Izolace genomové DNA z rostlinnych bunék
(cviceni ¢. 2)

Uvodni slovo

V piipad¢ prace s rostlinnym materidlem, je nutno, aby byl dostate¢né a co nejrychleji
rozmélnén. Zaprvé se takto zajisti vetSi mnozstvi izolované DNA a za druhé je ochranéna
pied nezadoucim pisobenim intracelularnich enzymu, zejména nukleaz. Kromé zpisobu jak
se pletivo zpracovava, je jesté potieba myslet na pouziti vhodného typu pletiv. Nejlépe se
k tomuto ucelu hodi mékka pletiva, jsou totiz bohatd na tenkosténné buiniky a nukleové
kyseliny. V lyzi bun¢k se mohou uplatnit mnoho postupti (viz krok 1 az 5), které rozdélujeme
do tfi zakladnich skupin dle zptsobu lyze, as to

a) Biologicka lyze zprostfedkovana degradacnimi enzymy jako napf. proteindza K, nebo
lysozym.

b) Fyzikélni lyze jako je var, zmrazeni, ¢i drceni (v naSem piipad¢ jsme material rozdrtili
po zmrazeni tekutym dusikem, viz krok 1)

c) Chemicka lyze, kdy vyuzivime napf. chelata¢ni cinidla (EDTA), detergenty
(laurysiran sodny), anebo guanidinové soli

Po tomto zpracovani biologického materidlu, mame k dispozici smés nejen nukleovych
kyselin, ale i dalSich biomolekul proteint, lipidd, ¢i sacharidi. Tyto nezddouci slozky se
odstraniuji zejména prostiednictvim extrakce, mize se také vytvaret jejich srazenina (viz krok
7), ktera se od roztoku oddéli pomoci centrifugace a kolony (viz krok 8 az 10). Nasledné
musime odd¢lit izolovanou nukleovou kyselinu od extrakénich ¢inidel, tedy provést
purifikaci. Extrakéni postup vyuZiva vznik sraZzeniny DNA po kontaktu s etanolem (viz krok
11). Abychom potlacili hydrofilni vlastnosti nukleovych kyselin, musime nejprve na jejich
molekuly (konkrétn& cukernatou slozku) navézat jednomocné kationty (Na*, K"), tak lze
vytvofit precipitat ve vodném prostiedi. Nyni precipitat zkoncentrujeme centrifugaci, zbytek
soli odstranime 70% ethanolem a samotny ethanol se odpati. Precipitat jsme tak schopni
rozpustit ve vodnim prostfedi a ziskat tak roztok nukleové kyseliny. V precipitaci se vSak
uplatiuji 1 preparativni, afinitni sloupcova chromatografie, oddéleni na kolonce u komercnich
spin columns, popiipad¢ jest¢ magnetické kulicky.

Komer¢ni souprava spolecnosti NUCLEOSPIN (Plant II Maxi Kit), kterd bude pouzita
v tomto cvieni, je ur€ena pro izolaci rostlinné DNA ze 100 mg pletiva . Izolovanou DNA je
mozné pouzit pro vSechny nasledné metody genového inZenyrstvi.

Cil cvidéeni

Izolovat rostlinnou DNA z klickdi bramboru obecného Solanum tuberosum anebo z listl
rostliny Laskavce ocasatého Amaranthus caudatus.

Pouzité rostliny

brambor obecny Solanum tuberosum

Laskavec ocasaty Amaranthus caudatus



Seznam pfistroju a pomucek

e nadoba s tekutym dusikem

e tekuty dusik

e termomixer

e tfepaCka Vortex

e centrifuga na 1,5 ml mikrozkumavky s otackami do 14 000 rpm (20 000 g)
e sada pipet o objemech 20, 200 a 1000 ul

