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Med gentekniska metoder kan vi få fram information om 
genetiska likheter och skillnader mellan olika individer. I 
den här laborationen studeras D1S80, en genetisk markör 
på kromosom 1. 

Vissa delar av DNA är mycket variabla också inom en art. Sådana områden är 
användbara för att kartlägga den genetiska variationen både inom och mellan 
populationer. Begreppet genetisk markör används för ett locus (plats i DNA) som 
är användbart för att kartlägga genetisk variation. Hos människa är D1S80 ett ex-
empel på en sådan markör.

För D1S80 finns en relativt stor variation och en tydlig längdskillnad på allelerna 
mellan individer, vilket gör att vi kan studera dem med hjälp av gelelektrofores. 
Bland de mer än 27 olika alleler är de kortaste 370 baspar (bp) och de längsta 
över 800 bp. 

Syftet med laborationen är att eleverna ska få prova på några gentekniska meto-
der och därigenom kunna ta reda på längden av sina egna alleler för D1S80. La-
borationen innehåller metoderna extraktion ur kindceller, PCR samt gelelektro-
fores. Den här handledningen innehåller främst information om inköp, spädning, 
recept och förvaring.

Tips och information
Läs även artikeln Lika eller olika? i Bi-lagan nr 3 2013. 

Tillhörande elevinstruktion och powerpoint finns på Bioresurs webbplats: 
Resurser » Genetik » Laborationer och tillämpningar i genetik

Den beskrivna laborationen är utprovad och bearbetad av Mia Pontoppidan (lektor i bio-
logi) och Åsa Steinholz (institutionstekniker), båda vid Katedralskolan i Uppsala. Den har 
sedan omarbetats och uppdaterats av Bioresurs och Peter Lillhager (biomedicinsk analyti-
ker vid Institutionen för biologisk grundutbildning) vid Uppsala universitet.

Lärarhandledning

Är vi lika eller olika? 
– undersökning av markören D1S80 hos människa
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En gel på ett ljusbord som fotats med en 

mobilkamera. 1. Brunnar2. Storleksmarkör (stege)3. Rester av primers och ”primer dimer”

3. Ladda ditt prov på gelen så här: sug upp 15 µl av din PCR-produkt. Hitta en 

ledig brunn (ett fyrkantigt hål) på gelen. För försiktigt ned spetsen mot brunn-

nens kant och töm FÖRSIKTIGT ditt prov som nu ska sjunka ned i brunnen (= 

hålet). Notera noga vilken brunn du tagit och anteckna det i ett protokoll som 

ligger bredvid gelen. 4. En av brunnarna laddas med ett referensprov som består av en blandning av 

DNA-bitar av kända storlekar, en så kallad DNA-stege.

Körning av gelGelen körs genom att man kopplar en spänning över den. Negativt laddade mole-

kyler vandrar mot pluspolen. Små molekyler vandrar snabbt och hinner längre än 

större molekyler. En högre spänning, upp till ca 200 V, gör att proverna vandrar snabbare, men se-

pareras sämre för att gelen blir varm. För att undvika det kan elektroforesbufferten 

(”körningsbufferten”) och gelen förvaras i kylskåp innan man kör. 

Körtiden anpassas så att den röda färgen (ingår i REDTaq ReadyMix) vandrar mot 

änden av gelen. Den röda färgen motsvarar DNA-fragment av storleken 125 bp (1 % 

agarosgel) eller ca 300 bp (2 % agarosgel).
Vad händer nu?

Gelen är som ett nätverk av långa trådar som molekylerna måste passera igenom. 

Stora molekyler trasslar in sig mer i nätverket och kommer att röra sig långsammare 

än korta molekyler. För att kunna se hur långt DNA-molekylerna vandrat i gelen måste man färga dem. 

Vi använder ett ämne som binder till DNA och som ger ifrån sig en färg då man lyser 

på gelen med ljus av en viss våglängd. GelGreen och GelRed är två vanliga färger 

som inte är giftiga. Man använder 302 eller 312 nm UV-ljus för Gel Red och 254 nm 

UV-ljus eller 470 nm (blått ljus) för GelGreen. OBS! Tänk på att skydda ögonen. 

