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ELEKTROFOREZA HLIZOVYCH PROTEINU BRAMBOR —
PRAVOST ODRUDY

1 Ulel a rozsah
Postup specifikuje podminky pro separaci bilkovin hliz brambor jako genetickych markert
za ucelem identifikace a prokazani pravosti odridy.

2 Princip

Bilkoviny se extrahuji z bramborovych hliz a v extraktu se separuji zénovou vertikdlni
dvourozmérnou elektroforézou v polyakrylamidovém gelu na zakladé mobility, kterad
je definovana velikosti a strukturou jednotlivych bilkovinnych molekul. Slozeni a poloha
bilkovinného komplexu ve formé pii¢nych pruht (bandl) na elektroforetickém zaznamu
je pfitom charakteristicka pro kazdou odriidu. Pravost odriidy Ize urcit porovnanim zdznamu
realného vzorku se zdznamem referen¢niho vzorku.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie Cistoty vhodné pro elektroforézu nebo molekularni biologii, pokud
neni uvedeno jinak.

Voda deionizovana, demineralizovana nebo destilovana.
Amidocerni 10B.

Sifi¢itan sodny p.a., Na:SOs.

Disifi¢itan sodny p.a., NaxS>0s.

Sacharo6za p.a.
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Extrakéni roztoky.

Extrak¢ni roztok A.

Ptiprava: Ve 100ml odmérné barice se ve vodé (1) rozpusti 5,0 g sifi¢itanu sodného
(3) a 3,75 g disificitanu sodného (4), promiché a doplni po znacku vodou (1). Roztok
1ze skladovat pii 6 °C.

Extrak¢ni roztok B.

Ptiprava: Ve 1000ml odmérné baiice se v odpovidajicim mnozstvi vody (1) rozpusti
500 g sacharozy (5) a 0,3 g amidocCerni 10B (2), promicha se a doplni po znacku
vodou (1). Roztok 1ze skladovat pii 6 °C.

Extrakéni roztok C.
Ptiprava: 10 ml extrakéniho roztoku A se smichd se 100 ml extrakéniho roztoku B
Extrakéni roztok C se pripravuje denné Cerstvy.
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Akrylamid, roztok 40%. Je vysoce toxicky, doddva se komercné.
Bisakrylamid, roztok 2%. Je vysoce toxicky, doddva se komercné.

Persiran amonny, APS, roztok 2%.
Ptiprava: 0,2 g persiranu amonného se rozpusti v 10 ml vody (1). Roztok se ptipravuje
denng Cerstvy.

TRIS, C4H11NO:s.
Bromfenolovéa modf.
Sacharoza.

Glycin.

Pufr na délici gel.
Ptiprava: V 1000ml bafice se ve vodé (1) rozpusti 75,4 g TRIS (10), promiché a doplni
vodou (1) po znacku. Pomoci HCI se pH upravi na 8,9.

Pufr na zaosttrovaci gel.

Ptiprava: V 1000ml baiice se ve vodé (1) rozpusti 16 g TRIS (10), 100 mg
bromfenolové modii (11), promicha se a doplni vodou (10) po znacku. Pomoci HCI
se pH upravi na 6,7.

Zaosttovaci gel.
Ptiprava: V bafice se smicha 280 ml pufru na zaostiovaci gel (15), 45 ml akrylamidu
(7), 73 ml bisakrylamidu (8), 150 ml vody (1), 80 g sacharézy (12).

Ethanol, roztok 10%.
Ptiprava: Do 100ml banky se odméfi 10 ml ethanolu a doplni vodou (1) po znacku.

Elektrodovy puft.
Ptiprava: V 1000ml baiice se ve vodé (1) rozpusti 5,2 g TRIS (10), 3,5 g glycinu (13),
promicha se a doplni po znacku vodou (1).

TEMED, CsH6Na.

Coomassie Br. Blue G 250, AppliChem, Darmstadt.
Coomassie Br. Blue R 250, AppliChem, Darmstadt.
Ledova kyselina octova, CH;COOH.

Methanol p.a.

Trichloroctova kyselina, TCA, C3HCI30,.

