамфенiколом (20 мкг/мл)

для одержання окремих колонiй. Iнкубусмо 8 - 12 гбд при 28'С.
З. Готуемо нiчну культуру Е. coli С600 (ди". 1-й день).

5-й deHb
Перевiрка клонiв на лiзогеннiсть

Xid робощц
1. Готусмо 1,5-годинну iндикаторну культуру Е. coli С600 (див. 3-й день,

п.1) i потiм - двошарову чашку з МПА з цiею культурою (див. 3-й день,
п.6).

2. OKpeMi колонii, якi виросли на МПА з хлорамфенiколом, стерильними
переколками переколюемо на двi наступнi чашки:

J\Ъl - матрична чашкq МПА
J\Ъ2 - тест-чашка с газоном Д. coli С600.
Одну й ту ж саму колонiю переколюемо на Bci чашки однiею переколкою.

Порядок переколювання на чашки обов'язковий.
З. Чашку Nэl (матричну) iнкубуемо при 28О С, а чашку Nч2 (з газоном

чутливоi культури) - при З'7 "С 8 - 12 год.

6-й deHb
Видiлення плазмiдного профага Р1

Лiзогенний клон вiдбирасться за наступними критерiями:
- росте на МПА з хлорамфенiколом (20 мкг/мл) при 28 'С;
- утворюе зону лiзиса навкруги своеi колонiТ на газонi iндикаторноТ культури

Е, coli Сб00 при 37 ОС.

Щжерелом бiомаси лiзогенних клiтин для видiлення плазмiдного профагу
слугуе

матрична чашка J\Гs1. Якщо вiдiбрана колонiя сягас в дiаметру 4-5 мм, то вона
одразу може бути використана для видiлення плазмiдного профага Р1. В
iншому випадку, вiдiбраний клон необхiдно вiдсiяти додатково.

Видiлення плазмiдного профага здiйснюсться за стандартною
методикою (див. нижче).

9?,
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Тема : Трансформаt4iя бакmерiальн ах юtimuн

1-й deHb

Xid робоmu
Знiмають окрему бактерiальну колонiю реципiснтного штаму Е. coli з чашкI

з LВ-агаром, яка iнкубувалась при З7 "С 1,6-24 год, i переносять в 5 м.;

рiдкого середовища LB. Iнкубують нiч rryи З7 ОС та сильнiй аерацii (20(

обlхв на круговому шейкерi) .

2-й deHb. Оdерuсання компеmенmншх клiЙuн Е. coli з вакорасmаннял
x,l ор асmоzо каJtь|4iю mа'ix mранс ф ормацiя

Xid рqбо!цц
1. 1 мл нiчноТ культури реципiснтного штаму розводять у 100 разil
рiдким середовищем LB i iнкубують при З7 "С та сильнiй аерацii 2 rод,
2. Культуру переносять у стерильнi охолодженi центрифужнi пробiрки
охолоджують до 0ОС на крижанiй банi 10 хв.
3. Клiтини осаджують центрифугуванням при 4300 g, 5 хв при 4 ОС.

4. Зливають надосад i перевертають пробiрку на 1 хв дJuI повногi
зтiкання.
5. Ресуспендують клiтинний осад в 1 мл крижаного 0,1 М CaClz
обережним струшуванням. Iнкубують на крижанiй банi 30 хв.
6, Осаджують клiтини центрифугуванням при 4300 в, 5 хв при 4 О(

зливають надосад i перевертають пробiрку (як в пп..3, 4)
'7. Ресуспендують осад в крижаному 0,1 М СаС12 (з розрахунку 2 N

хлористого к€tльцiю на 50 мл вихiдного об'ема культури). До використанI
суспензiю рекомендусться зitлишити при 4ОС на 1 год. При такiй температу
ii можна зберiгати до 48 год, €Lпе вже пiсля 24 год зберiгання ефективнiс
трансформацii буле падати. Суспензiю клiтин також можна розлити
алiквоти i зберiгати при - 70 "С.
8. Охолодженою стерильною насадкою переносять 200 мкл суспеЕ
компетентних клiтин у стерильний еппендорф. Щодають надспiралiзова
плазмiдну ДНК, але на бiльше 50 нг в об'емi не бiльше 10 мкл. Обереж
перемiшують i 30 хв iнкубують на крижанiй банi.
Конmроль - компетентнi клiтини, до яких не додавалась плазмiдна ЩНК.
9. Пробiрки переносять на 90 сек на водяну баню з температурою 42
Пробiрки не струшують!
10. Швидко переносять пробiрки назад на крижану баню i iнкубують 2 х
11. Щодаютъ до кожноi пробiрки 800 мкл LВ-середовища. Для iнду
експресii маркера стiйкостi до антибiотика, який кодусться плазмiд
iнкубують пробiрки 45 хв при 37 ОС.
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12. Переносять 100 \ILl трансфорrrованлtх ьriтин на чашки з агаризованим
LВ-сереrовище]\I, шо rticTtrTb вifповiдний антибiотик. PiBHoMipHo розтирають
шпателем tригальського. Щають пiдсохнути при кiмнатнiй температурi.
13. Iнкубують при З7 'С. КолонiТ трансформантiв можна побачити через
12-16 год.
|4. Для видiлення плазмiдноi ЩНК використовують метод Кадо i Лiо (д"в.
нижче).

