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|IZOLACE DNA (KIT DNeasy Plant Mini)

1 Ugel a rozsah

Postup slouZi k ziskani deoxyribonukleové kyseliny (DNA) ze vzorku pomoci komercniho
kitu DNeasy Plant Mini.

2  Princip

Proces izolace (extrakce) DNA pomoci vySe uvedeného kitu je zaloZen na principu vazani
DNA na silikagelové membrany v kolonkach. Kit vyuziva dva druhy kolonek — fialové
kolonky umoznuji mechanickou filtraci zbytkli bunécnych stén, precipitovanych proteinti
a polysacharidi. Bezbarvé kolonky adsorbuji DNA a opakovanymi promyvacimi kroky
umoziuji odstranéni sacharidd, polyfenoll a ostatnich rostlinnych metabolitd.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické ¢istoty, pokud neni uvedeno jinak.

DNeasy® Plant Mini Kit - kit pro izolaci genomické DNA z rostlinnych bunék a pletiva
(Qiagen), obsahuje:

DNeasy Mini Spin Columns (bezbarvé).

QIlAshredder Mini Spin Columns (fialové).

Collection Tubes (2 ml).

Buffer AP1.

Buffer P3.

Buffer AWL1 (koncentrat), pfed prvnim pouzitim se fedi (95 — 100)% etanolem (13)
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podle navodu vyrobce kitu.

7 Buffer AW2 (koncentrat), pied prvnim pouzitim se fedi (95 — 100)% etanolem (13)
podle ndvodu vyrobce Kitu.

8 Buffer AE.

9 RNase A (100 mg/ml).
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Dalsi chemikalie potiebné pro izolaci DNA
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Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovand).
Voda vhodna pro PCR.

Etanol denaturovany 70%, pro ¢isténi povrchu.

Etanol (95 — 100)% pro UV spektroskopii.

Chlornan sodny, (0,5 — 1)% roztok.

Ptiprava: Do 1000ml odmérného vélce se nalije 200ml 5% roztoku chlornanu sodného
(dodava se komerén¢ od oveéreného vyrobee) a doplni se vodou na objem 1000 ml.

Dekontaminacni roztok pro oSetfeni ploch, vhodny pro odstranéni DNA. Dodava se

komer¢né od ovéteného vyrobce ve formé uréené piimo k pouziti.

Piistroje a pomicky

Vodni lazen nebo termoblok s tiepacim nastavcem pro 2ml zkumavky, teplota 65 °C.
Laboratorni vahy s piesnosti 0,01 g.

Centrifuga.

Minishaker,

Vortex.

pH metr.

UV lampa.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) pl a sterilni $picky s filtrem.
Plastové sterilni zkumavky 0,5ml, 2ml.

Mrazici box a hlubokomrazici box.

Horkovzdusné susarna.

Nizkoobjemovy spektrofotometr (vinové délky 230 nm, 260 nm, 280 nm).

Latexové rukavice bezpudroveé, laboratorni sklo, stojanky na zkumavky, nadoba
na uchovani ledu, odpadni nadoby.

Sterilizace a dekontaminace se provadi podle charakteru materiadlu bud’ tepeln¢ v susarné 1 h
pti (115 — 120) °C) nebo chemicky (napi. dekontamina¢nim roztokem, (0,5-1)% chlornanem
sodnym, apod.).
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5 Postup
5.1 Izolace DNA

Obecné zasady pro izolaci DNA

Béhem celého postupu je naprosto nezbytné peclivé zachazeni se vzorky, aby se zamezilo
kontaminaci jednoho vzorku stopami druhého, napt. mikrokapénkami DNA, které se mohou
uvolnit pfi pipetovani, otevirani zkumavek, dotekem vi¢ek zkumavek jedné po druhé, apod.
Proto je tieba piizptsobit veSkeré operace prevenci kontaminace.

e Vyhnout se nevhodnym pohybtiim a dotektim, vSechny operace vykonavat v rukavicich
arukavice po kazdém kroku nebo kdykoli je tieba i v prib¢hu jednotlivych krokt
vyménit, nebo alesponi dekontaminovat otfenim dekontamina¢nim roztokem (15)
a vodou.

e Pouzivat sterilni material.

e Dojde-li k ukapnuti tekutiny, ktera obsahuje nebo by mohla obsahovat DNA, je nutno ji
okamzité vysat bunic¢itou vatou a pottisnény povrch otiit dekontamina¢nim roztokem
(15) nebo roztokem chlornanu sodného (14). Vata se vyhodi do DNA odpadu.