Glycerin, roztok 2%.
Ptiprava: Do 1000ml baniky se odméti 20 ml glycerinu a doplni vodou (1) po znacku.
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26 Zasobni barvici roztok.

Ptiprava: Ve 100ml bance se ve vodé (1) rozpusti 0,25 g Coomassie Br. Blue G 250
(20) a 0,75 g Coomassie Br. Blue R 250 (21), micha se alespon 1 h a pak se doplni
vodou (1) po znacku. Pred pouzitim se roztok dikladné protiepe.

27 Barvici roztok pro patatiny.
Ptiprava: 240 g TCA (24) se rozpusti v 280 ml ledové kyseliny octové (22), 3300 ml
vody (1), 600 ml methanolu (23), 100 ml zasobniho barviciho roztoku (26).

4 Pristroje a pomiicky

—_—

Vertikalni elektroforeticky piistroj pro 2 gely s chladicim termostatem (kryostat)
a prislusenstvim

2 Odsttedivka laboratorni, 3000 ot/min.

3 Mraznicka s dosazitelnymi teplotami —20 °C a nize.

4 Napétovy zdroj s kapacitou minimalné¢ 400 V a 150 mV.
5 Kyvaci tiepacka s platformou.

6 Zatizeni na odlévani geld.

7 Analytické vahy.

5 Pracovni postup

Analyzuji se bud’ Cerstvé hlizy nebo hlizy uchovavané nejdéle pil roku v chladu, Iépe ale
zamrazené na teplotu nizs$i nez —21 °C. Také je mozné vyextrahovat z hliz hlizovou §tavu
a zamrazit ji pfi teplot¢ —21 °C nebo niz8i. ZamraZenou hlizovou §t'avu lze uchovat nejdéle
1 rok.

5.1  Piiprava extrakta proteint

Hlizy brambor 1 se slupkou se omyji, oplachnou destilovanou vodou a osusi. Poté se nechaji
minimalné pii —20 °C promrazit (nejmén€ 16 h) a pak pii pokojové teploté roztat. Hlizy
se rozkroji a (4 — 5) ml hlizové §t'avy se tlakem vymacka do zkumavek, pfi¢emz St'ava z jedné
hlizy se separuje v jedné zkumavce. Ze zkumavky se do centrifugacni zkumavky odeberou
3,0 ml hlizové $tavy, které se smichaji s 0,8 ml extrakéniho roztoku C (6). Centrifuguje
se 15 min pti 3000 ot/min pii 10 °C. Pak se supernatant rozdéli do dvou mikrozkumavek
se Sroubovacim uzavérem, oznaci, zamrazi a uchovava pfi —21 °C a niZe nejdéle 1 rok.
Pred pocatkem vlastniho elektroforetického stanoveni se extrakty rozmrazi pfi laboratorni
teploté.
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5.2  Priprava gelu pro PAGE pH 8,9 pro patatiny

V zafizeni na odlévani gelli se sestavi suché a Cisté gelové kazety. Pro lepsi separaci
bilkovinnych molekul a dobrou ostrost jednotlivych bilkovinnych pruha je vhodnéjsi pouzit
diskontinudlni pufrovy systém s odliSnym gelovym a elektrodovym pufrem, kdy je gel
rozdélen na uzky pés tzv. zaostfovaciho (stacking) gelu a $irsi pas tzv. separacniho (resolving)
gelu.

Priprava déliciho gelu

Do zatizeni na odlévani geld se postupné za pomalého michédni ptfidava 30 ml pufru na délici
gel (14), 7 ml vody (1), 7 ml akrylamidu (7) a 6,5 ml bisakrylamidu (8). Pak se ptida 50 pl
TEMED (19) a 3 ml APS (9), ¢imz se nastartuje polymerace.

Gely se peclivé odlévaji tak, aby se netvofily bublinky vzduchu a polymerace probihala
alespoit 15 min pii laboratorni teploté. Gelové kazety nesméji byt zcela naplnény, aby byl
prostor pro 14mm vrstvu zaostiovaciho gelu. Povrch gelu se opatrné pievrstvi roztokem
ethanolu (17) pomoci injekéni stiikacky. Po skonéeni polymerace (asi po 30 min) se povrch
gelu omyje vodou (1) a osusi filtra¢nim papirem.

