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Undersokning av vaxternas
evolution

Mangfaldigande av kloroplast-DNA med
hjalp av PCR (Polymeras Chain Reaction)

Syfte

Eleverna skall mangfaldiga ungefar 400 baspar av DNA
fran kloroplastgenomet fran nagra olika véxter. Med
hjalp av elektrofores av PCR-produkterna undersoks
eventuella evolutionara slaktskap.

Inledning och bakgrundsinformation

DNA fran kloroplaster

Genregioner ger en molekylar vdgledning av
evolutionen

En revolution i trédg8rden

1998 publicerade en internationell grupp med nastan
hundra vaxtforskare ett revolutionerande foérslag till
klassificering av véxter. Efter mer &n tva arhundraden
med klassificering av véxter pd grundval av deras
utseende, bérjade botanister gruppera blomvaxterna
efter likheter i deras genom, DNA.

Det nya systemet blev kontroversiellt, eftersom det gav
upphov till en del éverraskningar. Till exempel brukade
botanisterna betrakta den tropiska papayan som nara
besléktad med passionsblomman. Enligt DNA-resultaten
visade sig emellertid papayan vara en "kusin” till kal,
och vidare ar rosor narmare besléktade med ndasslor an
man tidigare hade trott. Ett resultat av denna forskning
har blivit en omklassificering av vaxterna i botaniska
tradgdrdar varlden 6ver - ett botaniskt “Ar Noll”.

Projektet att omklassificera vaxterna leddes av Mark
Chase vid de kungliga botaniska

tradgardarna i London (Royal Botanical _
Gardens, Kew) tillsammans med tva , 1,/*
kollegor: Kare Bremer vid Uppsala W‘T

universitet i Sverige och Peter Stevens,
som da var vid Havarduniversitetet i USA. Arbetet har
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DNA-analyser ger stod for att den
tropiska papayan (Carica papaya) ar
ndra slakt med den oansenliga
k8lplantan

Angiospermfylogenigruppen
jémférde gener som kodar for en
stor subenhet av enzymet ribulos-
bifosfat-karboxylas/oxygenas
(Rubisco). Modellen visar de §tta
stora och §tta sm& subenheterna
som Rubisco &r uppbyggd av.
Enzymet behévs fér att f8nga in kol
i fotosyntesen och genen fér den
stora subenheten, kodnamn rbcl,
hittar man i kloroplast DNA.
Variationer i denna gens DNA-
sekvens gjorde att forskarna i APG-
gruppen foreslog ett nytt

“familjetréad” for angiospermerna.
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tagit flera ar att slutféra. De tre forskarna kom att
kallas "The Angiosperm Phylogeny Group” (APG-
gruppen). De indelade varldens blomvaxter i 462
familjer. Fem &r senare minskades detta antal till 457
pa grundval av forbattrade molekyldra data och
datoranalyser.

Molekyldra metoder

I slutet av 1700-talet gjorde den svenske naturvetaren
Carl von Linné ett forsok att klassificera vaxterna
systematiskt. Sedan dess har botanister grupperat
vaxterna i olika familjer grundat p3 likheter i deras
utseende och i vissa strukturer — antal kronblad, form
och placering av bladen, kérlsystemen, fron och s
vidare.

Traditionell klassificering gav en
ungefarlig bild av evolutionara
slaktskap, men eftersom det naturliga
urvalet ofta resulterar i I6sningar som
liknar varandra pa grund av livsmiljdernas inverkan,
blev forstdelsen av den verkliga sldktskapen ofta inte
mer &n gissningar. Nu, nar vi har tillgang till
molekylarbiologiska metoder, kan en riktigare bild ges.

En viktig uppgift ar att identifiera DNA-sekvenser, som
varierar mellan olika arter. Men genregioner som &r
alltfor variabla avsléjar inte de genetiska likheter som
behdvs for att skapa ett familjetrad. M8nga genregioner
har en relativt langsam férandringshastighet och &r
darfor [ampliga for studier om vaxtevolution, men
dessa regioner &r ofta sallsynta och svara att arbeta
med. Lyckligtvis innehaller kloroplasterna sitt eget stora
forrad av DNA, vilket &r idealiskt fér evolutionara
studier.

Kloroplaster har DNA

Strax efter aterupptackten av Mendels lagar omkring
1900, bérjade man se ovantade monster i vaxternas
nedarvning. Dessa observationer antydde att vaxterna
kanske hade andra gener an de som fanns i
kromosomerna. Det var emellertid inte férréan 1962
som man fick fram klara bevis pa att kloroplasterna
inneholl ett eget DNA.

Det finns mellan 10 och 100 kloroplaster i varje cell hos
gréna vaxter, och varje kloroplast innehller 50 till 100
kopior av kloroplast-DNA (cpDNA). Totalt innehaller
kloroplasterna 10-20% av vaxternas DNA. Liksom i
plasmider och mitokondrier ar kloroplasternas DNA
cirkulart: vanligen bildar det en ring med en ldngd pa
omkring 120 000-150 000 baspar (120-150 kilobaser,
eller kb), som utgér koder fér omkring 80 proteiner.
Sekvensen i cpDNA hos manga véxtarter har nu tagits
fram.
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Inre strukturen hos en kloroplast, som visar ett ringformat DNA.

Hos de flesta arter arvs
cpDNA via &ggcellen och
genomgar ingen
omkombination, vilket
begransar antalet
variationer. Emellertid
forekommer i cpDNA
insertioner (infoérda
nukleotider), deletioner
(uteslutna nukleotider)
och substitutioner
(utbytta nukleotider).

Hoégupplosande teknik
behdvs foér att upptacka
sma variationer inom en
vaxtart, men det ar fullt
mojligt att finna stora
variationer i cpDNA
mellan de storre
vaxtgrupperna aven med
enkel utrustning.

Kodande och icke kodande DNA

M&nga olika gener i cpDNA har utnyttjats av botanister
for att spara genetiska sldktskap mellan véaxter. APG-
gruppen anvande sig ursprungligen av Rubisco-gener,
rbcL. cpDNA innehaller d&ven gener som kodar fér en
uppsattning av olika transfer-RNA (tRNA). Gener for
tRNA foérandras inte ofta — de har faktiskt inte &ndrats
mycket under evolutionen. Man kan darfor finna
identiska sekvenser av nukleotider i cpDNA hos de
flesta hogre vaxter. Medan det finns identiska regioner i
kloroplasternas gener, kan omrdden mellan dessa
variera mycket. Sadana regioner har en hégre frekvens
av mutationer och uppvisar ratt hég grad av
evolutionar férandring. Man kan avsldja skillnader
mellan vaxtpopulationer som blivit genetiskt isolerade
under ndgon tid. Det ar dessa genetiska omraden som
skall undersdkas i denna laboration.

Jémférelse mellan olika coDNA

I denna laboration anvands en metod kallad
"Polymerase Chain Reaction” (PCR) fér att mangfaldiga
det variabla DNA som finns mellan de konservativa
tRNA-generna i kloroplasterna.

Med PCR-tekniken bildas miljoner DNA-kopior, vilka kan
goras synliga som band i en elektroforesgel. Tack vare
elektroforesen kan man jamfora langden pad variabelt
cpDNA fran olika vaxtarter. Den distans DNA rér sig i
gelen beror pa DNA-fragmentens langd: kortare
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Sammanfattning av protokollet

%

FTA®
Plant Card

Whatman®

A Samla DNA fr8n
fréscha, nyplockade
grona vaxter
B Rena upp provet

fragment vandrar langre an langa DNA-fragment i
samma gel.

