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GELOVA ELEKTROFOREZA PRO STANOVENI GMO
METODOU PCR

Ucel a rozsah

Gelova elektroforéza slouzi ke kontrole celistvosti a velikosti vyextrahované DNA (kvalita
DNA). Dale je potfebna k vyhodnoceni amplifikovanych fragmentt (produkti PCR reakce).
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Princip

Elektroforéza patfi mezi separatni metody, ktera izoluje molekuly o rozdilné hmotnosti
a vyuziva jejich odlisnou pohyblivost v elektrickém poli. Pti gelové elektroforéze probiha
separace molekul v agar6zovém gelu.

3

Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
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Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).
Agar6za pro molekularni biologii.

Ledova kyselina octova, CH;COOH.

Na;EDTA — disodna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové.
Trizma base.

Hydroxid sodny, NaOH, roztok, c(NaOH) = 1 mol/l.

Ptiprava: 10 g NaOH se rozpusti ve vod¢ (1), po vytemperovani se doplni na vysledny
objem 250 ml v odmérné baiice.

Kyselina chlorovodikova, c(HCI) = 1 mol/l.

Ptiprava: 88,3 ml 35% HCI se pfevede do 1000 ml odmérné banky ¢astecné naplnéné
vodou (1). Po vytemperovani se doplni po znacku.

Etanol denaturovany, 70%, pro ¢isténi povrchil.

Interkala¢ni barvivo, pouziva se komeréné dodavany roztok od ovétené¢ho vyrobcee, dle
navodu vyrobce (napi. Ethidiumbromid, 10% zasobni roztok).

Elektroforeticky marker pro amplifikaty (napt. EZ LoadTM Molecular Ruler 50 bp
PCR, Biorad).
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Elektroforeticky hmotnostni marker pro genomovou DNA (napi. EZ LoadTM
Molecular Ruler Precision Mass, Biorad).

—
\]

Bromfenolova modf, nanaseci barvivo.

Piistroje a pomiicky

Laboratorni vahy s ptesnosti 0,01 g.

Vortex.

pH metr.

Elektromagnetické michadlo s ohfevem.

Elektroforeticka vana, zdroj napéti, elektroforetické hiebinky.
Fotodokumentac¢ni zafizeni se softwarem.

Transiluminator.

Lednice.
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Mrazici box.
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Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) pl a Spicky s filtrem
1 bez filtru.

—
—

Latexové rukavice bezpudrové, obalovy materidl, stojanky na zkumavky, odpadni
nadoby, parafilm, filtraéni papir vysoké hustoty.

5 Postup

5.1 Priprava reagencii pro gelovou elektroforézu

5.1.1 Priprava 0,5M zasobniho roztoku EDTA

Navazi se 186,1 g Na2EDTA (4) a rozpusti v (750 — 800) ml vody (1). pH roztoku se upravi
na hodnotu 8,5 ptfidanim roztoku NaOH (6). Roztok se pievede do odmérné baiky a doplni
vodou (1) do objemu 1000 ml. Prefiltruje se pies filtratni papir vysoké hustoty a skladuje se
do spotiebovani pii laboratorni teploté.

5.1.2 Priprava zasobniho roztoku 50 x TAE

Navazi se 242 g Trizma base (5) a rozpusti v 650 ml vody (1). Ptida se 57,1 ml ledové
kyseliny octové (3) a 100 ml ptfedem ptipravené¢ho 0,5M zéasobniho roztoku EDTA (viz 5.1.1).
Doplni se vodou (1) do celkového objemu 1000 ml. Neautoklavuje se. Uchovava se v tésné
uzaviené lahvi pii laboratorni teploté do spotiebovani.

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
Platné od: 15. 1. 2025



Narodni referencni laboratof
Strana 3
5\. Jednotné pracovni postupy — zkouSeni krmiv
. Vydéni 2
10257.1 — Gelova elektroforéza pro stanoveni GMO .
Revize 0
metodou PCR

5.1.3 Priprava pracovniho roztoku 1 x TAE pro elektroforézu

Odmeti se 20 ml zasobniho roztoku 50 x TAE (viz 5.1.2), nalije do odmérného valce
o objemu 1000 ml a doplni se vodou (1) do objemu 1000 ml.