Тема: Ексmракцiя плазIиiDноi ДНК за лrеmоDом Kado i Лiо

xid робоmu
1. Бiомаса клiтин ресуспендуеться в 100 мкJI буфера Е,. Розмiр окремоТ

колонii повинен складати 4-6 мм.
2. До суспензii додають подвiйний об'ем (200 мкл) лiзуючого буферу Кадо.

Сумiш iнкубують при 60 "С 45 хв.
3.До лiзаry додають подвiйний об'см сумiшi кислого фенолу i хлороформу

(l:1). Обережно змiшують та центрифугують при 11000 обlхв. 5 хв.
Сумiш повторно обережно струшуютъ i повторюють центрифуryвання.

4. Супернатант з пл.вмiдною ДНК вiдбирають у чисту пробiрку, н€
захоплюючи осад на iнтерфазi. Зберiгають при *4 ОС.

5. Одержанi зразки аналiзують за допомогою гель-електрофорезу (0,9О/о

агарози в буферi Е), при U:40-60 V i довжинi агарозного геля б-10 см.
Перед внесенням в гель, зразки забарвлюють стоп-буфером для
рестрикцii (див. рестрикцiйний аналiз ДНК фага Т7).

Лiзуючuй буф"р Каdо dля вudiлення плазмidноi'!НК:
На 100 мл дистильованоi HzO: Tris - 605 мг; SDS - 3 г; 2N NaOH - 3 мл.

Профiльтрувати.
Буф"р Ех]:
40 мМ Трис-Ацетат, рН7,9
2мМ Nа2ЕЩТА

Готують 20-кратний буфер, який використовують для пригоryвання
агарози, одно-

кратного буфера для електрофорезу, видiлення плазмiд.
0,9О% zель аzарозu:
дистильованоi Hz О - 190 мл, агароза - 1,8 г. Агарозу розчиня€мо на водянiй

банi, додаемо
10 мл буфера Ех2 i доводимо до кипiння на плитцi.

Гелъ формусмо з агарози, охолодженоТ до 55 ОС. Камеру заповнюсмо
буфером Ех1. t

,.Щля вiзуалiзацii результатiв електрофоретичного роздiлення агарозний гель
фарбусмо розчином бромiду етидiю (1 мкг/мл) впродовж 20 хв. Пiсля цього
гель вiдмиваемо вiд зайвого барвника в дистильованiй водi 20 хв.

l
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Виявлення генетпчних послiдовностей методом
полiмеразноi ланцюговоi pelaкItii (ПЛР)

1-й deHb

Структура ПЛР-лабораторii
Основною умовою успiшноТ роботи ПЛР-лабораторiТ € вiдсутнiстl

контамiнацii обладнання, поверхонъ i реактивiв молекулами ДНК. }
примiщеннi, де працюють з ЩНК або РНК, фрагменти молекул даних кисло:
можуть знаходитися у повiтрi у вигJuIдi аерозолiв, якi утворюються прI

розбризкуваннi, а також на поверхнях столiв, приборiв. Потрапляння ДНК
мiшенi або амплiконiв у реактиви призводить до хибно-позитивни)

результатiв ПЛР.
Через загрозу контамiнацii ПЛР-лабораторiю подiляють на три блоки -

пре-ПЛР блок, ПЛР-блок i пост-ПЛР блок. Цi ,р" помещення забезпечен
УФ-лампами.