Om DNA fran tva olika arter ror sig lika 18ngt i gelen &r
storleken pa fragmenten lika stora i bada arterna. Detta
kan innebdra att arterna ar genetiskt relativt lika och
darfor narbeslaktade. Arter som visar pa olika stora
fragment kan vara mindre narstdende. Tack vare dessa
resultat &r det mdjligt att fa fram troliga evolutionara
slaktskap.

Resultaten som man far i denna laboration &r relativt
osakra, eftersom endast en variabel region i DNA
underséks. Manga sddana regioner maste undersokas,
och aven andra tekniker som till exempel
sekvensbestamning av DNA maste utnyttjas, for att
man skall f& en béttre bild av evolutionéra sldktskap.

o

C M3&ngfaldiga den variabla regionen av kloroplast-DNA
med hjélp av PCR - anvand en PCR-apparat med tre olika
temperaturer instéllda eller tre vattenbad

D Separera de Beslédktade
méngfaldigade DNA- véxter har DNA-

fragmenten med hjélp av fragment av
gelelektrofores liknande storlek

www.bioscience-explained.org
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Utrustning och material

I féljande protokoll syftas pa NCBE s utrustning. Men
annan liknande utrustning kan lika garna anvandas.

Detta behovs till varje elev eller arbetsgrupp

Utrustning

Mortelstot

Halpipa for att skara ut 2 mm skivor
Mikropipetter for volymer mellan 0-100 pl
Pincett

Elektroforesutrustning féor DNA och lamplig
stromkalla

Skyddshandskar (for att skydda handerna fran DNA
farg

Flytande hallare fér mikrocentrifugrér, t.ex. liten
rektangel av skumplast med sma hal gjorda med t.
ex. en korkborr passande till eppendorfréren—- Dessa
ar bra for att halla réren pa banken eller nar de
flyter i ett vattenbad

Penna

Penna fér permanent markning p& eppendorfrér och
pa geltanken

PCR-maskin eller tre vattenbad med temperaturer
55, 72 och 94 °C

Material

Eppendorfror (1,5 ml)

Mikropipettspetsar

Whatman® FTA® véxtkort

FTA® reningsreagens (~350 ml per véxtprov)
TE-1 buffert (~350 ml per vaxtprov)

PCR pellet, t.ex. GE Healthcare “PuReTaq PCR
Ready-To-Go Beads” (1 per vaxtprov)

PCR primers och sterilt destillerat vatten, for varje
prov enligt féljande:

e 10 pl Primer 1: 5-CGAAATCGGTAGACGCTACG-3
(innehallande 5 pmol DNA per pl)

e 10 pl Primer 2: 5-GGGGATAGAGGGACTTGAAC-3
(innehdllande 5 pmol DNA per pl)

e ~6 ml destillerat vatten

1 kb DNA-stege (endast 1 per gel)
Bromfenolblatt (~ 2 pl per prov)
Elektrofores (TBE) buffert
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e Agarosgel (1,5%) som gors genom att I6sa
agarospulver i utspadd elektroforesbuffert

e Lamplig farg for DNA (t. ex. Azur A i 20% etanol)
Att vadlja vaxt

Valj noga ut de vaxtarter till
undersékning som kan forvantas ge
intressanta resultat

Genom att anvanda de tekniker som
beskrivs har, har vi lyckats mangfaldiga
DNA ur kloroplaster fran ett stort antal véxtarter. Bland
dessa finns manga arter som anvands som féda och
darfor kan hittas pa hyllorna hos stormarknader eller
grénsaksaffarer. Aven om anvanda primers fér PCR
fungerar for alger, levermossor, ormbunkar och icke-
blommande och blommande véxter, s& &r metoden for
extraktion enligt FTA® korten, som beskrivs hér, inte
sarskilt lampad for vaxter som tall eller kal, som har
starka och fiberrika blad som &r svara att krossa.

Vaxter som inte ar sarskilt narbesldktade ger vanligen
DNA-fragment som skiljer sig mest i storlek. Det skulle
till exempel vara intressant att jamfoéra orkidéer (som
nyligen utvecklats) med Ginkgo (som liknar vaxter som
hittats i 225 miljoner ar gamla fossil). En hjalp att valja
vaxtarter finns pa nétet i projektet Tree of Life:
http://www.tolweb.org/ och genom arbetet som gjorts
av Angiosperm Phylogeny Group
http/www.mobot.org/MOBOT/Research/APweb.

I vara (begrénsade) undersoékningar erhélls inga sékra
DNA-fragment fran kloroplaster med FTA® kort fran
foljande vaxter:

as o o .
raps eller smoérgaskrasse (skott fran Brassica napus
eller Lepidium sativum)

o kal och broccoli (bada tillhér samma art Brassica
oleracea)

e timjan (Thymus vulgaris) och basilika (Ocimum
basilicum)

e gurka (Cucumis sativus) och pumpa (Cucurbita
pepo) — men vi provade inte bladen.

www.bioscience-explained.org 6 Upphovsrétten tillhér forfattarna, 2007
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Utforandet av laborationen

Insamling av DNA fran vaxter

Vik bort omslaget pd FTA® véaxtkortet. Ta ett friskt
blad eller en bit av en véxt och placera det pa
kortet (Figur 1). Se till att védxtmaterialet inte
sticker ut utanfér en av de fyra rutorna, som finns
tryckta p§ kortet.

Vik tillbaks omslaget dver vaxtmaterialet och
anvand en mortelstét for att trycka sénder bladet
pa kortet sa att fuktigheten till slut trdnger genom
till kortets baksida (Figur 2). Férsék undvika att
provet sprids utanfér sin ruta, vilket kan férorena
prov i intilliggande rutor.

Slang bort véaxtmaterialet.

Skriv vaxtens namn pa FTA®-kortets omslag
ovanfér rutan du anvént (p@ “sample ID"rutan)
(Figur 3). Namnet skrivs pd omslaget efter
vaxtmaterialet har tryckts sénder pa kortet,
eftersom mortelstéten kan skrapa bort vad som
skrivits p& omslaget.

Med omslaget bortvikt far nu provet torka i
rumstemperatur i minst en timma (Figur 3).
Upphetta inte kortet eftersom detta kan innebdra
att PCR-hammare fastnar pa kortet.

N&r kortet torkat, kan det férvaras under I8ng tid
vid rumstemperatur i en férslutbar plastpdse med
torkmedel.

MOJLIGT STOPP I LABORATIONEN

Kommentarer

FTA®-kortet &r ett filtrerpapper impregnerat med
SDS, Tris/EDTA (TE)-buffert och urinsyra. SDS
ar ett tvattmedel som bryter sénder
vaxtcellerna. EDTA binds till metalljoner som
behdvs som en co-faktor till de enzymer som
bryter ner DNA. Detta hindrar alltsd DNA-
nedbrytande enzymer att verka. Tris (en svag
bas) behdvs sa att EDTA kan binda
metalljonerna. Urinsyran skyddar DNA fran att
brytas ner av fria radikaler.

7 Upphovsrétten tillhér forfattarna, 2007
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Figur 4.
Skéar ut sma skivor med hjélp av en
speciell "kniv”

FTA®
Plant Card

Whatman'

Figur 5.

Tryck ut skivan
fr&n "kniven”
med hjalp av en
plasttrad

| Figur 6a
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Upprening av DNA-provet

Placera en skarbréda under det torra FTA®-kortet
och stansa med hélpipan ut ett prov som skall
undersdkas, d v s inom ett gront klorofyllifargat
omrade. Rotera garna halpipan for att fa loss den
lilla pappersskivan (Figur 4). Fér att undvika
kontaminering (férorening) skall du inte ta provet
nédra kanten p§ din provruta utan gédrna
n8gonstans i mitten av rutan.

