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IZOLACE DNA POMOCI CTAB PRO STANOVENI GMO
METODOU PCR

1 Ugel a rozsah

Postup slouzi k ziskani deoxyribonukleové kyseliny (DNA) ze vzorkti krmiv a surovin
na jejich vyrobu, osiv a rostlinného materidlu pomoci hexadecyl-trimethylamonium bromidu
(dale jen CTAB). Metodika extrakce pomoci CTAB podle CSN EN ISO 21571 je b&né
pouzivany postup, ktery umoziuje ziskat izoldt DNA s dostatecnou Cistotou pro analyzy
pomoci PCR. Soucasti metodiky je 1 méfeni koncentrace a stanoveni Cistoty DNA.

2 Princip

Proces izolace (extrakce) nukleovych kyselin je ziskavani DNA ¢i RNA z daného vzorku
za pouziti kombinace chemického a fyzikalniho postupu. Zakladem této metody je extrakce
DNA ze vzorku, zaloZena na teplotni lyzi v pfitomnosti CTAB, kterd je nasledovana nékolika
extrakénimi kroky, které odstranuji kontaminanty, jako jsou polysacharidy a fenolické latky.

Stanoveni  koncentrace, pifipadné¢ Cistoty izolatu DNA, se provadi pomoci
spektrofotometrického nebo fluorescenéniho méteni.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 (96 — 100)% etanol pro UV.

Denaturovany etanol.

Voda vhodna pro PCR.

Voda (deionizovand, demineralizovana nebo destilovana).

RNaza A, bez DN4z a proteaz, asi 50 jednotek/mg lyofilizatu.

a-amylédza (volitelnd), typ Ila z Bacillus spp. (1500 — 3000) jednotek/mg bilkovin.
Chloroform, CHCls.

Disodna siil kyseliny ethylendiaminotertraoctové, Na,EDTA.
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Hexadecyl-trimethylamonium bromid, CTAB.
Kyselina chlorovodikova 37%, HCL
Propan-2-ol, isopropanol, (CH3)>CHOH.
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Proteinaza K, asi 20 jednotek/mg lyofilizatu.

Chlorid sodny, NaCl.

Hydroxid sodny, NaOH.

Tris(hydroxymethyl) aminomethan, Tris, (HOCH2);CNHoa.

Nekorozivni dekontaminacni roztok pro oSetfeni ploch, vhodny pro praci s DNA.
Dodéva se komercné od ovéieného vyrobce.

Octan sodny trihydrat, CH3COONa.3H>O.
Ledova kyselina octova, CH3COOH.

Chlornan sodny, 5% roztok, NaClO, dekontaminacni roztok pro oSetieni ploch. Dodava
se komerc¢né od oveéreného vyrobcee.

DalSi chemikalie potiebné pro fluorescenéni méreni koncentrace DNA

20
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Kit vhodny pro fluorescencni méfeni koncentrace DNA, napt. Qubit 1X dsDNA BR
Assay Kit, Thermo Fisher Scientific

Pristroje a pomiicky

Véhy s ptesnosti 0,01 g.

Vodni lazeii nebo termoblok, pfednostné s vibraci, tfepanim.

Centrifuga.

Minishaker, vortex.

Elektromagnetické michadlo s ohfevem.

Ptenosna UV lampa.

Digestof.

pHmetr.

Lednice.

Tlakovy hrnec

Mrazici box.

Automatické pipety s nastavitelnym objemem (0,1 — 1000) pl, $picky s filtrem, Spicky
bez filtru.

Plastové zkumavky s vickem, (2 — 2,5) ml.

Latexové rukavice bezpudrové, obalovy materidl, stojanky na zkumavky, odpadni

nadoby.
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15 Nizkoobjemovy spektrofotometr, vinové délky (230 nm, 260 nm, 280 nm), napi.
NanoDrop™ 2000/2000c Spectrophotometer, vyrobce Thermo Fisher Scientific.

16  Fluorometr, napt. Fluorometer Qubit™ 4, vyrobce Thermo Fisher Scientific.

17  Optické zkumavky vhodné pro flurescencni méteni koncentrace DNA, napt. 0,5 ml pro
Qubit™ 4, vyrobce Thermo Fisher Scientific

5 Postup
5.1 Priprava pufri a roztoku
5.1.1 3M octan sodny

Navazi se 40,81 g trihydratu octanu sodného (17). Navéazka se vmichd do 80 ml vody (4).
Ledovou kyselinou octovou (18) se upravi pH na 5,2. Potom se doplni vodou (4) do 100 ml.
Sterilizuje se 30 min v tlakovém hrnci.