¢ Do kazdého béhu izolace DNA je nutno zafadit slepy vzorek bez rostlinného materiélu,
ktery dale postoupi PCR detekci pro ovéieni Cistoty reagencii a pfipadné kontaminace
vzorkd, tzv. kontrolu izolace (K).

Postup izolace DNA
K izolaci DNA se pouziva komer¢ni kit DNeasy®Plant Mini Kit.

Pfipravi se pracovni plocha: pracovni ndstroje, pomucky i prostor se dekontaminuji
od molekul DNA otfenim povrchii dekontamina¢nim roztokem (15), 70% chlornanem
sodnym (14) a UV zafenim po dobu 30 min.

Ke koncentratim pufri AW1 (6) a AW2 (7) se ptida etanol (13) v mnozstvi uvedeném
na lahvicce pufru. Po zfedéni se na lahvicku vyznaci jeho pfidani. Vytemperuje se vodni lazen
nebo termoblok na teplotu 65 °C.

Do sterilnich 2ml zkumavek se navazi 0,1 g zhomogenizovaného vzorku s piesnosti na 0,01 g,
vzdy ve dvou paralelnich stanovenich od kazdého vzorku.

Buné¢na lyze

Do kazdé 2ml zkumavky se vzorkem se napipetuje 500 ul pufru AP1 (4) a 4 pl RNazy A (9).
Obsah zkumavek se kratce promicha na vortexu. Inkubuje se 10 min pfi 65 °C ve vodni lazni
nebo termobloku. Béhem inkubace se vzorky 2 x aZz 3 x promichaji. Timto krokem se ziska
bunéény lyzat.

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD.
Platné od: 3. 8. 2017



‘ Ustiedni kontrolni a zkusebni Gstav zem&délsky Strana 4
. TN Narodni referencni laboratof
UKZUZ . ,
Jednotné pracovni pOStU Py — Vydni 1
zkousSeni krmiv
10700.1 — Izolace DNA (kit DNeasy Plant Mini) Revize 0
Vysrazeni zbytki

K bunéénému lyzatu se ptrida 130 pl pufru P3 (5), promicha se a inkubuje se 5 min na ledu
(vysrazeni bilkovin a polysacharidil). Centrifuguje se 5 min pii 14000 ot/min. Supernatant
se pipetuje do QIAshreddes Mini spin kolonek (fialové) (2), které jsou umistény ve sbérnych
2ml zkumavkach a centrifuguje se 2 min pti 14000 ot/min.

Vazani DNA
Protekla tekutina se pienese do nové 2ml zkumavky a pfida se 750 pl pufru AW1 (6).
Promicha se opakovanym pipetovanim. Napipetuje se 650 pl vzniklé smési do kolonek

DNeasy Mini spin (bezbarvé) (1) umisténych ve sbérnych zkumavkach. Centrifuguje se 1 min
pii 8000 ot/min. Protekla tekutina se vylije. Zopakuje se piedchozi krok se zbytkem smési.

Promyvani DNA

Dneasy Mini spin kolonky se pfemisti do novych sbérnych zkumavek a ptida se 500 ul pufru
AW?2 (7). Centrifuguje se 1 min pii 8000 ot/min. Protekla tekutina se vylije. Znovu se piida
500 ul pufru AW2 (7) a centrifuguje se 2 min pii 14000 ot/min.

Eluce DNA

Kolonky DNeasy Mini spin se pfemisti do novych zkumavek a piesné na membranu
se napipetuje 100 pl pufru AE (8). Inkubuje se 5 min pii laboratorni teplot¢ a poté
se centrifuguje 1 min pii 8000 ot/min. V proteklé tekuté se nachéazi vyizolovana DNA, ktera
se prepipetuje do sterilnich 2ml zkumavek.