For éver den lilla provskivan i halpipan till ett
klart, farglést eppendorfror och tryck loss provet
med hjalp av plasttraden i kitet. Skriv
provvaxtens namn pa réret (Figur 5). Observera:
om halpipan skall anvdandas for ett andra
prov, maste du forst gora den ren genom att
ta ett prov pa en bit av kortet som saknar
vaxtmaterial. Slang sedan detta extra prov.
Proceduren ar avsedd att hindra
kontaminering av kommande prov.

Tillsatt 100 pl tvattreagens till roret med
provskivan (Figur 6a). Sug inte in védtska i
sjdlva pipetten.

Sténg roret. Knépp pa réret nagra ganger var
30:e sekund i 2 minuter for att tvatta skivan
(Figur 6b). Tvéttreagensen inneh8ller tviattmedel
som hjéalper till att skélja bort cellrester, inklusive
PCR-hdmmande dmnen fr8n provskivan.
Observera: om provskivan inte tvidttas
ordentligt kan PCR misslyckas.

Anvand samma pipettspets som i steg 3 for att
suga bort tvattreagensen ur eppendorfroret.
Forsok fa bort s& mycket av skummet som
majligt. Sug inte in vtska i sjélva pipetten.

Tvatta skivan igen genom att upprepa steg 3-5,
och anvand hela tiden samma pipettspets.

Tvatta skivan tva ganger i
"Purification reagent”

Tillsatt 100 pl
"Purification reagent”

Knapp pa roret sd att det
blandas

Hall ut vatskan

Figur 6b

Upprepa
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Anvénd nu en ny spets pa pipetten. Tillsatt 100 pl
TE-1 buffer i réret (Figur 7a). TE-1 ar en mycket
utspadd Tris-EDTA-buffert.

Stang till roret och knapp pa det som i steg 4.
Upprepa var 30:e sekund i 2 minuter (Figur 7b).
Detta tar bort tvattmedlet som fanns i
tvattreagensen fran FTA®-skivan.

Anvand samma pipettspets for att suga bort TE-1
buffert fran roret.

Tvatta provet igen genom att upprepa steg 7-9
med samma spets.

Tvatta skivan tva ganger i
TE-1 buffert

\\%/)

Y \“‘

/)— Tillsatt 100 pl TE-1 buffert
< ) Knapp pa roret sa att det
\ v blandas

§ - Hall ut vatskan

Upprepa
Figur 7b

Fortsatt med PCR, eller ...

...alternativt kan provskivan torkas i réret genom
uppvarmning till ~50 °C.

Du kan anvénda en h8rtork, ett element eller ett

vdrmesk8p for att skynda p8 processen, men
"koka” inte DNA i onédan.

Nar val provskivan ar torr, placera det stédngda
roret i en forslutbar plastpdse med torkmedel.

Provet kan forvaras i rumstemperatur tills det

behovs for vidare behandling

MOJLIGT STOPP I LABORATIONEN
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Figur 8

Undersdkning av eventuell férorening

Eftersom PCR &r sa kanslig, ar det viktigt

att undersdoka om det kan ha skett en

fororening med annat vaxt-DNA. Vid sidan av

det egentliga provet kan man ta ett nytt prov fran
en del av kortet d&r man inte har placerat nagot
vaxtmaterial. Denna provskiva skall behandlas pa
precis samma satt som provet. Detta test kommer
att visa om odnskat DNA har kontaminerat
halslaget och de prover som tagits med det. I
basta fall skall varje person som gér en PCR-
laboration géra detta prov, men eftersom
reagenserna ar dyra gors vanligen detta bara en
gang per klass eller grupp.

Tilldggas kan att vid verkliga tester, som ar viktiga,
bér man ocksd undersdka om PCR-reagenserna
kan ha blivit férorenade med DNA. Detta kan goéras
genom att s&tta upp en reaktion med de tva
primers och vatten men utan nadgon pappersskiva.
Man kan dock anta att alla reagenserna som har
anvands &r fria fran féroreningar, vilket gor att
denna test vanligtvis ar onddig.

Mangfaldigande av kloroplast-DNA

Anvand mikropipett forsedd med en oanvand
engdngsspets for varje reagens och tillsatt
foljande i ett 0,5 ml eppendorfror med en PCR-
pellet (Figur 8):

10 pl Primer 1 (innehdllande 5 pmol DNA per
pl) 5'-CGAAATCGGTAGACGCTACG - 3°

10 pl Primer 2 (innehdllande 5 pmol DNA per
pl) 5'- GGGGATAGAGGGACTTGAAC - 3’

4 pl destillerat vatten (tillsatt 6 yl om en torr
FTA®-skiva anvands)

o

PCR "bead” som innehaller
- Tag-polymeras
) ) - Buffer
Primer 1 Primer 2 Vatten - dNTP’s
4 or 6 pl - MgCl,

Primer 1: 5'-CGAAATCGGTAGACGCTACG-3'
Primer 2: 5'-GGGGATAGAGGGACTTGAAC-3'

www.bioscience-explained.org
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Figur 9.

Anvand en \
pincett for att o/
féra ner skivan “
med vaxt DNA

/

Figur 10.
Mark roret

Figur 11a.
PCR-apparat
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Se till att spetsen inte vidrér PCR-pellets. Om den
rér vid en pellet kan denna fastna p8 spetsen. Hll
i stéllet spetsen mot rorets insida ovanfér denna
pellet. D§ kommer en vétskedroppe att Idmnas
kvar p§ rérets sida. Vétskan rinner sedan ner mot
rérets botten och l6ser upp din PCR-pellet.

Sténg roret. Skaka roret forsiktigt sa att PCR-
pelleten I6ses upp i vatskan.

For att all vatska skall samlas pa rérets botten
kan du antingen knacka réret mot béanken eller
kdra roret en kort stund i en mikrocentrifug.

Med hjélp av en pincett placeras FTA®-skivan med
vaxt-DNA i réret med PCR-reagensen (Figur 9).
Viktigt: se till att skivan ligger helt nere i
vatskan.

Stang roéret och skriv vaxtens namn och dina
initialer p& locket (Figur 10).

Placera roret i PCR-apparaten dar andra i din
klass eller grupp ocksa placerat sina rér.

For att genomfdra den cykliska
temperaturvaxlingen anvander du PCR-apparaten
(Figur 11a) med tre olika temperaturer installda...

11 Upphovsrétten tillhdr férfattarna, 2007
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Figur 11b

Water bath
bibmidiooc

R
Y
30 sekunder “\‘94& 30 sekunder

Upprepa
dessa tre
steg 30
ganger

Om du anvander vattenbad

Var férsiktig s§ du inte brédnner dig p8 det heta vattnet. Fér att
hé8lla badet vid 94 °C kan det vara nédvéndigt att ticka 6ver
det med ett lock.

... eller tre vattenbad kan ocksd anvéndas (Figur
11b):

a. 94 °Ci 2 minuter
(vilket gor att provets DNA blir enkelstrangat)

b. 94 °C i 30 sekunder
c. 55 °C i 30 sekunder
d. 72 °C i 30 sekunder

Upprepa b-d 30 ganger

e. 72 °Ci 2 minuter (vilket gor att DNA-
fragmenten ar helt utstrackta)

Fortsatt med gelelektroforesen eller ...

...alternativt, placera réret med sitt mangfaldigade
DNA i -20 °C i ett frysskdp. Har kan det forvaras
tills du kan borja med gelelktroforesen vid ett
senare tillfalle.

