Metoda AFLP-polymorfismus délek amplifikovaných fragmentů

Protokol pro metodu AFLP zahrnující dva alternativní postupy:

Metoda AFLP je moderní přístup, který slouží k zisku multilokusových genetických dat na bázi DNA fingerprintingu. Využívá nejmodernějších metod vizualizace. Výhodou metody AFLP je opakovatelnost (a tím i publikovatelnost ve vědeckých časopisech) a moderní přístup vizualizace získaných fragmentů. 

Původní postup je takový, když mícháme všechny chemikálie do Master Mixu separátně (označen v tomto protokolu jako „Postup A“). Alternativní postup zahrnuje práci s komerčně nabízenými kity, které nahradí zdlouhavé ruční míchání (označen zde jako „Postup B“). Nicméně pro zavedení metody a vychytání chyb je ruční míchání nenahraditelné, jelikož dává větší možnost změny parametrů a také dovoluje v každém kroku mít pod kontrolou, co se děje v reakcích.

Metoda AFLP zahrnuje čtyři základní kroky:

1) restrikce DNA restrikčními enzymy, které naštípají DNA ve specifických sekvencích

2) ligace tzv. adaptorů (úsek DNA o známé sekvenci) na DNA

3) první PCR = nespecifická amplifikace – během tohoto kroku dochází k amplifikace úseků, přičemž primery pro toto PCR jsou komplementární k adaptorům nasednutým během ligace, ale jsou o 1 bázi delší, aby se redukoval počet lokusů, které se namnoží (poměr naamplifikovaných je 1:16 = 1:4 krát 1:4)

4) druhá PCR = specifická amplifikace – během tohoto kroku dojde k amplifikaci vybraných úseků za použití dvojice primerů, které jsou o tři báze delší a tím se opět výrazně sníží počet amplifikovaných úseků. Jeden z páru primerů je vždy fluorescenčně značen. Každá kombinace primerů dává jiné výstupy. 

Celý protokol trvá ideálně dva dny ve své nejrychlejší variantě, obvykle je prováděn v průběhu tří dnů.

1) restrikce DNA

restrikční enzymy používáme vždy dva, na základě jejich specifických štěpných míst pak volíme adaptory a primery následných PCR. Můžeme použít různé kombinace restrikčních enzymů, každá zaručuje jiné kombinace produktů. V tomto protokolu použijeme dvojici enzymů: EcoR1 + Taq1 (ruční postup A) a EcoR1 + Mse1 (postup B s kitem). 

A) Postup ručního míchání vzorků:

Napipetujte si master mix a poté rozdělte do PCR zkumavek následující chemikálie; hodnoty jsou uvedeny pro jednotlivý vzorek (tj. je nutné vynásobit množství počtem vzorků):

Sterilní ddH2O 



5,97 μl

10x Taq1 Buffer



1,5 μl

Taq1 endonukleáza (100 000 U/ml)
0,03 μl

Přidejte DNA (100 ng/μl)


7,5 μl    

Celkový objem v jedné PCR zkumavce bude 15 μl.

Inkubujte 2 hodiny při 65°C (v cykleru)

Poté přidejte:

10x EcoR1 Buffer



0,9 μl

EcoR1 endonukleáza (100 000 U/ml)
0,03 μl

Sterilní ddH2O



8,07 μl
Inkubujte 2 hodiny při 37°C (v cykleru).

B) Postup za použití komerčních kitů:

Napipetujte si master mix a poté rozdělte do PCR zkumavek následující chemikálie; hodnoty jsou uvedeny pro jednotlivý vzorek (tj. je nutné vynásobit množství počtem vzorků):

Sterilní ddH2O 

1,1 μl

Buffer 


1,0 μl

EcoR1 + Mse1 směs 

0,4 μl
Přidejte DNA (100 ng/μl)
2,5 μl
Celkový objem v jedné PCR zkumavce bude 5 μl.

Inkubujte 2-3 hodiny při 37°C (v cykleru).
Finální krok restrikce:

Nyní je nutné aktivitu restrikčních enzymů zastavit, aby neničily činnost ligačních enzymů v následujícím kroku. 

Inkubujte (postup A i B) 20 minut v 80°C (v cykleru).