У пре-ПЛР блоцi здiйснюють пробопiдготовку зразкiв. У даномI
примiщеннi знаходяться ламiнарнi бокси для розливання реактивiв
видiлення ДНК. У пре-ПЛР блоцi також знаходиться холодильник дл
збереження реактивiв. Ще так звана "чиста" зона ПЛР-лабораторii. У "чистiй
зонi працюють у окремих хчLпатах, якi перевдягають у передбокснику,
змiнному взуттi, у гумових рукавичках, якi не виносятъ у iншi зони ПЛI
лабораторii. У ПЛР-блоцi знаходиться амплiфiкатор. Пост-ПЛР бло
представляе собою примiщеннrl для проведення електрофореза. Ще так зваг
"забруднена зона" лабораторii. ДНК, яка амплiфiкуеться пiд час ПЛР
великiй кiлькостi, знаходитъся у буферi для електрофорезу, на накiнечника,
на внутрiшнiй поверхнi кришечок епендорфiв, на дозаторах, на оде)
спiвробiтника тощо. Необхiдним перед заходженням до пост-ПЛР блоку
перевдягання хаJIату i взуття, змiна гумових рукавичок.

Правила роботи та TexHiKa безпеки у ПЛР-лабораторii: Yci eTaI
постановки ПЛР у лабораторiТ повиннi проводитисяу одному напрямку: в

"чистоТ" зони до "забрудненоi". Hi в якому разi не можна переноси
обладнання або предмети iз "забрудненоi"'зони у "чисту".

Таким чином, HaBiTb якщо на рiзних етапах проведення П-
використовуються однi й тiж caMi реактиви, необхiдно, щоб у окрем
блоках знаходилися рiзнi упаковки, якi б не виносилися за межi бло
лабораторiТ.
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Першuй еmап пidzоmування зразку dля ваявлення фimопаmоzену

Rhizobiam vitis Jиеmоdом IIЛР

L



Бажано, щоб на етапах пiдготування зразкiв i на етапi електрофорезу
працювaли рiзнi спiвробiтники.

Стерильностi необхiдно дотримуватися лише на етапi роботи з

дослiдним матерiалом та з культурою мiкроорганiзмiв. Реактиви для
проведення ПЛР не е стерильними, однак пiд час роботи з ними слiд бути
дуже уважним, щоб не допустити потрапляння до пробiрок з реактивами
пилу, у тому числi - таJIьку з гумових рукавичок, зайвих речовин (кожний

раз при роботi з дозатором потрiбно користуватися новим накiнечником,
який ще не бу" у використаннi), ДНК та РНК мiкроорганiзмiв. IЦоб уникнути
цього, епендорфи з реактивами для ПЛР вiдкривають на якомога менший
TepMiH у стерильному боксi. Реактиви зберiгають при 18 О - 20"С у
холодильнику, а перед роботою зzlлишають вiдтанути IIа льоду при кiмнатнiй
температурi. Працюють з такими реактивами якомога швидше i одразу ж
пiсля роботи помiщають до холодильника.

На етапi аналiзу продуктiв ПЛР важливими е правила безпеки роботи з
бромистим етидiем, який використову€ться у якостi фарбника для
нуклеТнових кислот. Необхiдно уникати потрапляння бромистого етидiю у
розчинi або порошку у дихальнi шляхи, на шкiру i слизовi оболонки.
Бромистий етидiй - канцероген.

Щiагностика бактерiального раку винограду методом полiмеразноi
ланцюговоi реакцiТ

На багатьох дводолъних рослинах можна спостерiгати xapaKTepHi
пухлини, якi с

наслiдком розростання тканин. Пухлини заважають нормaльному вiдтоку
води та метаболiтiв. Ураженi рослини вiдстають у pocTi, врожайнiсть в них
зменшусться, i зрештою хвороба може призвести до загибелi рослини.
Найбiльш уражу€мими видами е вино|рад, троянди, хризантеми, персик,
яблуня.

Збудником бактерiального раку винограду е Rhizobium vitis, ранiше
вiдомий як ДgrоЬасtеrium vitis. Пухлини, якi спричиняються цим
фiтопатогеном, мають yci ознаки тваринних злоякiсних пухлин.

Щля проведеннrI дiагностики булемо застосовувати метод так званоТ
бiо-ПЛР, який передбачас попереднс видiлення патогена на живильнi
середовища i видiлення ДНК вже з iзольованих штамiв мiкроорганiзмiв.
Метод бiо-ПЛР дозволяе уникнути впливу iнгiбiторiв ПЛР, якi можуть
мiститися у зрiвку, i збiльшити кiлькiсть клiтин, що аналiзуються.

Щля аналiзу вiдбирають лозу з рослиt{, в яких € симптоми, подiбнi
добактерiального

раку, або - з вiзуально здорових рослин.

Полiмеразна ланцюгова реакцiя (ПЛР) це реплiкацiя певного
фрагмента !НК iп vitro. Щля кожного виду мiкроорганiзмiв характерна
наявнiсть специфiчних послiдовностей генома, властивих саме цьому виду.
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Виявляючи наявнiсть таких послiдовностей, ми можемо визначити, до якого
виду вiдноситъся видiлений штам, чи е BiH патогенним або Hi.

