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Quy trinh phan 1l4p gen béng phuong phap PCR

QUY TRiNH PHAN LAP GEN BANG PHUONG PHAP PCR

1. Cac budc trong quy trinh phan lap gen vip3

Budc 1. Tach chiét ADN téng sé cla Bacillus thuringiensis AB51

Tach chiét ADN téng s& clia Bacillus thuringiensis AB51 dudc tién hanh theo phudng

phap clia Vance Kramer va cong su (2002).

Cay chuyén mét khuan lac vao 10 ml LB 16ng, nuéi lac & 30°C, 200v/p, qua dém.
Ly tdm 6.000 v/p, 10 phut, 4°C, thu tda.
Hoa tan tda trong 4 ml TE c6 chta 8 mg lyzozym.

G hén hop & 37°C trong 1 gid, thém protein K t6i néng d6 cudi cing 100 ag/ml roi
U ti€p 6 37°C trong 1 gid.

Thém tiép vao hén hop cac chat sau theo thr tu: 1M urea 7M, 50mM EDTA, 1% SDS.
Sau méi lan thém cac chat phai danh déu. G 6 55°C qua dém.
Téch chiét 1 1an v6i Phenol/Chloroform (ti 1& 1:1 so véi mau), ly tam 5 phut 6 4°C.

T&ch chiét lai mét 1an nira v6i Phenol, tla dich chiét bang Isopropanol (ti 18 1:1 so
v6i mau), d&€ qua dém dé ADN tla hoan toan. Ly tdm thu tda & 12.000 v/p, 15
phut, 4°C. Rira tda 3 1an bang cén 70%.

D& kho ADN 4 nhiét d6 phong, hoa tan trong TE, bao quan & 4°C.

Budc 2. Phan ing PCR

Trén co s6 trinh tu gen vip3A da dudc cong bé (ki hiéu AY295778 trong ngan hang

gen NCBI), chuing t6i da thiét k& cap mdi d&c hiéu V2.1 va V2.2 d& nhan gen vip3.
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Quy trinh phan 1l4p gen béng phuong phap PCR

Bang 1. Trinh tu va cac thong sé can thiét cia hai méi V2.1 va V2.2

STT Trinh ty méi Tm % GC Vi tri gan
V2.1 5-GCGGATCCATGAACAATAATAACTAA-3 61°C 32,2 1-20
V2.2 | 5-CGGAGCTCTTACTTATATGAGACATCGTA-3 62,5°C 41,5 2349 - 2370

Bang 2. Thanh phan phan ing PCR

Thanh phan Thé tich (al)
Nudc cat hai lan 29,75
Dung dich dém (10X) 5
dNTP 3
MgCl, 3

V4 2

Vs, 2
ADN mau 5

Taq ADN polymerase 0,25
Téng 50

Bang 3. Chuong trinh thuc hién phan imng PCR

Budc Phan (ing Nhiét do (°C) Thai gian Chu ky
1 Bién tinh 94 2 phut 1

2 Bién tinh 94 30 giay ]

3 B4t cap 61 45 giay x29
4 Kéo dai 72 1 phat 30 gidy

5 Hoan tat kéo dai 72 10 phat T

6 Két thic phan (ing 4 o

Budc 3. Gan gen vip3 vao vectd tach dong

Sau khi nhan ban gen vip3 va kiém tra sdn phdm PCR bang dién di trén gel agarose
0,8%, ching ti da tién hanh gan truc tiép san pham PCR vao vecto tach dong pCR2.1-
TOPO cla hang Invitrogen.
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Quy trinh phan 1l4p gen béng phuong phap PCR

Bang 4. Thanh phan hén hdp phan iing néi ghép

Thanh phan Thé tich (pl)
Nudc cat hai lan 3,5

Dung dich dém (10X) 1

San phdm PCR 4

Vecto pCRd2.1- TOPO (25 ng/ul) 0,5

T, ADN ligase 1

Téng 10

Dich hén hop dugdc 0 6 16°C qua dém (16 gid) sau dé dudc bién nap vao té bao kha
bién chlng E.coli DH5x dé tach dong.