MOJLIGT STOPP I LABORATIONEN
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Figur 12
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www.bioscience-explained.org

Gelelektrofores av DNA

Tillverkning av agarosgel

Anvand en mikrovagsugn eller ett vattenbad med
kokande vatten for att smalta en del agarosgel
(1,5% i TBE-buffert). Var noga med att inga
klumpar eller trédar finns kvar i den smalta
agarosen — man kan se detta genom att halla upp
karlet mot ljuset. Nar detta ar klart skall karlet
forslutas och placeras i vattenbad med en
temperatur pa 55-60 °C tills gelen skall anvéndas.

Placera elektroforestanken pa en horisontell yta,
dar du kan léamna den ostdérd under de narmaste
20-30 minuterna. Det &r viktigt med en helt
horisontell yta. Om den lutar blir gelen ojamnt
tjock och DNA-fragmenten kommer inte att réra
sig jamnt genom gelen.

Placera en 6-tandad "kam” i ena andan av tanken
(Figur 12). Var noga med att den frostade ytan
vetter mot tankens bortre anda (se Figur 12).

Hall ~12 ml av den smalta agarosen i tankens
centrala del s3 att denna fylls och gelen rinner
under och mellan "kammens” tander. Tillsatt just
sa mycket gel att den &r i nivd med tankens tva
upphéjda ryggar och sa att gelytan inte buktar
uppat (Figur12). Om du rdkar spilla agaros
utanfér de tva ryggarna, kan detta tas bort nar
gelen stelnat.

Rubba inte tanken férran gelen har stelnat.
Agaros blir ndgot mjélkaktig nar den stelnar.

Medan gelen stelnar kan du skéra till tva bitar
kolfiberpapper, omkring 42 mm x 22 mm (Figur
13). Dessa skall bli elektroderna i
elektroforestankens bada &ndar. Ldgg dem at
sidan for tillfallet.
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Ladda gelen

H&ll ndgot mer &n 10 ml TBE buffertldsning i
elektroforestanken. Vatskan skall téacka gelen med
2-3 mm och dven komma in i de omraden dar
elektroderna skall placeras.

"Kammen” tas nu bort mycket férsiktigt fran
gelen. Nar du gor detta kommer buffertlésningen
att fylla de brunnar dar "kammen” suttit (Figur
14). Var forsiktig sd att inte brunnarna skadas,
nar du tar bort "kammen”.

Stall tanken dar du skall kéra elektroforesen och
dar den kan sta ostérd.

Det ar lattare att se vad du nu skall géra, om
tanken &r placerad pa en svart eller mérk yta, till
exempel en bit av en svart pappskiva. Ett annat
satt ar att satta svart tejp pa tankens undersida
under brunnarna. Satt en ny spets pa pipetten
och tillsétt 2 pl bromfenolblatt till réret med det
DNA, som du skall underséka. Blanda DNA-provet
noga med fargen genom att med pipetten suga
upp och spruta ut vétskan upprepade gadnger.
Pipettera ner ca 10 pl av blandningen i en av
brunnarna genom att halla ned spetsen ovanfor
denna, men under buffertlésningen (se Figur 15).
Var mycket forsiktig sa att pipettspetsen inte
sticker genom bottnen p& brunnen.

Anteckna vilket DNA-prov du placerat i brunnen
(till exempel genom att skriva med en markpenna
pa utsidan av
tanken).

o — e

=
Upprepa steg 4

och 5 for varje DNA-prov. Kom ih&g att anvénda
en ny pipettspets for varje prov for att undvika
kontaminering mellan proverna.

Ladda 10 pl DNA-stege i en av brunnarna.

En brunn skall laddas med 10ul av ett testprov,
som inte skall innehalla ndgot véaxt-DNA.
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IITI Kor elektroforesen

1. Placera en elektrod i varje dnda av tanken, s
som visas pa Figur 16. Koppla elektroderna till

Figur 16 batterier med hjalp av sladdar och
"krokodilklammor”. Batterier seriekopplas sa att
=== FElcktroder de ger 36 Volt. Observera att den positiva &ndan
skall kopplas till elektroden ldngst fr&n brunnarna
L med prover.

PES ',3, 2. Kontrollera att det ar ordentlig kontakt mellan
= buffertldsningen och elektroderna (om det

3 behovs, kan mer buffertlésning forsiktigt

L tillsattas). Placera kammen Over tanken for att

minska avdunstning under elektroforesen. Lat
processen paga ostérd under flera timmar (Figur
17). Den tid som behévs varierar beroende pa
den elektriska spanningen.

Figur 17 Volt Tid som behovs
att kora gelen
27 3% hours
’ 30 2 hours
-
N
/ LAGG INTE PA MER
@ J Riktningen AN 36 voLT!
som DNA ror sig En allvarlig och till och med

dodlig elektrisk stot kan

intraffa om du ansluter

utrustningen direkt till
huvudstrémmen

3. Koppla ifrén batterierna nér den bl3d firgen natt ca
10 mm fran kanten pa gelen. Viktigt: om du |3ter
elektroforesen paga langre, kan DNA vandra déver
slutet pd gelen och provet férsvinner.

4, Skolj av "krokodilkldmmorna” i kranvatten och
torka dem noga for att undvika korrosion.

Kommentarer

Jonerna i TBE-bufferten i elektroforestanken
leder elektriciteten. Bufferten ar alkalisk och i
sadant pH blir fosfatgrupperna pd DNA negativt
laddade och darfér kommer DNA att rora sig
mot den positiva elektroden (anoden) nar strom
ansluts. EDTA i bufferten binder divalenta
katjoner (negativa joner). Detta hindrar att DNA
bryts ner, eftersom sddana joner behdvs som
co-faktorer till DNA-nedbrytande enzymer.

Laddningsfargen paverkar inte DNA, men
vandrar genom gelen nagot fére alla DNA-
fragmenten - utom de allra minsta.
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IV Fargning av DNA

1. Ta bort och slang elektroderna. Hall av
buffertlésningen. Bufferten kan ateranvéndas
nagra ganger.

2.  Satt pa dig plasthandskar, sa att inte din hud
fargas av farglésningen.

3. Hall omkring 10 ml av farglésningen (0,04% Azur
A i 20%ig etanol) éver gelytan (Figur 18).

4, Lamna det sa i exakt 4 minuter. Hall sedan
tillbaks fargen i en flaska for dteranvandning.
(Precis som bufferten kan DNA-fargen anvandas
manga ganger innan den behéver ersittas med
ny l6sning. Det kan handa att du finner att
gammal farg maste vara kvar pa gelen nadgot
langre an 4 minuter.)

n198 — e 1 kb-stege

10180 — — 5183
8144 —
Brunnar e —7126
— 5090
— 4072
— 3054
Omrade med
—2036
DNA band
—1636
—1o18 Mindre
Loading dye fragment kan
R forsvinna ur

gelen

5.  Skolj gelytan med vatten 3 eller 4 gdnger, men
ldmna inget vatten kvar p8 gelen, eftersom detta
kommer att ta bort infdrgning i gelens évre skikt.
Kvarvarande farg kommer sakta att vandra ner
genom gelen och da farga DNA. Svagt fargade
band bdér kunna synas efter 10 minuter (Figur
19). Det bésta resultatet erhdlls om gelen ldmnas
dver natten. (Placera tanken i en plastpase om du
gor detta. Det hindrar gelen fran att torka ut.)
Fargade geler kan lamnas under mycket 13ng tid i
forslutna plastpdsar som férvaras morkt och kallt,
till exempel i ett kylskap.

Notera
Det ar inte nédvandigt att avfarga gelen,
om du féljer dessa anvisningar.