Exempel på resultat ser du i bilden 

bredvid. Bilden är tagen med vanlig 

mobilkamera. Proven har laddats i övre 

delen av figuren. Ett ljust (rosa) streck 

kallas för ett band. Det består av DNA-

molekyler av samma storlek som därför 

har vandrat lika långt i gelen. Storleks-

markören längst till vänster, ”stegen”, är 

en blandning av DNA-fragment med 

bestämda längder. Stegen som används 

i det här försöket har band mellan 

100–1 000 bp. Längst ner i bilden finns 

rester av primers och ”primer dimer”. 

Det är primers som inte har fäst till 

DNA utan finns kvar i provet och då 

också syns på gelen.

1

2

3
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Gelelektrofores 
Varje D1S80-allel har en speciell längd. Du bär antingen på två lika långa alleler (ho-mozygot) eller två alleler med olika längder (heterozygot). Genom gelelektrofores kan vi studera vilka längder vi har på våra ”DNA-bitar”. Gelen som används är gjord av agaros (1,5 %) och en stabil pH-buffert.

Gelgjutning
1. Gör iordning geltråget. I vissa elektroforesutrustningar placeras tråget i utrustning-en. I andra gjuts gelen separat. Sätt i den kam du ska använda för att göra brunnar.2. Väg upp 1,5 g agaros.
3. Mät upp 100 mL 1x TA-buffert i en 250 ml E-kolv.
4. Tillsätt agaros till E-kolven med buffert, blanda om genom att svirvla kolven. Denna blandning ger en 1,5-procentig gel.
5. Koka upp i mikrovågsugn. OBS! Var försiktig så att det inte kokar över. Värm i 30 sekunder i taget. Titta hela tiden på E-kolven och stäng av mikrovågsugnen när du ser att det börjar koka. Se till att all agaros är smält. Det ska inte finnas någon fällning i lösningen.  
6. Låt stå på bänk en liten stund (kan svalna till cirka 50 °C). Man ska kunna hålla i flaskan utan att bränna sig.
7. Häll försiktigt i den varma agaroslösningen i geltråget.
8. Låt stelna (tar cirka 10–20 minuter i rumstemperatur).
Under väntetiden kan ni öva på att ladda prover på en redan gjuten gel.

En gel med brunnar som använts för att öva att ladda färger på en gel.

Brunnar

Ladda en gel
Gelen placeras i en elektroforesapparat. En buffert med stabilt pH (TA-buffert) till-sätts så att det täcker gelen. 
Ta fram ditt PCR-rör som nu förhoppningsvis innehåller miljontals kopior av en speciell del av ditt DNA. Detta är din PCR-produkt. Vätskan är rödfärgad eftersom man har tillsatt en laddningsfärg som gör det lättare att se provet under gelelektro-foresen. Provet innehåller också ämnen som ger en hög densitet som gör det lättare att ladda provet i hålen (brunnarna) i gelen, samt en buffert som gör att DNA hålls negativt laddat.

1. Tillsätt 2 µl GelRed till ditt PCR-rör. GelRed är en fluorescerande färg som bin-der till DNA.
2. Välj en automatpipett som du ställer på 15 µl eller enligt lärarens instruktion.
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Maskinen höjer och sänker temperaturen om och om igen (se de två illustrationerna 

nedan). Vid höjning av temperaturen till 94 °C bryts vätebindningarna mellan bas-

paren (denaturering) och vi får enkelsträngat DNA. När temperaturen sänks fäs-

ter primers där de matchar det enkel-strängade DNA (annealing).
När temperaturen höjts till 72 °C arbe-tar det tillsatta enzymet taqDNA-po-lymeras med att bygga klart en match-ande kopia av DNA med en primer som startbit (elongering). 

För varje temperaturcykel fördubblas mängden DNA. Efter 20–35 cykler har vi miljontals DNA-bitar. 
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4. Byt pipettspets för att pipettera Chelex-lösningen. Chelex-kulorna ska vara or-
dentligt uppblandade i vätskan (de sjunker lätt till botten). Blanda genom att suga 
upp och ned med pipettspetsen. Kontrollera att Chelex-kulorna följer med vid 
pipetteringen. Tillsätt 100 µl Chelex-blandning till cellsuspensionen med pipetten.

5. Använd en vortexapparat för att blanda cellerna med Chelex. Håll upp röret 
mot ljuset och se till att det inte finns några synliga cellklumpar kvar. Detta mo-
ment är mycket viktigt. Chelex adsorberar de föroreningar som kan störa PCR-
reaktionen som ska göras senare.