Yci патогеннi штами R. vitis несутъ велику Тi-плазмiду, вiдповiдальну
за здатнiсть штама спричиняти захворювання. У непатогенних штамiв такоi
плазмiди не мае. Щля того, щоб вiдрiзнити патогеннi i непатогеннi штами
даного виду, достатньо за допомогою ретельно пiдiбраних праймерiв виявити
специфiчнi дiлянки Тi-плазмiди. Ми будемо виrIвляти за допомогою
модифiкованоТ методики !ж. Хаас (1995 piK) дiлянки генiв ipt та yirD2,
xapaкTepHi для патогенних штамiв R. yitis.

Видiлення ЩНК з дослiдних культур рiзобiй

Щля проведення ПЛР необхiдно першим чином видiлити ДНК штаму,
який дослiджусться, i ДНК контрольних штамiв. IcHye багато методiв
видiлення ДНК. У нашому випадку ми застосовуемо метод теплового лiзису
культури, оскiльки якiсть ДНК, яка видiляеться цим нескладним i швидким
методом HaBiTb без етапiв очищеннrI е достатньою для постановки ПЛР за
даною методикою. Метод теплового лiзису поJuIга€ у прогрiваннi
бактерiальноТ суспензiТ при високiй температурi (95"С), внаслiдок чого
клiтини руйнуються, i ДНК виходить у розчин. Потiм суспензiю
центрифугують, уламки клiтин осiдають на дно, i надосадова рiдина мiстить
ДНК, необхiдну для дослiдженrrя.

Практичне завдання 1. Видiлити ДНК з дослiджуваних штамiв
збудникiв бактерiального раку дводольних, пересiяних на картопляний
агар. ,.Щля цього:

а) у пiдписанi за н€}звою штама пластиковi епендорфи внести по 225 м'Kll
дейонiзованоТ води;

б) за допомогою бактпетлi перенести бактерiалъну бiомасу у епендорфи з

водою з таким розрахунком, щоб концентрацiя бактерiальних клiтин у
отриманiй суспензii склала б 108 кл/мл (змiшати суспензiю у BopTeKci);

в) до отриманоТ суспензiТ бактерiальних клiтин додати 25 мкл розчину,
якиЙ мiстить |0 % Тритона Х-100 i 2,5 О/о азида натрiю; перемiшати у
вортекс1,

г) суспензiю прогрiти l0 хвилин при 95"С;

д) прогрiту суспензiю центрифугувати 5 хвилин при 5700 g.

Приготування реакцiйноi сумiшi для проведення ПЛР
КонцентрацiТ компонентiв реакцiйноТ сумiшi ретельно пiдбираються

таким чином, щоб отримати максимilJIьну кiлькiсть амплiконiв заданоТ

довжини i у той самий час уникнути утворення неспецифiчних продуктiв
амплiфiкацii, якi ускладнюють iнтерпретацiю результатiв ПЛР. Так,
недостатня кiлькiсть одиниць Таq-полiмерази i мала концентрацiя йонiв
магнiю може призвести до утворення недостатнъоТ кiлькостi продуктiв
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ПЛР. Навпаки, пiдвищена кiлькiсть йонiв магнiю призводить до
зменшення специфiчностi реакцii: KpiM специфiчних амплiконiв на
гелевiй платiвцi можна побачити фрагменти !НК рiзноманiтноТ довжини,
якi утворилися внаслiдок неспецифiчного вiдпалrу. Позбавитися
неспецифiчних амплiконiв зазвичай можна, зменшуючи концентрацiю
йонiв магнiю. Специфiчнiсть реакцiТ при цьому збiльшу€ться, але врожай
амплiконiв зменшу€ться, тому треба добре пiдiбрати оптимilлъну
концентрацiю йонiв для достатньоi вiзуалiзацii амплiконiв.

У наведенiй методицi ПЛР застосовуються наступнi пари праймерiв:
ipt (5'- GAT СG(G/С) GTC САА TG(C/T) TGT - 3' i 5' - GAT АТС САТ
CGA ТС(Т/С) СТТ - 3') або virD2 (5'- ATG ССС GAT CGA GСТ САА GT
- 3' i 5'- TCG ТСТ GGC TGA СТТ TCG ТСА ТАА - 3') Тi-плазмiди
патогенних штамiв R. vitis (Haas, 1995).