Kontrola úspěšnosti reakce:

Úspěšné provedení restrikce můžeme zkontrolovat elektroforézou na gelu. Měl by být patrný smír táhnoucí se zejména od 50 pb do 2 000 pb. Výsledek by měl vypadat přibližně takto, nicméně někdy není pattern příliš viditelný:
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2) Ligace

v tomtu kroku dochází k napojení krátkých úseků DNA - tzv. adaptorů – na restrikční místa. Adaptory jsou napojeny pomocí enzymu ligázy a budou sloužit v dalším kroku jako templáty pro nasednutí primerů.
A) Postup ručního míchání vzorků:

V mezičase, kdy probíhá restrikce si připravte adaptory. Jsou to krátké úseky DNA, něco jako primery. Pro každé restrikční místo existují dva adaptory, celkem tedy čtyři adaptory. Nejprve je tedy připravte do koncentrace 10 μM (obvykle bývají dodávány a ředěny na 100 μM). Poté namíchejte směs adaptorů, každou dvojici do zvláštní zkumavky:

- dva EcoR1 adaptory (EcoR1-1 a EcoR1-2) 

0,3 + 0,3 μl / vzorek

- dva Taq1 adaptory (Taq1-1 a Taq1-2) 


1,5 + 1,5 μl / vzorek
Nyní inkubujte 5 minut při 95°C, čímž dojde k denaturaci. Poté pomalu zchlaďte na pokojovou teplotu. (Připravené adaptory mohou být uchovávány při –20°C).

Napipetujte si master mix (opět množství uvedené na 1 vzorek):
Sterilní ddH2O 



0,87 μl

EcoR1 adaptory (10 μM)


0,6 μl

Taq1 adaptory (10 μM)


3,0 μl

BSA (1 mg/ml)



0,3 μl

10x T4 ligáza buffer s ATP


1,2 μl

T4 DNA ligáza (2 000 000 U/ml)

0,03 μl

Nyní přidejte 7,5 μl tohoto mixu do každé zkumavky s produktem restrikční reakce.

Inkubujte přes noc při 16°C.

B) Postup za použití komerčních kitů:

V tomto postupu není nutné řešit adaptory, vše je již připraveno v kitu.
Napipetujte si master mix (množství je na 1 vzorek):

Adaptor ligation solution

4,8 μl

T4 ligáza



0,2 μl

Nyní přidejte 5 μl tohoto mixu do každé zkumavky s produktem restrikční reakce.

Inkubujte přes noc při 37°C.

Kontrola úspěšné ligace na gelu nemá smysl, protože výsledek bude vypadat stejně jako po restrikci. Elektroforéza může být tedy provedena buď po restrikci nebo až po ligaci, je to jedno, ale stačí pouze jednou.
3) Preselektivní amplifikace – první PCR

V tomto kroku dojde k první amplifikaci, kdy je namnoženo velké množství lokusů. Primery použité v této reakci jsou komplementární s adaptory navázanými v ligaci, jen jsou o jednu bázi delší.

A) Postup ručního míchání vzorků:

V tomto kroku může být použita „levnější“ polymeráza od firmy Amplitaq.  

Napipetujte si master mix (množství je na 1 vzorek):

Sterilní ddH2O 



5,15 μl

10x buffer




1,0 μl

MgCl2 (25 mM)



0,6 μl

dNTPs (10 mM)



0,2 μl

EcoR1 preselektivní primer (10 μM)
0,5 μl

Taq1 preselektivní primer (10 μM)
0,5 μl

DNA polymeráza (5U / μl)


0,05 μl

Do každé PCR zkumavky nyní napipetujte 8 μl namíchaného master mixu. 

Přidejte DNA (po ligaci)


2,0 μl

B) Postup za použití komerčních kitů:

Napipetujte si master mix (množství je na 1 vzorek):

PA mix 



3,9 μl

10x buffer pro RedTaq

0,5 μl

RedTaq polymeráza


0,1 μl

Do každé PCR zkumavky nyní napipetujte 4,5 μl namíchaného master mixu.

Přidejte DNA (po ligaci)


0,5 μl

Nyní proveďte s připravenými zkumavky z obou postupů reakci PCR s následujícími parametry:

94°C / 2 min

---

94°C / 1 min

56°C / 30 sek

20x

72°C / 2 min

---

60°C / 30 min

4°C neomezeně

Produkt preselektivní amplifikace může být zředěn (6 – 20x), my ho zředíme pro produkt postupu A 6x a pro postup B 10x.