6. Inkubera (= låt vila) provet i ett vattenbad eller värmeblock (100 °C) under 10 
minuter. Nu förstörs membraner och DNA frigörs från proteiner med hjälp av 
värme och Chelex. Det finns en risk att locket flyger upp och vätskan skvätter ut 
på grund av övertryck i röret. Det kan förhindras genom att lägga något på rören 
eller att värma vid 90–95 °C istället. Ta upp provet ur vattenbadet eller värme-
blocket med hjälp av en pincett och kyl det på is under en minut. 

7. Skaka röret så att innehållet blandas. Centrifugera 1 minut på 10 000 rpm (OBS! 
Balansera centrifugen med ett motviktsrör med samma volym). Chelex-kulor 
och rester av cellmembran med mera bildar nu en pellet i botten av röret. Nu 
är det alltså supernatanten (vätskan) som innehåller DNA. För över 20 µl av su-
pernatanten till ett nytt eppendorfrör, som du märkt med ditt namn. OBS! Inga 
Chelex-kulor får följa med, det stör PCR-reaktionen!

8. Förvara ditt prov på is eller i en frys tills du kan genomföra PCR.

PCR (Polymerase Chain Reaction)
1. Märk ett 0,2 ml PCR-rör. Gör en märkning med dina initialer på både rörets lock 

och sida med märkpenna. Byt pipettspets mellan varje pipettering.

2. Tillsätt 25 µl REDTaq ReadyMix till ditt PCR-rör.

3. Tillsätt 2 µl Forward primer till ditt PCR-rör.

4. Tillsätt 2 µl Reverse primer till ditt PCR-rör.

5. Tillsätt 2,5 µl DNA-extrakt (från det eppondorfrör där du förvarar ditt DNA).

6. Tillsätt 18,5 µl nukleasfritt vatten.

7. Vortexa för att blanda och centrifugera en kort stund så alla små droppar hamnar 
på botten av röret. 

8. Placera ditt rör i en PCR-maskin och skriv upp på ett papper var i PCR-maskinen 
du sätter ditt rör.

9. Starta PCR-programmet (görs av läraren). 

Vad händer nu?

PCR-maskinen används för att amplifiera (kopiera upp) en liten del av DNA. Ge-
nom att använda så kallade primers som specifikt fäster till området före (forward) 
och efter (reverse) D1S80-området kommer endast detta område kopieras. Sekven-
sen för de primers som används ser du här:

Forward primer: 5’GAAACTGGCCTCCAAACACTGCCCGCCG 3’

Reverse primer: 5’GTCTTGTTGGAGATGCACGTGCCCCTTGC 3’
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Är vi lika eller olika? 

– undersökning av markören D1S80 hos människa 

Syftet med laborationen är att få prova på några gentekniska 

metoder för att få fram information om genetiska likheter och 

skillnader mellan olika individer. 

Den del av arvsmassan som studeras i laborationen finns på kromosom 1 och kallas 

D1S80. Denna kodar inte för något protein och går därför inte att koppla till någon 

speciell egenskap. Det finns mer än 27 olika alleler för D1S80 och det är längden på 

allelerna som skiljer sig åt, beroende på ett avsnitt på 16 baspar (bp) som upprepas 

olika antal gånger. De kortaste allelerna är 370 bp medan de längsta är över 800 bp. 

Längdskillnaden gör att vi kan studera de olika allelerna med hjälp av gelelektrofores 

som separerar DNA-bitar utifrån deras storlek. 

Du utgår från ditt eget DNA och genomför följande steg:

• Extraktion av DNA från munceller

• PCR för att kopiera D1S80-området

• Gelelektrofores för att studera individernas genotyper

Extraktion av DNA från munceller

1. Märk en engångsmugg med dina initialer. Skölj munnen med cirka 1 msk 0,9% 

NaCl-lösning (täcker botten i en engångsmugg). Spotta ut saltlösningen med sa-

liv och munceller (cellsuspension) i engångsmuggen. Skrapa med skaftet av en 

engångssked på insidan av kinderna och doppa i cellsuspensionen. Så många som 

möjligt av dina egna celler ska blandas med saltlösningen. Skaka muggen så att cel-

lerna blandas ordentligt. Använd automatpipett (OBS! Ta en ny spets till automat-

pipetten) och pipettera 1 000 µl av cellsuspensionen till ett märkt eppendorfrör.