Практичне завдапня 2. Приготувати реакцiйну сумiш для проведення
ПЛР:

а) розморозити реактиви на льоду при кiмнатнiй темпераryрi;

б) внести у епендорфи для проведення ПЛР на '75 мкJI необхiднi
компоненти у таких кiлькостях (наведенi кiлькостi на одну реакцiю у
об'емi 20 мкл):

. 5,8 мкл дейонiзованоТ води;
о 4 мкл 5х ПЛР буфера ("АмплиСенс", Росiя);
о 2,0 мкл 2 мМ дезоксинуклеозидтрифосфатiв (200мкМ);
. 1,0 мкл кожного iз пари 10 мМ праймерiв (0,5 мкМ);
о 0,8 мкл 50 мм Mg*o (2 мМ Мg**);
. 0,4 мкл Таq-полiмерази, 5 одlмкл (2 ол).
Yci реагенти фiрми "АмплиСенс", Росiя.

Компоненти перемiшати 3-5 секунд на BopTeKci;

Епендорфи з реакцiйною сумiшю пiдписати i у кожний внести по 5 мкл
дослiджуваного зразку (надосадова рiдина з ДНК штаму). Перемiшати
накiнечником дозатора;

Нашарувати готову реакцiйну сумiш зi зразком ЩНК 30 мiкролiтрами
мiнерального масла дJuI проведення ПЛР (обережно, не змiшуючи масло з
iншими компонентами сумiшi);
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Амплiфiкацiя
Пракгичне завданя 3. Провести амплiфiкацiю фрагменту ДНК штамiв

1. Поставити епендорфи у амплiфiкатор i задати вiдповiдну програму.
2. Пiсля закiнчення амплiфiкацii епендорфи помiстити у холодильник пр

- 20"С до дня проведення електрофорезу.

ДНК бактерiй амплiфiкують з даними праймерами шляхом чергуванн
1 хвилини денатурацii при 94"С, 1 хвилини вiдпалу uри 52'С, 1 хвилин.
елонгацiТ rлри72"С, i кiлькiстъ таких циклiв дорiвнюс 40 (у першому цикл
час денатурацiТ збiльшено до 3 хвилин, а у останньому циклi час елонгацj
збiльшено до 7 хвилин). Вiдповiдну програму задають амплiфiкаторовi.

2-й deHb .

Облiк результатiв ПЛР: електрофорез в агарозному гелi

1. Провести електрофорез продуктiв амплiфiкацiТ:
а) приготувати |,5 О^ агарозний гель;

б) пiсля застигання гелевоТ платiвки внести у певному порядку )
лунки дослiднi зрiвки i зразки позитивного i негативного контролiв. }
зошитi занотувати схему роташування зразкiв;

в) у окрему лунку по центру або зкраю платiвки внести Mapкer
молекулярноТ ваги;

г) провести електрофорез при силi струму 50 мА.

2. Провести облiк результатiв ПЛР за наявнiстю або вiдсутнiсттс
амплiконiв заданого розмiру.

Облiк результатiв кJIасичноi ПЛР проводять за допомогок
електрофорезу в агарозному гелi. Спецiальний буфер для електрофорезу -
зазвичай ТБЕ (трисборатний) може мiстити у собi бромистий етидiй, абс
ж бромистим етидiсм фарбують гелеву платiвку окремо, пiсля завершення
електрофорезу. ,Щля електрофорезу фрагментiв !НК - амплiконiв ПЛР - 1
нашому випадку слiд приготувати 1,5 Оh агарозний гель.

Розмiр амплiконiв становить 42-/ п.о. у разi пари праймерiв дс
послiдовностi ipt i 224 rl.о. для пари праймерiв до послiдовностi virD2
Фрагменти амплiфiкованоТ ДНК меншого або бiльшого розмiру (

неспецифiчними амплiконами.

ДНК негативно заряджена, вона р)D(а€ться у бiк позитивнс
зарядженого електроду, тому лунки для внесеншI зразкiв слiд

розташовувати бiля негативного електроду.
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Результати ПЛР оцiнюють, порiвнюючи розмiр амплiконiв з розмiром
MapKepiB молекулярноi ваги. Електрофореграму фотографують за
допомогою фотоапарату або вiдеокамери. Результати вносять у зошит за
схемою:

}lЪ лунки

Nч зразка

Результат
плр*

* - РеЗультат ПЛР у наптому випадку, коли треба виявити факт
присутностi патогена у зрiвку, оцiнюють як "*" або "-". Ще якiсна реакцiя.
Iнколи треба виявити концентрацiю ДНК у аfuплiконi, яка вказу€ на
первинну кiлькiсть патогена у зразку. Тодi виявляють також кiлькiснi
характеристики реакцiТ.
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