5.2 Méreni koncentrace vyizolované DNA

Dulezitym krokem po vyizolovani DNA je orientacni spektrofotometrické stanoveni
koncentrace DNA a Cistoty DNA.

Spektrofotometrické méreni koncentrace a Cistoty vyizolovaného vzorku

Koncentrace ziskané DNA 1 hodnoceni cistoty vzorku se stanovi méfenim pii vinovych
délkach 230 nm, 260 nm a 280 nm. Koncentrace nukleovych kyselin se pocita na zakladé
absorbance vzorku pii 260 nm. Pfedpokladem pro spravné urceni koncentrace DNA je Cistota
vzorku. Stupenn Cistoty nukleovych kyselin se stanovuje z poméru absorbanci nameétenych
pti 260 nm a 280 nm; 260 nm a 230 nm. Nukleové kyseliny absorbuji UV zafeni s maximem
absorbance v oblasti vinoveé déelky okolo 260 nm, zatimco proteiny v oblasti okolo 280 nm.

Pomér absorbanci A260/A280

P#i poméru hodnot A260/A280 ~ 1,8 se povazuje vzorek vyizolované DNA za Cisty. Hodnoty
poméru absorbanci A260/A280 se nejéastéji pohybuji v rozmezi (1,7 — 2,0). Nizké hodnoty
tohoto poméru vétsinou indikuji, Ze je vzorek kontaminovany proteiny nebo reagenciemi, jako
je napi. fenol, nebo Ze vzorek obsahuje nizkou koncentraci DNA (< 10 ng/ul). Vysoké
hodnoty problém neindikuji, protoZe vyizolovana DNA muze vedle dvouvlaknové DNA
obsahovat DNA jednovlaknovou, volné nukleotidy a RNA. Jedna se o latky, které absorbuji
pii 260 nm.
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Pomér absorbanci A260/A230

Hodnoty A260/A230 pro cisté nukleové kyseliny byvaji vétSinou vyssi nez hodnoty
A280/A260, a to v rozmezi (2,0 — 2,2). Hodnoty odlisujici se od tohoto rozmezi indikuji bud’
problém se vzorkem, nebo s izola¢nim postupem. Proto je dulezité brat v Uvahu jak hodnoty
pod 2,0, tak i hodnoty nad 2,2. Nizké hodnoty uvedeného poméru mohou byt zpisobeny
pritomnosti sacharidli, zbytkového fenolu z izolace DNA a zbytkli guadininu, ktery je soucasti
izola¢nich kolonek. Vysoké hodnoty tohoto poméru mohou byt zplisobeny Spatnym postupem
meéfeni koncentrace a kvality.

Vlastni méreni koncentrace DNA

Koncentrace DNA se méti proti slepému vzorku, kterym je roztok, vnémz je DNA
rozpu$téna. Ve vétsiné piipadi se tedy jedna o elu¢ni pufr (8) pouzitého izolac¢niho kitu.
K méfeni na spektrofotometru NanoDrop se pouZiji 2 ul vzorku. Kazdy vzorek se méfi
dvakrat. Z namétenych hodnot se vypocita primér.

Uprava koncentrace vzorku

Pro néslednou PCR zpravidla vyhovuje koncentrace 10 ng/pl templatové DNA. Pokud je jeji
koncentrace vyssi, je tfeba ji na tuto hodnotu natedit vodou vhodnou pro PCR (11) podle nize
uvedeného vztahu. SniZzenim koncentrace DNA se snizi i koncentrace ptipadnych inhibitorti
reakce, které mohou byt ve vzorku ptfitomny.

d=(xxy)/z v=x-d

X pozadované mnozstvi nafedéné DNA (ul),

y pozadovana koncentrace DNA (ng/ul),

z zméfena koncentrace DNA (ng/pl),

d mnozstvi nami vyizolovaného vzorku pottebného pro piipravu x pl roztoku

0 koncentraci DNA z (ul),
v mnozstvi PCR vody potiebné pro fedéni vyizolované DNA na pozadovanou

koncentraci.
6 Literatura
1 Manual kitu DNeasy®Plant Handbook, Qiagen, 2015
2 Uzivatelsky manual k pfistroji NanoDrop™ 2000/2000c Spectrophotometer.
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