Piiprava zaostiovaciho gelu
Do zatizeni na odlévani geli se postupné¢ za pomalého michani ptidava roztok — 15 ml
zaostfovaciho gelu (16), 60 ul TEMED (19) a 375 pl APS (9).

Gely se peclivé naliji tak, aby se netvofily vzduchové bublinky, vlozi se hiebeny pro tvorbu
jamek. Polymerace probihd alespoil 15 min. Potom se hiebeny opatrné vyjmou a jamky v gelu
se promyji a naplni elektrodovym pufrem (18).

5.3  Elektroforeticka separace

Pro elektroforézu patatinli se do kazdé jamky nanasi asi 6 pl extraktu. Soucasné se nanese
kontrolni vzorek o zndmém poctu a poloze jednotlivych bandi reprezentujicich
charakteristické odridové bilkovinné komplexy.

Podminky pro PAGE pH 8,9 pro patatiny: Elektroforéza probiha v prostfedi elektrodového
pufru (18) pfi teploté (5 — 15) °C pii proudu pro 2 gely 80 mA (priichod zaostfovacim gelem)
asi 20 min a poté pii proudu 160 mA asi 50 min. Napéti dosahuje max. 300 V. Migraéni
vzdalenost je 6 cm od rozhrani geld.

5.4  Barveni geli

Gely z PAGE pH 8,9 se oznaci, napft. odfiznutim rizku gelu, u kazdého se oddé€li zaostrovaci
gel a pfenesou se do barvici misky naplnéné 300 ml barviciho roztoku pro patatiny (27).
Inkubuji se 3 h na kyvaci tiepacce. Gely se ponechaji v barvici lazni ptes noc bez tfepani.

Pro odbarveni se gely pfenesou do misky s pitnou vodou a inkubuji se na kyvaci tfepacce 2 x
30 min. Dale se inkubuji 30 min na tfepacce v roztoku glycerinu (25). Poté se gely susi mezi
dvéma vrstvami celofanu namoceného v roztoku glycerinu (25).
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6 Vypocet a vyjadieni vysledki

Vysledkem analyzy je zaznam charakteristicky pro kazdou odrtdu, tzv. elektroforegram.

Na elektroforegramu jsou sloupce s pfi€nymi, rizné Sirokymi pruhy (bandy), které odpovidaji
bilkovinnym komplextim charakteristickym pro danou odridu. Kazdy sloupec reprezentuje
jednu hlizu vzorku dané odrady.

Poloha jednotlivych pficnych pruht (bandii) na jednotlivych sloupcich elektroforegramu
se definuje tzv. REM (relative mobility) jako pomér vzdalenosti pasu od startu k celkové
vzdalenosti od startu do cile analyzy. Kazdy band ma tedy svoji charakteristickou REM, ktera
ho identifikuje. Poloha a pocet téchto bandii jsou specifické pro kazdou odridu (viz.
elektroforegram, obr. 1).

Elektroforegram se po digitalizaci dokumenta¢nim zafizenim (CCD kamera) pienese
do elektroforetického vyhodnocovaciho software, kde se zpracuje. S vyuZitim kontrolniho
vzorku s pevné danymi hodnotami REM se identifikuji jednotlivé bandy a jejich poloha.
Elektroforegram kazdé odriidy ma tak k jednotlivym bandim pfifazeny ptislusné hodnoty
REM urcujici jejich polohu. Z takto zpracovanych elektroforetickych zaznami se vytvori
databaze, kterd umoziiuje porovnani s elektroforegramem realného vzorku. Tim se urci
pravost odridy nebo, je-li vzorek nezndmy, odriida se identifikuje.

Obr. 1. Ukazka elektroforegramu. Postranni a prostiedni sloupce jsou referencni vzorek
(kalibrator). Je patrna odliSnost v poftu a umisténi priénych pruhi
na zbyvajicich sloupcich realného vzorku.
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