2. Placera ditt rör i en eppendorfcentrifug och se till att det sitter ett rör med 

samma volym mitt emot ditt rör (balansera centrifugen). Centrifugera cellsus-

pensionen 1 minut på 10 000 rpm. När röret, som är lite vinklat, snurras 

runt i maskinen kommer cellerna att ”tryckas ut” mot botten av röret 

och bilda en liten klump (pellet). 

3. Sug med automatpipetten försiktigt upp supernatanten (vätskan 

ovanför pelleten), som sedan kastas i engångsbägaren. Var försik-

tig så att inte pelleten rörs upp. En liten volym saltlösning ska 

finnas kvar i röret. Celler med DNA finns i pelleten.

https://bioresurs.uu.se/wp-content/uploads/2016/09/bilagan2013_3_likaellerolika.pdf
https://www.youtube.com/watch?v=IbY122CSC5w
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Inköp, spädning, recept och förvaring
De flesta reagensen till laborationen kan beställas från Merck (Sigma Aldrich). 
Om inget annat anges kommer prisexemplen därifrån (webbplatsen är på engel-
ska men priserna på svenska) men det kan ibland vara billigare att beställa från 
andra leverantörer. Samtliga prisuppgifter är från 2023. Längst bak i dokumentet 
finns en materiallista. 

PCR-kit
REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix inklusive laddningsfärg och separat rör med 
nukleasfritt vatten. Förvaras i frys (-20 °C). 
•	 100 reaktioner (Art.nr R2523-100RXN). Pris: 2 120 kr exkl. moms

•	 20 reaktioner (Art.nr R2523-20RXN). Pris: 623 kr exkl. moms  

Chelexkulor
Chelex 100 sodium form. Chelex blandas till 10 % med 0,050 M Tris pH 11 (ställ 
pH med NaOH). Förvaras i rumstemperatur.
•	 25 g (Art.nr C7901-25G). Pris: 1 100 kr exkl. moms.

Primers
Primers kan beställas från många olika företag. Beställningsexemplet nedan är 
från Merck (Sigma-Aldrich) och deras webbsida med rubriken DNA Oligos In Tubes.

Forward primer:
5’GAAACTGGCCTCCAAACACTGCCCGCCG 3’

Reverse primer:
5’GTCTTGTTGGAGATGCACGTGCCCCTTGC 3’

Knappa in sekvensen för den primer du vill ha, välj minsta mängd DNA (0,025 
µmol) och klicka i antalet portioner (Tubes Per Oligo), exempelvis 5 rör. Ett rör 
räcker till cirka 160 reaktioner (160 elever, eftersom alla använder sitt eget DNA). 
Priset för primers (5 x 0,025 µmol) beror på primerlängden men ligger på cirka 
100–150 kr exkl. moms. 

Det är enklast att beställa primers i lösning, In Solution (TE), med koncentratio-
nen 100 µM, så får man en färdig stocklösning. Primers i TE-buffert kan förvaras 
länge, flera år i frysen (-20 °C), men man ska undvika att tina och frysa om dem 
upprepade gånger. Dela därför upp stocklösningen i portioner när den ska an-
vändas (se nästa sida).  

Ett annat alternativ är att beställa frystorkad primer. I frystorkad form är håll-
barheten ännu längre. När man då späder sin primer för första gången gör man 
själv en stocklösning med koncentrationen 100 µM. Använd TE-buffert (10 mM 
Tris, pH 7.5–7.9, 1 mM EDTA). Det går också att beställa en stamlösning av TE-
bufferten om man inte vill göra den själv.

•	 Tris 500 g (Art.nr GE17-1321-01). Pris: 850 kr exkl. moms

•	 EDTA 250 g (Art.nr E5134-250G). Pris: 993 kr exkl. moms 

•	 Stamlösning: Tris-EDTA buffer solution 100 ml (Art.nr T9285-100ML).  
Pris: 530 kr exkl. moms
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Primers levereras med ett produktblad (Technical Datasheet) med information 
om plasmiderna (se ovan). Längst ut till höger står den volym av respektive pri-
mer som finns i röret. 

Spädning av primers

Vid det första tillfället man tinar stocklösningen bör den delas upp i mindre por-
tioner, för undvika upprepade upptiningar och infrysningar. Portionera upp 10 µl 
i varje rör (100 µM) och frys in de rör som inte ska användas. När det är dags att 
köra laborationen ska stocklösningen spädas ytterligare, nu med sterilt destille-
rat vatten för att få 10 µM (10 pmol/µl).