Fargade geler kan férvaras oandligt i en
forseglad plastpdse, som laggs pa en moérk,
sval plats, t ex i ett kylskap.
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Sakerhet

FTA® -kort och PCR-reagenser

FTA®-papper &r inte giftigt fér manniskor. Inte heller
PCR-reagenserna ar giftiga. Renlighet @r nédvandigt for
att undvika korskontaminering mellan prover och fér
att garantera bra resultat. Anvanda rér och
pipettspetsar far darfér inte anvdndas. De kan utan
problem sléangas som normalt avfall, eftersom de ar
tillverkade av polypropylen.

Heta vattenbad

Om du anvander vattenbad i PCR-processen (i stallet
for den automatiska temperaturcykeln i PCR-maskinen)
maste du vara forsiktig sa du inte bréanner dig, nar du
flyttar provrér mellan dem. Anvand pincetter eller
kladnypor for att halla skumplastflétena och/eller
anvand varmeskyddande handskar fér att inte skada
dina hander pa det heta vattnet eller vattenangan.

Agarosgelen

Om du anvander mikrovagsugn for att smalta
agarosgel, skall du se till att gelen &r placerad i ett icke
forslutet karl. Ett kokande vattenbad eller en
varmeplatta kan anvéndas i stillet, men gelen maste
réras om ibland s3 att den inte férkolas. Du bér inte
anvanda Bunsenbrannare for att smalta agaros.

VAR FORSIKTIG!

Smalt, varm agaros kan
orsaka brannskador och
maste darfor hanteras
forsiktigt, sarskilt direkt
efter den blivit upphettat i
en mikrovagsugn.

TBE-buffert (Tris-Borat-EDTA)

Om den anvands som beskrivits utgér bufferten ingen
allvarlig sakerhetsfara. Anvand buffert kan hallas ut i
vasken.

Infargning (med bromfenolbldtt)

Nar fargen anvands som beskrivits utgdr den ingen
sakerhetsrisk. Anvand farg kan spolas ned i vasken.
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Kolfiberelektroder

Detta papper kan ha sma, 16sa fibrer, som kan orsaka
hudirritation om man hanterar det mycket. Anvand
skyddshandskar om du finner det obehagligt att
hantera. Det ar inte nédvandigt att anvanda
ansiktsmask eftersom fibrerna ar for stora att komma
in i lungorna.

Fibrerna kan l6sas i kroppsvatskor och ar helt
bionedbrytbara.

Stromforsorjning

NCBEs utrustning for gelelektrofores ar gjord for att
anvéandas vid 1&g spanning (< 36 volt) med
torrbatterier. Under inga omstandigheter far denna
spanning overstigas, eftersom de elektriska
komponenterna inte dr isolerade mot anvandaren.

NCBE tillhandahaller nu ocksa en liten transformator
som kan anvandas i stallet for batterierna.

VAR FORSIKTIG!

En allvarlig och till och med
dddlig elektrisk stot kan
intraffa om du ansluter
utrustningen direkt till
huvudstrémmen

DNA-farg (Azur A)

Den koncentrerade farglésningen fér DNA ar eldféangd
och maste hallas borta fran 6ppen eld. Fargdmnet ar
Azur A vilket, ndr det spads enligt instruktionen ovan,
utgdr en 0,04% lésning i 20% etanol. I denna
koncentration utgér féargen ingen allvarlig
sakerhetsfara. Man bor dock undvika skvatt pa hud
eller i dgonen, till exempel genom att anvanda
skyddshandskar och skyddsglaségon. Anvand
fargloésning kan spadas med vatten och hallas ut i
vasken.

Etiska och andra eventuella problem

Denna laboration innebar inga etiska eller andra
problem.
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Recept

TBE-(Tris/Borat/EDTA) buffert

Anvénds vid tillverkning av agarosgel och som buffert
vid elektroforesen

Ger 1 liter koncentrerad I6sning.

Kan férvaras under obegransad tid vid rumstemperatur.

Ingredienser
1 g natrriumhydroxid (MW 40,00)
108 g TRIS-bas (MW 121,10)
55 g borsyra (MW 61,83)

7,4 g etylen-diamin-tetraattiksyra (EDTA,
dinatriumsalt, MW 372,24)

Tillredning

Tillsatt ingredienserna i 700 ml avjoniserat eller
destillerat vatten.

R6r om sa att de I6ser sig. Fyll pa med avjoniserat eller
destillerat vatten till 1 liter.

Varning

Undvik att andas in pulver av TRIS eller EDTA. Anvand
skyddsmask for ndsa och mun. Bada kemikalierna
klassas som irriterande och kan orsaka problem vid
direkt hudkontakt eller inandning.

Observera: Nar bufferten skall anvdndas spdds det
férdigblandade koncentratet med destillerat vatten i
férh8llandet 1:9.

Viktigt!

Anvénd inte TRIS-HCL till denna buffert. Du skall
anvidnda TRIS-bas

19 Upphovsrétten tillhér forfattarna, 2007
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Azur A

Férg foér nukleinsyror
Ger 50 ml koncentrerad farglésning

Kan foérvaras under obegransad tid vid rumstemperatur.

Ingredienser
0.08 g Azur A (MW 291,8)
50 ml etanol (40% vattenldsning)

Tillredning

Tillsétt Azur A-pulvret till 50 ml 40% etanol. R6r om for
att lésa fargen.

Varning

Den koncentrerade DNA-fargen &r eldfangd och far inte
lagras eller anvandas i narheten av 6ppen eld eller
andra kallor dar den kan anténdas. Fargflaskan maste
hallas tillsluten fér att undvika att alkoholen avdunstar.

Vid utspadning till arbetskoncentrationen (0,04% i 20%
etanol) utgor fargen ingen allvarlig sakerhetsfara. Dock
bor skvatt undvikas pa hud eller i 6gon; anvand till
exempel skyddshandskar och skyddsglaségon. Anvand
farg kan spadas med vatten och hallas i vasken.

FORSTA HJALPEN (Azur A-pulver)

OGONKONTAKT
Badda 6gonen med rikligt med vatten under minst 15
minuter. SOk lakarhjalp.

HUDKONTAKT

Tvétta huden med tval och rikligt med vatten. Om det
uppstar irritation - sok lakarhjalp.

INANDNING

Férutsatt att personen ar vid medvetande, skélj ur
munnen med vatten. Astadkom krakning. S6k
lakarhjalp.

OBSERVERA

Vid anvandning skall Azur A-koncentratet spadas med
lika del destillerat vatten.

www.bioscience-explained.org 20 Upphovsrétten tillhér forfattarna, 2007
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Agarosgel

Fér att separera sm& fragment av nukleisyra
Ger 100 ml 1,5% agaros

Kan férvaras under obegransad tid vid rumstemperatur.

Ingredienser
1,5 g agaros for elektrofores
100 ml TBE-buffert

(1x - gjort frdn koncentratet, ovan)

Tillredning

Tillsatt agarospulvret till den utspadda TBE-bufferten.
Upphetta i kokande vattenbad eller i mikrovagsugn sa
att agarosen l6ses. Mindre en 1 minut vid 940 watt
racker for att smalta 100 ml gel. Karlet med smalt
agaros skall inte sténgas helt, men kan tackas med en
plastfilm som punkteras med ett eller tvd sma hal.
Karlet skakas latt halvvdgs genom upphettnings-
proceduren for att gelen skall blandas ordentligt.

N&r gelen &r smalt, kan agaroslésningen hallas i ett
vattenbad vid 55 - 60 °C.