5.1.2 CTAB - extrakéni pufr

Postupné se navazi 20 g hexadecyl-trimethylamonium bromidu (9), 82 g NaCl (13), 7,44 g
Na2EDTA (8) a 12,1 g Tris(hydroxymethyl) aminomethanu (15) a za stalého michani
a mirného zahtati se rozpusti v asi 800 ml vody (4). Po vychladnuti na laboratorni teplotu
se upravi se pH na hodnotu 8,0 pomoci 1M HCI (5.1.9). V odmérné baiice se roztok doplni
vodou (4) do celkového objemu 1000 ml. Uchovéva se v uzaviené lahvi pti laboratorni teploté
do spotiebovani.

5.1.3 CTAB - precipitacni pufr

Postupné se navazi 5 g hexadecyl-trimethylamonium bromidu (9) a 2,34 g NaCl (13)
a za stdlého michani se rozpusti v asi 900 ml vody (4). V odmérné bance se roztok doplni
vodou (4) do celkového objemu 1000 ml. Uchovava se v uzaviené lahvi pfi laboratorni teploté
do spotiebovani.

5.1.4 Roztok a-amylazy

Pouziva se roztok o koncentraci 10 mg/ml. Pokud je k dispozici lyofilizat (6) natedi se na tuto
koncentraci podle pokynu vyrobce. Roztok se rozpipetuje do zkumavek po asi 30 pl
a uchovava v mrazicim boxu do spotifebovani. Je tfeba zabranit opakovanému rozmrazovani
roztoku a-amylézy.

5.1.5 Roztok ribonukleazy A

Pouziva se roztok o koncentraci 10 mg/ml. Pokud je k dispozici lyofilizat (5), nafedi se
na tuto koncentraci podle pokyni vyrobce. Roztok se uchovava v mrazicim boxu nebo podle
pokynti vyrobce.
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5.1.6 Roztok proteinazy K

Pouziva se roztok o koncentraci 20 mg/ml. Pokud je k dispozici lyofilizat (12), nafedi se
na tuto koncentraci podle pokynii vyrobce. Roztok se rozpipetuje do zkumavek po asi 30 pl
a uchovava v mrazicim boxu do spotfebovani. Je tieba zabranit opakovanému rozmrazovani.

5.1.7 Roztok 1,2 M NaCl

Navazi se 70,13 g NaCl (13) a za stdlého michani se rozpusti v asi 900 ml vody (4).
V odmérné bance se roztok doplni vodou (4) do celkového objemu 1000 ml. Uchovava se
v uzaviené lahvi pfi laboratorni teploté do spotfebovani.

5.1.8 TE pufr

Navazi se 1,21 g Tris(hydroxymethyl) aminomethanu (15) a 0,34 g Na2EDTA (8) a za stalého
michéani se rozpusti v asi 900 ml vody (4). Hodnota pH se upravi na 8,0 pomoci 1M HCI
(5.1.9) nebo 1M NaOH (5.1.10). V odmérné baiice se roztok doplni vodou (4) do celkového
objemu 1000 ml. Uchovava se v uzaviené 1ahvi pfi laboratorni teploté do spotifebovani.

5.1.9 Roztok 1M HCI pro upravu pH

83,3 ml 37% HCI (10) se pfevede do 1000 ml odmérné baniky ¢astecné naplnéné vodou (4).
Po vytemperovani se doplni vodou (4) po znacku.

5.1.10 Roztok 1M NaOH pro upravu pH

40 g NaOH (14) se rozpusti ve vodé¢ (4) v kadince. Po vytemperovani se prevede do 1000ml
odmérné banky a doplni se vodou (4) po znacku.

5.1.11 Roztok 1% NaClO pro dekontaminaci povrchi

V odmérném valci se odméii 100 ml 5% roztoku NaClO a ptida k 400 ml vody (4). Roztok
se pouzije k dekontaminaci povrchii a ploch tam, kde neni nutné pouzit Setrnéjsi, komercné
vyrabény dekontaminacni roztok, vhodny pro praci s DNA.

5.1.12 Roztok 70% etanolu

V odmérném valci se odmeti 70 ml 100% roztoku etanolu (1) a ptida k 30 ml vody (4).
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5.2 1Izolace DNA

5.2.1 Obecné zasady pro izolaci DNA

Béhem celého postupu je naprosto nezbytné peclivé zachdzeni se vzorky, aby se zabranilo
kontaminaci jednoho vzorku stopami druhého, napt. mikrokapénkami DNA, které se mohou
uvolnit pii pipetovani, otvirdni zkumavek apod. Pouziva se vyhradn¢ sterilni material.