Om man har 30 elever kommer det gå åt 2 * 30 = 60 µl primer av varje sort, men 
det är bra att ha lite extra. Ta ett rör med 10 µl stocklösning och tillsätt 90 µl 
sterilt destillerat vatten för att bereda 100 µl med koncentrationen 10 µM. Detta 
kan fördelas på några olika rör så att eleverna kan pipettera vid flera stationer/
platser. Det kan också göras någon dag före laborationen och förvaras i frys. 

I den PCR-mix vi använder ska man till en reaktion ha en primerkoncentration i 
intervallet 0,1–1,0 µM (10-20 pmol/reaktion).

 

Bilden är en skärmdump från webbsidan DNA Oligos In Tubes,
www.sigmaaldrich.com/SE/en/configurators/tube?product=standard

Valfritt namn på nukleotiden 
(oligonukleotid)

Den önskade sekvensen

Mängd och ”desalt”
TE-lösning och koncentration 
eller torrvikt

I primer-produktbladet står det vilken volym TE-buffert (µl) som är tillsatt till varje primer för att få en 
koncentration på 100 µM. Till exempel är stocklösningen med primern D1S80B gjord genom att tillsätta 99 
µl TE-buffert till 9,9 nmol primer. 

SALES ORDER NO: 8817548416
CUSTOMER NO: 0026273650
SHIPMENT DATE: 04/10/2021

INSTITUTE: UPPSALA UNIVERSITET/EBC
RESEARCHER: AFSANEH AHMADZADEH
PURCHASE ORDER NO: 140AFS

Bin Number: 8481* Calculation is provided for oligos shipped dry.

Batch # Oligo Name Oligo # Len Pur Scale MW Tm° μg/OD OD μg nmol Epsilon
1/(mMcm) Dimer2ndry GC % μl for

100μM* Sequence(5'-3')

HA15165238 D1S80A 8817548416-000010 28 DST 0.025 8488 83.2 33.2 2.91 96.8 11.4 255.3 No Moderate 64.2 N/A GAAACTGGCCTCCAAACACTGCCCGCCG

114μl/100μM/

HA15165238 D1S80A 8817548416-000010 28 DST 0.025 8488 83.2 33.2 2.91 96.8 11.4 255.3 No Moderate 64.2 N/A GAAACTGGCCTCCAAACACTGCCCGCCG

114μl/100μM/
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114μl/100μM/

HA15165239 D1S80B 8817548416-000020 29 DST 0.025 8892 80.8 34.1 2.58 88.2 9.9 260.5 No Weak 58.6 N/A GTCTTGTTGGAGATGCACGTGCCCCTTGC

99μl/100μM/

HA15165239 D1S80B 8817548416-000020 29 DST 0.025 8892 80.8 34.1 2.58 88.2 9.9 260.5 No Weak 58.6 N/A GTCTTGTTGGAGATGCACGTGCCCCTTGC

99μl/100μM/

HA15165239 D1S80B 8817548416-000020 29 DST 0.025 8892 80.8 34.1 2.58 88.2 9.9 260.5 No Weak 58.6 N/A GTCTTGTTGGAGATGCACGTGCCCCTTGC

99μl/100μM/

HA15165239 D1S80B 8817548416-000020 29 DST 0.025 8892 80.8 34.1 2.58 88.2 9.9 260.5 No Weak 58.6 N/A GTCTTGTTGGAGATGCACGTGCCCCTTGC

99μl/100μM/

HA15165239 D1S80B 8817548416-000020 29 DST 0.025 8892 80.8 34.1 2.58 88.2 9.9 260.5 No Weak 58.6 N/A GTCTTGTTGGAGATGCACGTGCCCCTTGC

99μl/100μM/

Technical Datasheet

Centrifuge tube prior to opening to prevent loss of pelleted oligonucleotide.
For Research Use Only

Key to Symbols: R = A + G, Y = C + T, M = A + C, K = G + T, S = G + C, W = A + T, H = A + T + C, B = G + T + C, D = G + A + T, N = A + C + G + T, V = G + A +C. 
Phosphorothioate linkages=*, 2'O-Methyl RNA = [mA], [mG], [mC], [mU], LNA Bases= [+A], [+G], [+C], [+T], DNA Bases within RNA oligos = [dA], [dC], [dG], [dT]