Kontrollera att gelen ar ordentligt blandad innan geler
gjuts i elektroforestankar.

Varning!

Het, smaélt agaros kan brannas, sa den maste hanteras
varsamt. Det &r lampligt att Idta den smalta agarosen
svalna nagot tills den latt kan hanteras innan man
gjuter geler.

Bromfenolblatt farg

For fargning av DNA-fragment i elektroforesgeler
Ger 100 ml

Kan férvaras under obegransad tid vid rumstemperatur.

Ingredienser

0,25 g bromfenolblatt (MW 669,96)
50 g sackaros (MW 342,30)

1 ml 1-M TRIS (pH 8, MW 121,10)

Tillredning

Ingredienserna ovan satts till 60 ml avjoniserat eller
destillerat vatten.

R6r om for att 16sa ingredienserna. Fyll pa till 100 ml
med avjoniserat eller destillerat vatten.
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Forberedelser och tidsatgang

Undersdkningen &r en komplex process i manga steg.
Det ar darfor nédvandigt med noggrann planering for
att passa in den i en serie normala skollektioner eller en
enda lang laboration. Hela proceduren, inklusive att
torka FTA®-kort och PCR-processen , men utom
elektroforesen, tar cirka 3 timmar. Tidsdtgangen for
elektroforesen beror pa utrustning och strémkalla - den
kan ta s lite tid som 30 minuter (vid 90 V) eller vara
sa langvarig som 3,5 timmar (vid 27 V) om man
anvander utrustning fran NCBE. Stérre geler med
annan utrustning tar langre tid.

Som en grov vdagledning, ar tiden fér denna laboration
foljande:

Att ta fram DNA p3d FTA®-kort: 10 minuter
Torktid: 60 min
MOJLIGT STOPP

Att rena DNA-prover: 20 minuter
MOJLIGT STOPP

Att géra PCR-reagenser: 10 minuter
PCR for hand: 50 minuter
PCR i maskin: ~ 90 minuter
MOJLIGT STOPP

Att férbereda och gjuta geler: 30 minuter
Elektrofores: 30 minuter
- 3,5 timmar

Fargning av gelen: 10 minuter

For att spara tid kan gelerna gjutas i férvag. Gjutna
geler kan sparas i kylskap flera dagar fére
anvandandet, om de ar tackta med TBE-buffert och
placerade i tillslutna plastpasar.

Det &r ocksa mdjligt att stoppa proceduren efter
elektroforesen, men detta ar inte att rekommendera.
Gelen kan fargas upp till 24 timmar efter man kort
elektroforesen, men om man vantar langre kommer
DNA att spidas i gelen och banden blir mindre tydliga.
Icke fargade geler skall férvaras tackta med TBE-
buffert i slutna plastpasar i kylskap.
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Felsokning

Pipettovning

Elevernas formaga att méata upp exakta volymer med
hjalp av mikropipetter forbattras vid évning. Det ar
darfér en god ide att dva pipettering av vatskor (t. ex.
matfarger) innan man startar arbetet med dyrbart DNA,
enzymer och andra reagenser.

Observera

Agaros, I6st i utspadd buffert, inte vatten,
méste anvéndas for de riktiga gelerna med
DNA.

Att ladda gelen

En stadig hand fordras for att ladda gelerna.
Ovningsgeler kan géras av billigare agar (anvénd 1%
I6sning) @n agaros. Under évningar kan vatten
anvéndas i stéllet fér buffert dver gelen. Ovningsgeler
kan tvattas av och ateranvdndas manga ganger.

Att smaélta agaros

Var noga med att det karl som anvands for att géra
agarosgelen i &r rent. Sma omraden med damm
paverkar inte hur elektroforesen gar, men det kan stéra
nar man forsoker se de svaga banden i gelen.

Av bekvamlighetsskal bér man anvanda en
mikrovagsugn for att I6sa och smélta agarosen. Mindre
an en minut ar tillrackligt fér 100 ml gel vid 940 W.
Karlet (kolv eller bagare) for att smélta agarosen i far
inte tillslutas helt, men kan tackas 6ver med en
plastfilm, som man stuckit ett par sma hal i. Snurra
runt karlet halvvags genom smaltproceduren for att
sakra att gelen blir ordentligt blandad.

Agarosgel kan géras med hjalp av en varmeplatta (eller
kokplatta). I detta fall maste karlet med gelen snurras
runt under uppvarmningen fér att undvika férkolning.
Battre ar att stélla karlet med agaros i en kastrull med
kokande vatten. Att anvanda bunsenbrannare ar inte
att rekommendera.

Nar gelen tillverkats kan den foérvaras i smalt form om
den placeras med sitt karl i ett vattenbad vid 60 °C tills
den behovs. Var forsiktig nar du hanterar smalt agaros;
den ar mycket varm och kan brénnas. Gelen maste fa
lov att svalna ndgot innan den hélls upp.
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Elektroforesen tar for 1ang tid

Om fargen inte har rort sig frdn brunnarna efter 20
minuter och inga bubblor syns vid katoden, maste de
elektriska kontakterna mellan batterier och elektroder
kontrolleras. Kontrollera ocksd att det finns tillréckligt
med buffert ovanfoér gelen, men inte s& mycket att det
mesta av strdmmen passerar genom bufferten och inte
genom gelen. Kom ihag att under l8nga kérningar (t.ex.
under natten) eller i en varm miljé kan vétska fran
bufferten avdunsta. Tanken bér under sddana
forhallanden vara tackt, for att minska eller férhindra
sadan avdunstning.

Det finns ingen DNA pa gelen

Om man kan anta att PCR - processen fungerat, kan
det 4nda finnas nagra vanliga orsaker. En orsak kan
vara att du inte laddat med tillrackligt DNA i brunnen.
En andra mdjlighet ar att DNA-provet forsvunnit genom
att botten i brunnen blivit skadad och genombruten,
och en tredje kan vara att DNA-provet inte blivit
tillrackligt val blandad med laddningsfargen.

DNA-banden ar mycket otydliga

Det kan vara manga ténkbara orsaker till detta
problem. Forutsatt att PCR-processen har fungerat som
den skall, sa kan en orsak vara att ditt DNA-prov inte
blivit tillrackligt val blandat med laddningsfargen. For
att undvika detta, bér du alltid féra DNA-I6sningen upp
och ner nagra ganger i mikropipettens eng%ngsspets.

Har du fatt tillrdckligt mycket av DNA-provet ned i
brunnen?

Anvénder du fargen pa ratt satt? Efter det du tillsatt
Azur A till gelen, hallt av fargen och sedan skéljt bort
eventuellt dverfléd av den, skall du vara noga med att
inte 1amna kvar nagot vatten pa gelen. Du kan
eventuellt f& bort kvarvarande vattendroppar genom att
forsiktigt med ett finger (filtrerpapper) torka av
gelytan. Den bl3 fargen som férst finns i gelens dvre
skikt kan ater |6sas upp i sma vattenrester pa ytan.
Detta minskar givetvis den mangd farg som kan tranga
vidare ner i gelen och farga nukleinsyran.

Under inga omstandigheter skall du férs6ka avfarga
gelen. Aven om detta kan vara nédvéandigt om man
fargar med metylenbldtt (fér att f& bort bakgrundsférg)
skall det inte goras vid anvandning av Azur A. Metoden
med Azur A har sarskilt tagits fram fér att slippa
avfargning. Geler firgade med metylenblatt bleknar
snabbt, medan Azur A-firgen varar i flera manader.
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Banden pa gelen ligger mycket nara varandra och
ar svara att urskilja.