Je nezbytné vyhnout se nevhodnym pohybim a dotekiim, vSechny operace vykondvat
v rukavicich a rukavice po kazdém kroku nebo kdykoli je tfeba i uvniti krokdt vyménit, nebo
alesponn dekontaminovat oplachnutim dekontamina¢nim roztokem (16) nebo chlornanem
sodnym (19) a vodou (4).

Dojde-li k ukdpnuti tekutiny, ktera obsahuje nebo by mohla obsahovat DNA, je nutno
ji okamzité vysat vatou a potiisnény povrch otfit vatou s dekontamina¢nim roztokem (16),
nebo roztokem chlornanu sodného (19). Vata se vhodi do sacku s DNA odpadem.

Izolace DNA se provadi ve dvou paralelnich stanovenich jednoho vzorku.

Do kazdého béhu izolace DNA je nutno zaradit tzv. kontrolu izolace, tj. slepy vzorek
bez rostlinného materialu. Kontrola izolace slouzi k ovéfeni Cistoty reagencii béhem izolace
a vylouceni kontaminace vzorka béhem izolace.

Pfi manipulaci s organickymi rozpoustédly je nutné pracovat v digestofi.

5.2.2 Extrakce DNA

Pracovni nastroje, pomucky i prostor se dekontaminuji od jakychkoli molekul DNA otfenim
povrchli dekontaminacnim roztokem (16) nebo (19) a UV zéfenim po dobu 30 min. Vodni
lazen nebo termoblok se pfedehieje na teplotu 65 °C. CTAB extrakéni pufr (5.1.2)
se predehteje na 65 °C ve vodni 1azni nebo termobloku.

Do dvou 2ml zkumavek se navazi 0,2 g zhomogenizovaného vzorku s piesnosti na 0,01 g.
Ke vzorku se pfida 1500 pl CTAB extrakéniho pufru (5.1.2) pfedehiat¢ho na 65 °C
a promichd se jemné na vortexu. Ke vzorku se ptida 10 pl ribonukleazy A o koncentraci
10 mg/ml (5.1.5). V piipadé vysokého obsahu Skrobu ve vzorku se ptida 10 pl a-amylazy
o koncentraci 10 mg/ml (5.1.4) a promicha se jemné na vortexu. Vzorek se inkubuje 30 min
za stalého michani pii 65 °C v termobloku. Po vyjmuti z termobloke se ke vzorku piida 10 pl
proteinazy K o koncentraci 20 mg/ml (5.1.6), jemn¢ se promicha. Vzorek se inkubuje 30 min
za stalého michani pti 65 °C v termobloku. Poté se vzorek centrifuguje 10 min pii asi (12000
— 14000) g. Do nové 5ml zkumavky se napipetuje 850 ul chloroformu (7) a ptida se (1150 —
850) ul supernatantu. Je dualezité zachovat pomér 1 objem supernatantu ku (0,7 — 1) objemu
chloroformu tak, aby postacoval objem zkumavky. Zkumavka se dukladné protiepe
do mlééného zbarveni. Vzorek se centrifuguje 15 min pii (12000 — 14000) g.
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5.2.3 Precipitace CTAB

Do nové zkumavky se napipetuje 1300 pl CTAB precipitacniho roztoku (5.1.3)
vytemperovaného na laboratorni teplotu a pfida se 650 pl supernatantu (tj. horni, vodné faze
po centrifugaci z piedeslého kroku). Tj. 1 objem supernatantu ku 2 objemtim precipitacniho
roztoku. Inkubuje se 60 min. pfi laboratorni teploté bez michani. Poté se centrifuguje 15 min
pii asi (12000 — 14000) g. Supernatant se opatrn¢ odstrani vylitim a je-li tfeba, zbytek
se odsaje pipetou. Precipitat DNA se rozpusti v 350 pl 1,2 M NaCl (5.1.7). Ptida se 350 pl
chloroformu (7) a duikladné se protfepe do mlééného zbarveni. Nasledné se centrifuguje
10 min. pfi asi 12000 g. Do nové zkumavky se prevede 350 pl vodné faze (obsahuje nukleové
kyseliny).

5.2.4 Precipitace DNA

Do zkumavky s vodnou fazi se ptida 420 ul isopropanolu (11), tj.0,6 objemu vzorku a opatrné
se promiché prevracenim zkumavky. Inkubuje se bez michani 20 min. pfi laboratorni teplot¢.
Poté se centrifuguje 15 min. pii asi 12000 g. Supernatant se opatrné odstrani vylije.
Do zkumavky se pifidd 500 pl 70% etanolu (5.1.12), zkumavka se nékolikrat pievrati
pro odstranéni zbytki CTAB. Je dilezité peletu uvolnit, aby se voln¢ pohybovala. Vzorek se
centrifuguje 10 min. pfi asi 12000 g. Opatrné se vylije supernatant, piipadné se zbytek etanolu
odsaje pipetou. Pelet DNA se kratce vysusi a resuspenduje se ve 100 pul PCR vody (3) nebo
ve vhodném pufru, naptiklad TE pufru (5.1.8).