QM-FM-028, Version 2, Effective: 6/24/2010.
Sigma and Sigma Aldrich are registered trademarks of Sigma-Aldrich Biotechnology, L.P. and Sigma-Aldrich Co.
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Technical Datasheet

Centrifuge tube prior to opening to prevent loss of pelleted oligonucleotide.
For Research Use Only

Key to Symbols: R = A + G, Y = C + T, M = A + C, K = G + T, S = G + C, W = A + T, H = A + T + C, B = G + T + C, D = G + A + T, N = A + C + G + T, V = G + A +C. 
Phosphorothioate linkages=*, 2'O-Methyl RNA = [mA], [mG], [mC], [mU], LNA Bases= [+A], [+G], [+C], [+T], DNA Bases within RNA oligos = [dA], [dC], [dG], [dT]

QM-FM-028, Version 2, Effective: 6/24/2010.
Sigma and Sigma Aldrich are registered trademarks of Sigma-Aldrich Biotechnology, L.P. and Sigma-Aldrich Co.
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DNA-stege/storleksmarkör
DNA-stege finns att köpa på Fisher Scientific (även här är webbplatsen på eng-
elska men priserna på svenska). Förvaras i frys (-20°C), men kan också förvaras i 
kylskåp eller i rumstemperatur i upp till 6 månader och räcker till cirka 100 app-
likationer.

•	 Thermo Scientific™ GeneRuler 100 bp DNA Ladder, ready-to-use  
(Art.nr SM0243). Pris ca 670 kr. 

Stegen är färdig att använda. Den är förblandad med färgämne och glycerol 
(1X TriTrack DNA Loading Dye) och kan laddas direkt på gelen. Enligt instruktio-
nen ska man ladda 1 µl/mm gelbana (brunnens bredd), men det brukar räcka 
med cirka 300 ng (3 µl) stege. Blanda 3 µl stege med 2 µl GelRed/GelGreen (se 
nedan). 

På gelen laddas 5 µl stege. Man ska undvika att ta för mycket av stegen för ban-
den kan bli utsmetade, men vill man pipettera större volym (om det är enklare 
för eleverna) kan man späda med den medföljande färglösningen.

I förpackningen medföljer även en koncentrerad färglösning 6X TriTrack DNA Lo-
ading Dye som innehåller färger och 60 % glycerol. Den finns med för att färga 
annat DNA, vilket inte behövs i denna laboration eftersom laddningsfärger (röda) 
ingår i kitet REDTaq ReadyMix PCR. 

GelGreen eller GelRed
GelGreen eller GelRed finns hos VWR, Fischer Scientific m fl. Exemplen nedan 
kommer från VWR (webbplats på svenska). Minsta mängd som finns att köpa är 
100 µl i vatten. Pris ca 500 kr exkl. moms. GelGreen/GelRed förvaras i rumstem-
peratur men i mörkt utrymme (ljuskänsligt). 

•	 GelRed® Nucleic Acid Gel Stain; 10,000X in water, 0.1 mL (Art.nr 41003-T)

•	 GelGreen® Nucleic Acid Gel Stain; 10,000X in water, 0.1 mL (Art.nr 41005-T)

Båda är färgämnen som binder till DNA och syns när gelen läggs på ett UV-bord. 
Man använder 302 eller 312 nm UV-ljus för GelRed och 254 nm UV-ljus eller 470 
nm (blått ljus) för GelGreen. Tänk på att skydda ögonen. Beroende på vilken UV-
apparat man har på skolan kan skyddsglasögon som skyddar mot UV-ljus behö-
vas. 

Späd GelRed 25x med destillerat vatten. Spädningsexempel: Blanda 4 µl GelRed 
med 96 µl vatten för att få 100 µl brukslösning. Varje elev tillsätter 2 µl till sitt 
DNA-prov.

Traditionellt brukar man tillsätta GelRed eller GelGreen i gelen, men det finns 
många fördelar med att tillsätta färgämnet i proverna istället. Färg som är till-
satt i gelen ger en ljus bakgrund samtidigt som stora fragment med mycket DNA 
samlar på sig mycket färg (och ger stora utsmetade band), medan små fragment 
med lite DNA istället syns dåligt. Dessutom tillsätts så små volymer av GelRed/
GelGreen i brunnarna att gelen kan slängas i brännbart. 
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Buffert till gel och körningsbuffert till gelelektroforesap-
paraten
För att gjuta geler och som körnings-
buffert fungerar en TA-buffert bra. 
Se texten under Primers för prisex-
empel på Tris.