Aven héar kan det finnas ett par orsaker. Bufferten kan
ha utsatts for kraftig avdunstning under
elektroforesprocessen, vilket minskat hastigheten i
DNA-vandringen genom gelen. En annan anledning kan
vara en felaktig agaroskoncentration i gelen. Gor alltid
mera gel dn du behdver, for att kunna vara saker pa att
fa ratt koncentration. Det &r en mycket signifikant
skillnad mellan till exempel en 0,8% och en 1,5%
agarosgel. Ett litet fel i uppvagningen av agarospulvret
kan latt ge felaktigheter pa denna niva.
Agaroskoncentrationen du skall ha i denna laboration
skall vara 1,5% (vikt till volym).

"Oppna undersokningar”

Eleverna kan valja vilka vaxter de vill undersdka i
denna laboration, till exempel véaxter som man tror har
utvecklats nyligen jamfért med sddana som har
slaktskap med gamla, fossila arter. Lagg marke till att
fiberrika vévnader som till exempel barr fran tall eller i
stjalkar pa manga vaxter kan vara svara att fa att
fungera med metoden med FTA®-kort.

Om data pa DNA-sekvenser &r kdnda for de undersokta
véxtarterna kan man pa natet utnyttja redskap for
bioinformation av typen “Clustal-W” for att konstruera
fylogenitrad: http://www.ebi.ac.uk/clustalw/

Ibland ar det mdjligt att skilja mellan narbeslaktade
arter (som havre och vete) genom begransningar i det
mangfaldigade DNA-fragmenten. Se till exempel i
Streicher, H. och Brodte, A. (2002).

NCBE har testat och fatt goda resultat med:

krasse graslok spenat

kinesisk rucola sallad korriander

graslok

varlok sockerértor vattenkrasse*

persilja Scenedesmus brysselkal
quadricauda

Chlorella Selenastrum mangold

vulgaris gracile

Chili peppar (skalet fran olika gréna varianter)

*Vattenkrasse ger vanligen en riklig PCR produkt
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Leverantorer

Allt som behévs for denna laboration kan kdpas fran
foretag som levererar laboratorieutrustning och -
materiel. FTA®-kort kan képas varlden éver fran
distributérer av produkter fran Whatman®
(www.whatman.com). Pellets till PCR kan erhallas fran
GE Healthcare (tidigare Amersham Biosciences), och
andra foretag.

National Centre for Biotechnology Education (UK) saljer
ett “kit” till skolor som innehaller vad som behévs for
denna laborationen (www.ncbe.reading.ac.uk).

Att slanga eller att dteranvanda

Allt avfall fran laborationen kan slangas utan s&rskilda
dtgarder. Engdngsspetsar, eppendorfror mm kan
rengdras, autoklaveras och ateranvandas, men detta
rekommenderas inte. PCR-reagenserna ar mycket
kansliga och kan pdverkas negativt av minsta
férorening.

Forvaring av material

De flesta reagenserna skall lagras torrt och i
rumstemperatur. Primers for PCR kan behéva forvaras i
frysskap vid -20 °C (las leverantdrernas instruktioner).

Presentation av resultat

Figur 20 visar ett typiskt resultat.

Andra informationskallor
Mullis, K.B. (1990) The unusual origin of the polymeras
chain reaction.Scientific American 262, 36-43.

Making PCR, A story of biotechnology by Paul Rabinow
(1996) The University of Chicago Press. ISBN: 0 226
70147 6.

Willmott, C. (1998) An introduction to the polymeras
chain reaction. School Science Review 80, 49-54.
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Referenser

Denna laborationshandledning baseras pa:

Taberlet P., et al (1991) Universal primers for the
amplification of three non-coding regions of chloroplast
DNA. Plant Molecular Biology 17, 1105-1109.

En utvidgning av proceduren med anvandning av
restriktionsenzymet Ddel for begransning av PCR-
produkten for identifiering av arter finns beskrivet i:
Streicher, H. and Brodte, A. (2002) Introducing
students to DNA: Identifying nutritional plants in a
simple tried and tested laboratory experiment.
Biochemical Education 30, 104-105.

Tack

Data p3 molekylstrukturer

Bilder pa molekyler gjordes med hjélp av data frén The
Protein Data Bank: www.rcsb.org/pdb

Data rérande Taqg polymeras har publicerats: Eom,
S.H., et al (1996) Structure of Tag polymerase with
DNA at the polymerase active site. Nature 382, 2278-
281. (Protein Data Bank ID: 1TAU)

Rubisco-molekylen har hdmtats fran: Taylor, T.C., and
Andersson, I. (1997) The structure of the complex
between rubisco and its natural substrate ribulose 1,5-
biphosphate. Journal of Molecular Biology 265, 432-
444, (PDB ID: 1RCX)

Mjukvaran som anvéndes for att fa fram bilder pa
molekylmodeller var VDM (Visual Molecular Dynamics)
som man kan fa gratis pa natet:
www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/

PCR - processen

Anvandningen av universella primers for
mangfaldigande av kloroplast-DNA uppméarksammades
forst av Kenny Hamilton frén Breadalbane Academy i
Aberfeldy, Skottland. Kenny tog fram en preliminar
laboration, medan han hade ett lararstipendium vid
Royal Society of Edinburgh. Craig Simpson vid Gene
Expression Programme vid Scottish Crop Research
Institute bidrog med ovérderliga rad i utformningen av
den ursprungliga laborationen,s liksom nar det gdllde
laboratorieresurser.

Andy Harrison vid National Centre for Biotechnology
Education vid Ubiversitetet i Reading, forbattrade och
forenklade den ursprungliga laborationen och
introducerade utnyttjandet av FTA®-korten for att fa
fram vaxt-DNA. Han forenklade &ven PCR-processen sa
att den kunde genomféras lattare och snabbare i
skolornas laboratorier.
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Ett aktivt
"site” har
skiljer primrar
fran DNA-
molekylen

DNA byggs upp
vid denna “site”

Genombrottet som gjorde PCR till en
bekvdm laboratorieteknik var
isoleringen av DNA- polymeras frén
Thermus aquaticus, en bakterie som
finns i heta kallor. Enzymet som kallas
Tag-polymeras, ar stabilt vid héga
temperaturer och kan darfér klara de
héga temperaturerna i reaktionen. I
den dataframstéllda modellen som
visas hér, dr p-sheet-strukturer
fargade gula och a-helix-strukturer
fdrgade mangenta. Ett litet fragment
av den DNA-molekyl som tillverkas
visas som en “space-filling” modell.

www.bioscience-explained.org

Appendix 1: Fran strd till hostack

PCR-metoden (Polymerase Chain Reaction)

En mycket anvédndbar teknik

PCR metoden kan liknas vid en genetisk kopiator. Fran
ett litet biologiskt material kan miljoner kopior av ett
utvalt DNA-parti géras snabbt, exakt och automatiskt.

Metoden anvandes forst for att utféra medicinska
diagnostiska tester, men anvands idag i manga olika
sammanhang, t.ex. i polisutredningar och i
arkeologiska undersdkningar samt fér att spara
parnings- och matvanor hos olika djurarter.

En metod som kallas "DNA shuffling” mdjliggér for
"proteiningenjorerna” att framstalla battre enzymer for
industriellt bruk genom att efterlikna
evolutionsprocesser.

Utan en intelligent variant av PCR-metoden, kallad
"cycle sequencing” skulle det manskliga
genomprojektet (Human Genome Project) varit nastan
omodjligt att genomféra - liksom mycket av den
molekylarbiologi som idag utférs i laboratorier runt om i
varlden. Det ar darfor foga forvanande att uppfinnaren
av PCR-metoden, Kary Mullis, fick Nobelpriset i kemi
1993.