5.2.5 Dodatecna precipitace DNA

Pokud je vyizolovana DNA znecisténa (viz bod 5.3), provadi se ze ziskan¢ho izolatu
etanolova precipitace DNA.

Do roztoku DNA se ptida 1/10 objemu octanu sodného (5.1.1). Poklepanim na zkumavku
se promisi. Etanol (1) se nechd vychladit v mrazicim boxu. Do roztoku DNA s octanem
sodnym se piida trojnasobné mnozstvi vychlazeného etanolu (1). Zkumavka se necha
v mrazicim boxu ptes noc (teplota asi —20°C), nebo 30 min v hlubokomrazicim boxu (teplota
asi —80 °C). Centrifuguje se 20 min pii 12000 ot/min. Tekutina se ze zkumavky opatrné
vylije. K peletu se ptidda 500 pl etanolu (1) na promyti, kyvavym pohybem se pelet odlepi.
Poté se centrifuguje 10 min pfi 12000 ot/min. Supernatant se opatrné¢ vylije. Pelet DNA se
kratce vysusi a resuspenduje se v (50 — 100) pul PCR vody (3) nebo ve vhodném pufru,
naptiklad TE pufru.

5.3 Méreni koncentrace vyizolované DNA

Dulezitym krokem po vyizolovani DNA je orienta¢ni spektrofotometrické nebo fluorescencni
stanoveni jeji koncentrace (ptipadné vyskytu dalSich pfimési).
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5.3.1 Spektrofotometrické méreni koncentrace a Cistoty vyizolovaného vzorku

Koncentrace ziskané DNA i 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 pti 260 nm. Pfedpokladem pro spravné urceni koncentrace DNA je Cistota
izolatu. Stupen Cistoty nukleovych kyselin se stanovuje z poméru absorbanci naméfenych
pfi 260 nm a 280 nm; 260 nm a 230 nm. Nukleové kyseliny absorbuji UV zafeni s maximem
absorbance v oblasti vinové délky okolo 260 nm, zatimco proteiny v oblasti okolo 280 nm.

5.3.2 Fluorometrické méreni koncentrace vyizolovaného vzorku

Ke stanoveni koncentrace DNA v izoldtu se vyuzije méteni fluorescence. Podle obvyklych
o¢ekéavanych hodnot koncentrace ve vybere vhodny kit obsahujici 2 standardy pro kalibracni
kfivku a pracovni roztok obsahujici selektivni barvivo pro dsDNA. Vzorky i standardy se
mefi ve vhodnych optickych zkumavkach.

5.4 Vlastni méreni koncentrace DNA

Koncentrace DNA pomoci Nanodropu se méfi proti slepému vzorku, kterym je roztok,
v némz je DNA rozpusténd. Ve vétSiné piipada se tedy jedna o TE pufr nebo PCR vodu (3).
K méfeni na spektrofotometru NanoDrop se pouziji 2 pl vzorku. Kazdy vzorek se méii
dvakrat. Z namétenych hodnot se vypocita primer.

Koncentrace DNA pomoci piistroje Qubit 4 se meii za pouziti optickych zkumavek Qubit a
vhodného Qubit kitu. K méfeni se pouziji 2 pl vzorku

5.5 Uprava koncentrace vzorku

Pro néslednou PCR zpravidla vyhovuje urcitd koncentrace templatové DNA (ng/ul). Pokud je
koncentrace DNA v ziskaného izolatu vyssi, je tfeba ho na tuto hodnotu nafedit vodou
vhodnou pro PCR (3) podle nize uvedeného vztahu. SniZenim koncentrace DNA se snizi
1 koncentrace pfipadnych inhibitori reakce, které mohou byt ve vzorku ptitomny.

d=xxy)z v=x-d

X kone¢ny objem naiedéného izolatu DNA (ul),

y pozadovana koncentrace izoldtu DNA (ng/pl),

N

zméfend koncentrace izolatu DNA (ng/ul),

(oW

objem izolatu potiebny pro pfipravu x pl roztoku o koncentraci DNA z (pul),

v objem PCR vody pottebny pro natedéni na pozadovanou koncentraci y (ul).
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