5.1.4 Priprava pracovniho roztoku ethidiumbromidu

Zasobni roztok ethidiumbromidu (9) se dodavéa komercné. Pracovni roztok se ziska ziedénim
zasobniho roztoku 10 % vodou (1). Uchovava se v temnu a chladu.

5.2 Priprava agar6zového gelu

Pro stanoveni kvality vyizolované DNA se pouziva 0,8% gel a pro hodnoceni amplifika¢nich
fragmentl se pouziva 2% agarozovy gel. Do Erlenmeyerovy batiky se navazi dané mnoZzstvi
praskové agardzy (2) s presnosti na 0,1 g a piidd se pracovni roztok 1 x TAE pufru (viz
5.1.3). Mnozstvi praskové agardzy (2) a 1 x TAE pufru zavisi na velikosti nalévaci vany. Vafi
se pii (150 — 200) °C na elektromagnetickém michadle asi (15 — 20) min, az se roztok uplné
vycefti a vzduchové bubliny vymizi i po krouzivém zamichani. Dale se pfipravi nalévaci vana
a vhodny hiebinek.

Po mirném zchladnuti se do gelu pfida interkalacni barvivo, které slouzi ke zviditelnéni DNA
(napft. pracovni roztok ethidiumbromidu, viz 5.1.4), mich4 se 1 min. Objem interkala¢niho
barviva zavisi na objemu ptipravovaného gelu (u ethidiumbromidu je jeho finalni koncentrace
asi 0,013 %). Poté se vyjme michadélko a agardza se nalije do vany s hiebinkem. Necha se
piiblizné¢ 15 min zchladnout pfi laboratorni teploté. Pro dokonalé ztuhnuti se gel umisti
na 30 min do lednice. Poté lze opatrné vyjmout hiebinek a pienést gel znalévaci vany
do elektroforetické vany s pracovnim roztokem TAE pufru. Je mozné do nalévaci vany vlozit
2 hiebinky tak, aby se po rozkrojeni ziskaly dva mensi gely.

5.3 Elektroforéza v agar6zovém gelu

5.3.1 Nanaseni vzorku na gel

0,8% gel se vlozi do elektroforetické vany a ptevrstvi pracovnim TAE pufrem (viz 5.1.3)
(1 = 2) mm nad jeho povrch. Vzorky vyizolované DNA se smichaji v poméru 4 : 1 s nanaseci
barvou (12) a nanesou do jamek gelu v tomto potadi: kontrola izolace, hmotnostni marker
(11), vzorky, hmotnostni marker (11). Nejdfive se nanesou vzorky, kontrola izolace a nakonec
markery. Objem vzorku nandSené¢ho do jedné jamky zdvisi na typu hiebinku. Po naneseni
vzorkl a markerii do jamek v gelu se spusti elektroforéza.

2% gel se vlozi do elektroforetické vany a pifevrstvi pracovnim TAE pufrem
(viz 5.1.3) (1 — 2) mm nad jeho povrch. Vzorky se nanesou do jamek gelu v tomto potadi:
beztemplatova kontrola, elektroforeticky marker, vzorky, marker a pozitivni kontrola.
Nejdfive se nanesou vzorky a potom vhodné markery. Objem vzorku nandseného do jedné
jamky zavisi na typu hiebinku. Amplifikaty (produkty PCR) ziskané pomoci kit REDTaq
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a REDEx senandseji piimo zPCR zkumavek, nebot' jiz obsahuji nanaSeci barvivo
pro elektroforézu. Po naneseni vzorkti a markeru (10) do jamek v gelu se spusti elektroforéza.

5.3.2 Spusténi a béh elektroforézy

Elektroforeticky zdroj se nastavi na hodnoty (75 — 100) V, maximum mA a (75 — 90) min
chodu. Tyto hodnoty 1ze ménit dle potieby a pokynli v navodu pro pouziti zdroje. Piesna doba
chodu sleduje potfebu rozdéleni fragmenti v gelu. Postup cela elektroforézy se mize
orientatn¢ sledovat podle nanaSeciho barviva. Rozdéleni a uspofadani pruhti se sleduje
pfi prosviceni na transiluminatoru. Gel se vyfotografuje a snimek se pfenese do pocitace
pro vyhodnoceni.
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