Budc 4. Bién nap plasmit tai t6 hop vao té bao E.coli DH5x

Bién nap plasmit tai t6 hop vao t& bao E.coli DH5x dudc tién hanh theo Cohen va
cong su (1972). Mang té bao vi khuan dudi tadc dung ctia hoa chat hoic dién trudng trd
nén x6p, méng hon va tao cac 16 cho cac phan ti ADN c6 thé chui vao. Sau d6, cac té
bao dudc phuc héi trong méi trudng nudi cdy va cac thé bién nap dudc phat hién trén moi
truang thich hop.

+ Chuén bj t€ bao kha bién

Chon mét khuén lac E.coli nudi cay trong 10 ml LB 1dng, 14c 200 v/p, 37°C, qua dém.
Hut 0,5 ml dich t& bao cho vao 50 ml LB 16ng, I&c 200 v/p, 37°C, trong 4 gid. Ly tam 4.000
v/p, 4°C, 5 phut, thu tGa. Tan tla t& bao trong 5 ml CaCl, 0,1M (dé lanh s&n & 0°C), ly tam

thu tda.

Tan tda t&€ bao trong 0,85 ml CaCl, 0,1M va 0,15 ml glyxerol. Chia nhd 200 al vao cac
6ng Eppendorf 1,5 ml; bd nhanh vao N, 16ng, gilt 3 80°C.

+ Bién nap

B& sung truc tiép vao 6ng dung t& bao kha bién 3 al ADN plasmit, i 30 phut trong da.
Séc nhiét 6 42°C trong 2 phut réi chuyén ngay sang gili trong da 2 - 3 phut. Cho thém
250ul | méi trudng SOC, nudi 1ac 200 v/p & 37°C trong 45-60 phat. Trai 100 al dich t€ bao
I&én trén dia LB dac chta Ampicillin néng dé cudi cing 100 ag/ml, IPTG 100ag/ml va X-Gal
0.4% roi G & 37°C qua dém.

Dé tai KC.04.13 7



Quy trinh phan 1l4p gen béng phuong phap PCR

Buéc 5. Tach plasmit

Tién hanh theo phuong phap cla Birnboim & Dody (1979); Ish-Horowicz & Burke

(1981).

Cay chuy&n mét khuan lac vao 6ng nghiém chira 10 ml LB 16ng cé bd sung khang

sinh chon loc, 13c qua dém & 37°C, 200 v/p.

Chuyén 2 ml dich nuéi cay vao cac 6ng Eppendorf loai 2 ml va dem ly tam 6.000
v/p, 5phut, 4°C dé thu t& bao. Can dudc hoa trong 200 al dung dich | bdng may

vortex.
B& sung ngay 400 al dung dich Il, dao nhe nhang, gili trong da 5 phut.
B& sung ti€p 300 al dung dich Ill, do nhe nhang, gitf trong da 3 phut.

Ly tam 10.000 v/p, 4°C, 10 phat. Chuyén dich néi sang 6ng Eppendorf méi. BS
sung 900 pl dung dich Phenol/Chloroform/Isoamyl Alcohol (25:24:1), trén that déu
va dem ly tam 10.000 v/p, 15 phat dé loai protein va ADN nhiém s3c thé.

Hat nhe nhang pha trén sang 6ng Eppendorf méi (tranh lam van pha duéi). Taa
dung dich thu dudc véi 1 1an thé tich Isopropanol. Pao nhe nhang, dé yén & nhiét
dé phong 2-5 phat. Thu ADN két tda trong dung dich bang céach ly tam 13.000 v/p,
15 phdt.