En biltur genom skogen

Végen fram till PCR-tekniken bérjade en manljus kvall i
april 1993. I Kary Mullis version av sin uppfinning,
beskriver han hur tva nyckelfunktioner klarnade for
honom medan han kdérde till sitt weekendstalle i
Kalifornien. Mullis maste stanna vid végkanten tva
ganger: en gang for att berakna hur manga DNA-kopior
som kunde bildas i processen; och en andra gang for
att skissa ett diagram, som visade hur den skulle kunna
duplicera en speciell del av ett DNA.

Idén var sa enkel att folk forst vagrade att tro pa att
det skulle kunna fungera. Ingen kunde heller tro att det
inte hade prévats tidigare och man d& funnit metoden
alltfér opraktisk av ndgon anledning. Efter Mullis
inledande arbete, utférde hans kollegor vid Cetus
Corporation, ett av de forsta bioteknikbolagen,
omfattande forskning for att férbattra metoden och sd
smaningom togs patent pa den. Mullis fick en bonus for
sin uppfinning pa tiotusen dollar. PCR har sedan blivit
sa betydelsefull att Cetus-bolaget kunde sélja
rattigheterna i processen till Hoffman-La-Roche fér 300
miljoner dollar.
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S& héar fungerar PCR

Den moderna PCR-metoden (en ndgot féréandrad
version av Mullis ursprungliga idé) fungerar pa féljande
satt:

Material

o Dubbelstrdngat DNA tas ut fran det prov som skall
undersokas.

e Tv3 enkelstrédngade “primers” som placeras pa dmse
sidor av den DNA-sekvens som skall kopieras. Dessa
ar vanligen 15-30 baspar lI&nga och &r
komplimentéra till (d v s de bildar par med) vardera
5-andan av de tvd DNA-strdngarna.

o DNA-provet blandas med primers.

e Lika delar av deoxyribonukleosidtrifosfat (dNTPs)
tillsatts. dNTPs dr de enheter som DNA ar uppbyggt
av.

e Varmestabilt TacDNA-polymeras (som fas fran
hetvattenbakterien Thermus aquaticus) tillsatts
ovanstdende blandning tillsammans med Mg?*-joner,
som behdvs som en co-faktor till enzymet. Detta
enzym binder ihop dNTPs vid uppbyggnad av nytt
DNA.

Alla delar som behdvs for PCR-reaktionen (vid sidan av
primers och DNA-provet) kan torkas till sma pellets i
ratt proportioner. Sedan behéver man endast tillsatta
primers och DNA-provet till ett provrér med dessa sma
pellets. Detta innebér att man slipper pipettera sma
volymer av flera reagenser, vilket férbattrar
tillforlitligheten i processen.

Processen

Nar alla kemikalier som behdvs for tillverkningen av
DNA har blandats, utfér PCR-apparaten tre steg som
ing%r i processen. Dessa upprepas 20-40 ganger.

Denaturering

Det dubbelstrangat DNA delas upp i tva
enkelstrangade kedjor genom upphettning till
94-98 °C.

Avkylning
Blandningen kyls av till 50-65 °C. Primers binder till
den komplimentara DNA-stréangen.

Uppbyggnad
Genom att hetta upp till 72 °C (optimla

temperaturen forTag polymeras) syntetiseras nya
DNA-strangar langs provstrangarna. Vid detta steg
fordubblas antalet DNA-molekyler i provréret.
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Cykeln med upphettning och avkylning upprepas nu.
Vid varje cykel (som varar ca 2 minuter) dubbleras
antalet DNA-molekyler. Efter 25 cykler har mer an en
miljon kopior av det ursprungliga provet bildats.

Vid de forsta forsbken med PCR anvandes vattenbad
med tre olika temperaturer. Det drdjde dock inte lange
innan processen automatiserades. Den férsta PCR-
maskinen kallades “"Mr Cycler”. Foér att minska
avdunstningen fran de sma volymerna under de
upprepade temperaturcyklerna har moderna PCR-
maskiner en upphettad platta éver provrérens
mynningar.

PCR ar en mycket kanslig process och teoretiskt kan en
enstaka DNA-molekyl mangfaldigas. Noggranna
forsiktighetsatgarder maste darfor vidtas for att
forhindra att oénskade DNA-molekyler kommer in i
provroéren.
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Steg i PCR-metoden
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Appendix 2: Att mata sma volymer

Tre olika mikropipetter finns med i detta kit, s att du
kan pipettera ut rétt volym.

Pipetter med graderade spetsar

Tva typer av pipetter - vanliga 1 ml pipetter och
tunnare mikropipetter - kan férses med graderade
engangsspetsar och &r anvandbara for att mata sma
volymer. De vita mikropipettspetsarna ar markerade
vid 2 resp. 10 uL (mikroliter). De stdrre gula spetsarna
passar till en 1 ml spruta och anvands att pipettera
volymer mellan 10 och 100 pL. For att fa en effektiv
forslutning mellan spetsen och sjélva sprutan, sa &r det
ndédvandigt att anvanda en kort bit mjuk
silikongummislang, som stracker sig 1-2 mm utanfoér
sprutmunstycket (om slangen ar alltfér kort kan du inte
fa fast en spets pa sprutan).

N&r du anvander sddana hér sprutor &r det mycket
viktigt att endast dra upp vatska i spetsen och att
anvénda graderingen pa spetsen som guide. Bry dig
inte om markeringarna pa sjalva sprutan och var
forsiktig sa att du inte far in vétska i sjdlva sprutan.

Med bada typerna av sprutor far du bast resultat om du
vidtar foljande forsiktighetsatgarder:

e Dra aldrig kolven ur sprutan - nar kolven satts in
igen kan forseglingen skadas;

e Innan du suger in vatska i spetsen, skall du dra ut
kolven nagot (1-2 mm). Detta ger lite extra luft, som
kan anvandas att skjuta ut den sista droppen vatska
frdn spetsen;

e Nar du fordelar vatskan, skall du hdlla sprutan sa
vertikalt som méjligt och i gonhojd s att du kan se
vad du gor;

e Ta bort vatskan frén spetsens topp genom att halla
spetsen mot innervaggen av det rér som du
pipetterar ner i.

e ROr inte vid pipettspetsen med fingrarna. Det finns
proteaser och DNaser i din svett som kan férorena
och bryta ner reagensen.
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De hdér pipetterna f&r anvédndas
med vita eller gula spetsar:
anvand den som &r réatt for

volymen som behévs

Volym
En mikroliter ar en miljondels liter
1 000 mikroliter(ul) = 1 milliliter (ml)
1 000 milliliter = 1 liter (1)

www.bioscience-explained.org

Volymfixerade mikropipetter

Volymfixerade mikropipetter kan anvandas for att mata
sma volymer med mindre &n 1% fel, men for att fa det
sa exakt maste du anvanda dem korrekt.

For det forsta maste spetsen sattas ordentligt fast pd
pipetten, sa att det blir en tat forslutning. Fér det andra
skall du lagga maérke till att pipetterna verkar pa tva
satt. Anvand dem enligt féljande:

Tryck ner kolven till foérsta stoppet;

For ner spetsen i vatskan, |atta darefter forsiktigt pa
kolven och dra upp vatska i spetsen;

For att fa ut all vatska fran sprutan, tryck ner kolven
till andra stoppet;

Efter att all vatska tryckts ut skall spetsen lyftas upp
ur vatskan innan man drar upp kolven (annars drar
pipetten upp vatskan igen).

Tack
Volvox-projektet finanseras av EU:s Sjatte Ramprogram.
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