Vlastni pracovni postup

Nez za¢nete izolaci

e Pied prvnim pouzitim nové soupravy pfipravte promyvaci roztok pfidanim ethanolu
96-100% do lahvicky s roztokem PW2, mnoZstvi ethanolu pfidejte podle pokynl
vyrobce. Radné protiepejte a oznaéte, Ze v nadobé uz je ethanol.

e Pied prvnim pouzitim nové soupravy pfipravte také roztok RNazy A. Napipetujte 1
500 pl sterilni destilované vody do sklenéné lahvicky s 15 mg RNéazy A a vortexujte.
Poté roztok uz uchovéavejte v lednici pti 4 °C.

e Vsechny centrifugace se provadéji pii 11 000 g

Bezpecnostni opatieni!

e po celou dobu izolace méjte nasazené jednorazové plastové rukavice, nukleazy
z vasich rukou by mohly zniéit izolovanou DNA,

e dodrzujte pravidla bezpec¢nosti prace piedepsana pro laboratof,

e jakékoli zranéni hlaste vedoucimu cviceni.

Vlastni izolace

1)

2)
3)

4)
S)
6)
7)
8)
9)

Navazte 100 mg naklicenych brambor anebo listd amarantil a pfeneste do tfeci misky,
nalijte na to tekuty dusik. Homogenizujte vzorek 100 mg v tekutém dusiku. Po rozdrceni
se rostliny Spickou 1000 pl pipety seSkrabou do 1,5 ml eppendortky.

Pridejte 400 pl pufru PL1

Radné promichejte vortexovanim po dobu nejméné 30s. (kdyz se vzorek neda
rozsuspendovat piidejte jesté dalSich 400 ul pufru PL1 a opét vortexujte)

Pridejte 10 ul RNazy A ( z lednice 4 °C).

Inkubujte vzorek pii 65 °C 20 minut

Centrifugujte pfi laboratorni teploté po dobu 5 min.

VloZte kolonku Nucleospin Filter (s fialovym prouzkem) do 2,0 ml mikrozkumavky.
Ptrepipetujte supernatant (max. 750 pl) do kolonky.

Centrifugujte pfi laboratorni teploté po dobu 2 min. a vyhod te kolonku do kose

10) K filtratu pridejte 450 pl pufru PC a pofadné promichejte vortexovanim

11) VloZte kolonku Nucleospin Plant II (se zelenym prouzkem) do 2,0 ml mikrozkumavky
12) Filtrat s PC pufrem ptepipetujte (max. 700 pl) do kolonky.

13) Centrifugujte pti laboratorni teploté po dobu 1 min.

14) Vylijte obsah zkumavky, ktery protekl kolonkou a kolonku vrat'te zpét do zkumavky
15) Do kolonky napipetujte 450 pl promyvaciho pufru PW1

16) Centrifugujte pti laboratorni teploté po dobu 1 min.

17) Vylijte obsah zkumavky, ktery protekl kolonkou a kolonku vrat'te zpét do zkumavky
18) Do kolonky napipetujte 700 pl promyvaciho pufru PW2

19) Centrifugujte pti laboratorni teploté po dobu 1 min.



20) Do kolonky napipetujte jest¢ 200 pl promyvaciho pufru PW2

21) Centrifugujte pfi laboratorni teploté po dobu 2 min.

22) Odstraiite zkumavku. Kolonku pieneste do Cisté 1,5 ml mikrozkumavky.

23)Do kolonky napipetujte 50 pl elu¢niho PE pufru zahfatého na 65 °C na kolonku a
inkubujte po dobu 5 min pfi 65 °C

24) Centrifugujte pfi laboratorni teploté po dobu 1 min.

25) Opakujte kroky 23 a 24. (Vysledni objem eluatu bude 100 pl)

26) Odstraiite kolonku, eluovand DNA je v roztoku.

27) Stanovte koncentraci DNA podle cviceni ¢. 4 nebo 5, provedte elektroforézu podle
cviceni €. 13 a posud'te kvalitu izolované DNA. Uskladnéte DNA pfi -20 °C.

Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici literatuie
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