Även här finns en förändring från den 
TAE-buffert man traditionellt brukar 
använda. I andra recept tillsätts EDTA 
till bufferten för att binda vissa posi-
tiva joner (som förhindrar att exem-
pelvis nukleaser bryter ner DNA). Det 
behövs egentligen inte, så i denna 
beskrivning har vi tagit bort EDTA och 
gör en TA-buffert istället. Dels för att 
slippa köpa in ytterligare en kemika-
lie, dels för att man inte ska hälla ut EDTA i avloppet. 

Recept för 50x TA (per liter)

1.	 Väg upp 242 g Tris (molekylmassa = 121,14 g/mol) och lös det i ungefär 750 ml 
avjonat vatten. 

2.	 Tillsätt (försiktigt!) 57,1 ml koncentrerad ättiksyra. Kontrollera och ställ pH till 
ungefär 8,0.

3.	 Justera till 1 liter med avjonat vatten. Kan förvaras i rumstemperatur.

Brukslösning i gel och buffert till gelelektroforesapparaten 1x TA

Brukslösningen 1x TA fås vid spädning av 50x TA. Ta 20 mL 50x TA och späd till 1 
liter med avjonat vatten.

Gjutning och körning av gel
För att kunna gjuta en gel (1,5 %) behövs agaros och 1x TA-buffert. Prisexemplet 
kommer från Fischer Scientific.

•	 Agarose (Broad Separation Range for DNA/RNA/Genetic Analysis Grade) Fisher 
BioReagents™, 100 g. Pris: 790 kr exkl. moms.

Man kan köra gelen med ca 5–15 V spänning/cm gel. Till exempel kan en 12 cm 
lång gel köras med 10 V/cm, vilket motsvarar att man ställer in spänningsag-
gregatet på 120 V. En högre spänning, upp till ca 200 V, gör att proverna vandrar 
snabbare, men separeras sämre för att gelen blir varm. För att undvika det kan 
elektroforesbufferten (”körningsbufferten”) och gelen förvaras i kylskåp innan 
man kör. 

Körtiden anpassas så att den röda färgen (ingår i REDTaq ReadyMix) vandrar mot 
änden av gelen. Den röda färgen motsvarar DNA-fragment av storleken 125 bp (1 
% agarosgel) eller ca 300 bp (2 % agarosgel).

Tris, TE eller TA?
Flera olika buffertlösningar omnämns i 
den här laboratonen:

•	 Tris-buffert till chelexkulorna (s. 2),

•	 TE-buffert (Tris och EDTA) till primers 
(s. 2),

•	 TA-buffert (Tris och ättiksyra) till ge-
ler och som körningsbuffert (s. 5).

Även TEA-buffert (Tris, ättiksyra och 
EDTA) beskrivs men används inte här.
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Materiel till laborationen
Per labbgrupp (2 elever) 
•	 2 engångsmuggar

•	 2 engångsskedar

•	 0,9 % natriumkloridlösning, 1 msk (15 ml)

•	 2 eppendorfrör	

•	 1 automatpipett 1000 µl + pipettspetsar

•	 1 automatpipett 200 µl + pipettspetsar

•	 1 automatpipett 10 µl + pipettspetsar

•	 chelexlösning (100 µl/prov)

•	 1 pincett

•	 2 PCR-rör (0,2 ml)	

•	 REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix (25 µl/prov) 

•	 1 märkpenna	

•	 forward primer (2 µl/prov)

•	 reverse primer (2 µl/prov)	

•	 nukleasfritt vatten (18,5 µl/prov)	

•	 GelRed eller GelGreen (2 µl/prov)

Övrigt
•	 eppendorfcentrifug	

•	 vortexapparat	

•	 vattenbad eller värmeblock (100 °C)

•	 is	

•	 PCR-maskin

•	 gelelektroforesapparat

•	 spänningsaggregat och sladdar	

•	 agaros till gelen (1,5 g/gel)

•	 1 x TA-buffert (100 ml/gel + buffert till gelelektroforesapparaten)

•	 E-kolv (250 ml)

•	 mikrovågsugn	

•	 referensprov/stege