Kontrola úspěšnosti reakce:

Úspěšné provedení preselektivní amplifikace můžeme opět zkontrolovat elektroforézou na gelu. Měl by být patrný rozmazaný pruh produktů kolem 200 – 1 500 pb jasnější než gel po restrikci/ligaci. Některé pruhy mohou být výraznější. Výsledek by měl vypadat přibližně takto:
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4) Selektivní amplifikace – první PCR

V tomto kroku dojde k selektivnímu namnožení pouze některých fragmentů. Primery pro tuto reakci jsou shodné jako pro předchozí PCR jen jsou o tři báze delší. Tím dojde k výběru. Používá se více dvojic s různými trojicemi bází. Každá dvojice dává unikátní data, pro analýzy je potřeba obvykle několik desítek primerových kombinací. Jeden ze dvojice primerů je fluorescenčně značen. Jde o nejdražší fázi metody AFLP.

A) Postup ručního míchání vzorků:

V tomto kroku by měla použita „kvalitnější“ polymeráza od firmy Amplitaq s názvem Gold.  

Napipetujte si master mix (množství je na 1 vzorek):

Sterilní ddH2O 




5,12 μl

10x buffer





1,0 μl

MgCl2 (25 mM)




1,0 μl

dNTPs (10 mM)




0,2 μl

EcoR1 preselektivní primer (10 μM) - značený
0,3 μl

Taq1 preselektivní primer (10 μM)

0,3 μl

DNA polymeráza (5U / μl)



0,08 μl

Do každé PCR zkumavky nyní napipetujte 8 μl namíchaného master mixu. 

Přidejte naředěný produkt preselektivní amplifikace
2,0 μl
B) Postup za použití komerčních kitů:
Pro metodu s kitem je odzkoušená polymeráza značky RedTaq.

Napipetujte si master mix (množství je na 1 vzorek):

Sterilní ddH2O 




5,1 μl

10x buffer s MgCL2




1,0 μl

dNTPs (10 mM)




0,2 μl

EcoR1 preselektivní primer (10 μM) - značený
0,5 μl

Taq1 preselektivní primer (10 μM)

0,5 μl

DNA polymeráza (5U / μl)



0,2 μl

Do každé PCR zkumavky nyní napipetujte 7,7 μl namíchaného master mixu.

Přidejte naředěný produkt preselektivní amplifikace
2,3 μl

Nyní proveďte s připravenými zkumavky z obou postupů selektivní reakci PCR s následujícími parametry:

94°C / 2 min

---

94°C / 1 min

65°C / 30 sek



72°C / 2 min

---

94°C / 1 min

64°C / 30 sek

8x (snížení teploty o 1°C / krok)

72°C / 2 min

---

94°C / 1 min

56°C / 30 sek

23x

72°C / 2 min

---

60°C / 30 min

4°C neomezeně

5) Analýza produktů na sekvenátoru

Jelikož jeden z dvojice primerů je fluorescenčně značený, můžeme produkty selektivní amplifikace analyzovat na sekvenátoru, kde je fluorescenční barvička detekována laserem. S produkty obou postupů (A i B) nyní naložíme stejně - pustíme je do sekvenátoru v namíchané směsi (množství opět uvedeno na 1 vzorek):
Formamid




12,0 μl

ROX (barevný standard)


0,5 μl

Do každé PCR zkumavky nyní napipetujte 12,5 μl namíchané směsi.

Přidejte produkt selektivní amplifikace 

1 μl.
Lze dát do jedné PCR zkumavky více primerových kombinací, pokud jsou značené primery označeny jinou barvou (celkem jsou tři barvy – žlutá, modrá a zelená). Červená barva je vyhrazena pro standart ROX.

Po namíchání směsi proveďte denaturaci 4 min při 95°C a poté pusťte vzorky v sekvenátoru.

Výsledek metody AFLP = výstup ze sekvenátoru (viz následující strana):

V úvahu se berou píky ve velikosti 50 – 500 pb.
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Obrázek 1 – výstup ze sekvenátoru: společně puštěný výsledek dvou kombinací primerů, přičemž modře značená dvojice navyšla. Zeleně označená dvojice primeru dává vysoké píky, celkem 12 vysokých píků. Červené, nižší píky jsou velikostní standard. Získané produkty mají délku od cca 120 pb do cca 280 pb.
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Obrázek 2 – detailnější výřez oblasti se zelenými píky (poslední chybí).

Projekt „Polymorfismus délek amplifikovaných lokusů: stále neznámá metoda v diplomových pracech“ vznikl v roce 2008 za podpory a s díkem Fondu Rozvoje Vysokých škol (FRVŠ číslo projektu 813/2008).