B6 sung thém 1 ml c6n 70%, ly tam 13.000 v/p, 2 phit. Lam khé tda. Hoa tan ADN thu
dugc trong 300 ul TE hodc nudc cét hai lan khir tring chifa ARNase 10 ug/ml va G &
37°C trong vong 1 gid. Chay dién di kiém tra 2-5 al trén gel agarose 0.8%.

+ Hba chat

Dung dich I: glucose 50mM; Tris-HCI 25mM; EDTA 10mM; pH 8,0
Dung dich Il: NaOH 0,2N; SDS 1%

Dung dich lll: 60 ml Potassium acetat 5M; 11,5 ml axit acetic; 28,5 ml H,O

Buéc 6. Chon plasmit mang gen vip3

ADN plasmit dugc x( ly vGi enzym gi6i han E.coRlI theo phan {ng:
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Quy trinh phan 1l4p gen béng phuong phap PCR

H,0 3,7
Dém 10X riéng clia enzym 1l
ADN 5 ul
Enzym (10U/ul) 0,3 ul
Téng thé tich phan Gng 10 pl

Budc 7. Doc trinh tu nucleotit gen vip3

Gen vip3 dugc xac dinh trinh tu trén may tu dong ABI PRIMS? 3100 Avant Genetic
Analyzer bang cach s dung bd hoa chat sinh chuan BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing. Do gen vip3 c6 kich thudc 16n nén dé xac dinh ddy du va chinh xac trinh tu,
nén chung téi da s dung thém mot cadp mdi nam phia bén trong gen ki hiéu 1a V3.1 va

V3.2.

Bang 6. Thanh phan phan (g PCR cho xac dinh trinh tu

Thanh phan Thé tich(ul)
Dung dich dém(5X) 3

M®&i xudi 1,275

ADN mau (~100 ng) 7,725
BigDye 3

Téng 15

Bang 7. Chuong trinh phan tng PCR cho xac dinh trinh ty

Buéc Phan iung Nhiét do Thdi gian Chu ky
1 Bién tinh 96°C 1 phat 1
2 Bién tinh 96°C 10 giay -
3 B4t cap 55°C 5 giay x25
4 Kéo dai 60°C 4 phat
Hoan tat kéo dai 72°C 8 phut 1
6 K&t thuc phan Gng 4°C 30phut

San phdm PCR dudc tla bang cach bs sung 5ul 125mM EDTA, 60pul 100% EtOH. G &
nhiét dd phong 15 phut. Ly tdm dich 12000 v/p trong 15 phut, loai bd EtOH. Rira tla bang
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Quy trinh phan 1l4p gen béng phuong phap PCR

70 al 70% EtOH, ly tam 12000 v/p trong 5 phut réi d& kho. B6 sung 10 ul Hi-Di™
Formamide va bién tinh & 95°C trong 5 phut. Cac mau dudc tra vao cac giéng cla khay
dung mau va dién di trong 6ng mao quan (80 cm x50 pl) véi polymer POP-4™ cla hang
ABI, M.

Budc 8. So sanh trinh tu nucleotit

Trinh tu nucleotit vira dudc xac dinh sé dudc x{ ly so sanh véi trinh tu nucleotit cla
gen vip da dugc céng bd trong ngan hang gen qudc té bang phan mém ADNStar va
BioEdit.

2. San pham cta quy trinh
1. Plasmit pCR2.1 mang gen vip3.
2. T& bao vi khuén E.coli chting DH5a mang gen vip3.

3. 01 trinh tu gen vip3
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Quy trinh phan 1l4p gen béng phuong phap PCR

So dé 1. Quy trinh phan l1ap gen vip3

Budc | N&i dung thuc hién Anh minh hoa

1 Tach chiét ADN téng s&
clia Bacillus
thuringiensis AB51

2 Phan (ing PCR

3 Gé&n gen vip3 vao vecto . —
tach d(‘)ng pri'ml:nwl- @

pCR*2.1-TOPO" MB F33i::

4 | Bién nap plasmit tai t&
hop vao t€ bao E.coli
DH5x
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