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IZOLACE DNA PRO STANOVENi GMO METODOU PCR
(KIT GENELUTE)

1 Ucel a rozsah

Postup slouzi k ziskani deoxyribonukleové kyseliny (DNA) ze vzorku pomoci komer¢niho kitu
GenElute. Soucasti metodiky je i méfeni koncentrace a stanoveni Cistoty DNA.

2 Princip

Proces izolace (extrakce) nukleovych kyselin je ziskdvani DNA ¢i RNA z daného vzorku
za pouziti kombinace chemického a fyzikéalniho ptistupu.

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

3  Chemikalie
Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit, vyrobce Sigma—Aldrich, kit pro izolaci
genomické DNA z ¢erstvého rostlinného materiilu, obsahuje

1 Lysis solution Part A.

Lysis solution Part B.
Precipitacion Solution.
Binding Solution.

Column Preparation Solution.
Wash Solution Concentrate.
Elution Solution.

GenElute Filtration Columns in Tubes.
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GenElute Nucleic Acid Binding Columns in Tubes.

—
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Collection Tubes, 2,0 ml.

DalSi chemikalie potiebné pro izolaci DNA

11 Voda (deionizovand, demineralizovana nebo destilovana).
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Ribonuklease A 10 mg/ml (DNase and protease free) — RNaza A.
Etanol denaturovany 70%, pro ¢isténi povrchi.

Etanol (95 — 100)% pro UV spektroskopii.

Chlornan sodny, (0,5 — 1)% roztok.

Ptiprava: Do 1000ml odmérného vélce se nalije 200ml 5% roztoku chlornanu sodného
(dodéva se komercné od ovéfeného vyrobce) a doplni se vodou na objem 1000 ml.

Dekontamina¢ni roztok pro oSetieni ploch, vhodny pro odstranéni DNA. Dodava se
komer¢né od ovéteného vyrobee ve formé€ uréené piimo k pouziti.

Trihydrat octanu sodného, CH;COONa . 3H,0.
Ledova kyselina octova, CH3COOH.
Voda vhodna pro PCR .

DalSi chemikalie potiebné pro fluorescenc¢ni 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

Piistroje a pomiicky

Vodni lazen nebo Termoblok s tfepacim nastavcem pro 2ml zkumavky, rozsah teplot (65
— 70) °C.

Laboratorni vahy s ptesnosti 0,001 g.

Centrifuga.

Vortex nebo Minishaker.

pH metr.

UV lampa.

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

Mrazici box a hlubokomrazici box.

Horkovzdu$na susérna.

Nizkoobjemovy spektrofotometr (vinové délky 230 nm, 260 nm, 280 nm), napf.
NanoDrop™ 2000/2000¢ Spectrophotometer, vyrobce Thermo Fisher Scientific.
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12 Latexové rukavice bezpudrové, alobal, buniCitd vata, stojanky na zkumavky, odpadni
nadoby, sterilni zkumavky (pfiblizné¢ 2ml).

13 Tlakovy hrnec.
14 Fluorometr, napf. Fluorometer Qubit™ 4, vyrobce Thermo Fisher Scientific.
15  Optické zkumavky vhodné pro flurescenéni méteni koncentrace DNA, napi. 0,5 ml

pro Qubit™ 4, vyrobce Thermo Fisher Scientific.

5 Postup
5.1 Priprava 3M octanu sodného

Navazi se 40,81 g trihydratu octanu sodného (17) na 100 ml vody (11). Navazka se vmicha
do 80 ml vody (11). Ledovou kyselinou octovou (18) se upravi pH na 5,2. Potom se doplni
vodou (11) do 100 ml. Sterilizuje se 30 min v tlakovém hrnci.

5.2 1Izolace DNA

5.2.1 Obecné zasady pro izolaci DNA

Béhem celého postupu je naprosto nezbytné peclivé zachdzeni se vzorky, aby se zamezilo

kontaminaci jednoho vzorku stopami druhého, napt. mikrokapénkami DNA, které se mohou

uvolnit pfi pipetovani a otvirani zkumavek, dotekem vicek zkumavek jedné po druhé apod.

Proto je tieba ptizplsobit veSkeré operace prevenci kontaminace.

- Vyhnout se nevhodnym pohybiim a doteklim, vSechny operace vykonavat v rukavicich
a rukavice po kazdém kroku nebo kdykoli je tfeba i uvnitt krokd vyménit, nebo alespon
dekontaminovat oplachnutim v dekontamina¢nim roztoku (16) nebo etanolu (13) nebo
chlornanu sodném (15) podle typu povrchu a vodou (11).

Dojde-li k ukapnuti tekutiny, ktera obsahuje nebo by mohla obsahovat DNA, je nutno
ji okamzité vysat vatou a pottisnény povrch otfit vatou s dekontamina¢nim roztokem
(16), etanolem (13) nebo roztokem chlornanu sodného (15). Vata se vhodi do sacku
s DNA odpadem.

- Izolace DNA se provadi ve dvou paralelnich stanovenich jednoho vzorku.

- Do kazdého béhu izolace DNA, a to vzorkl i standardl, je nutno zaradit tzv. ,blank®,
kontrolu izolace, tj. slepy vzorek bez rostlinného materialu, ktery dale postoupi PCR-
detekci piislusSného vnitiniho genu — pro ovéfeni Cistoty reagencii a faktu, Zze béhem izolace
nedosSlo ke kontaminaci vzorkd.

5.2.2 GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit, vyrobce Sigma—Aldrich

Pted zahajenim izolace se ovéri, ze nedoSlo ke zméné v navodu pro pouziti kitu poskytnutého
vyrobcem (1).
Ovéfi se, zda v chemikaliich neni sraZzenina. Pokud se srazenina objevi u kterékoli reagencie,

zahfeje se na (55 — 65) °C, dokud se nerozpusti. Pfed pouzitim se necha zchladnout
na laboratorni teplotu.
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Wash Solution: Wash Solution Concentrate (6) se ziedi etanolem (14) v mnozstvi uvedeném
v kitu. Po zfedéni se vyznaci ptidani etanolu.

5.2.3 Izolace DNA kitem GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep

Ptipravi se pracovni plocha. Pracovni néstroje, pomucky i prostor se dekontaminuji od molekul
DNA otienim povrchli dekontaminacnim roztokem (16), etanolem (13) a UV zafenim po dobu
30 min. Vodni lazen se predehieje na teplotu 65 °C. Navazi se 2 x 0,06 g homogenizované¢ho
vzorku s pfesnosti na 0,005 g, a to kazda davka do oznacené 2ml zkumavky.

o 4

5.2.4 Bunécna lyze

Do zkumavky se ptidd 350 ul Lysis Solution Part A (1) a 50 ul Lysis Solution Part B (2).
Po ptidani Part B se vytvoii bila srazenina. Suspenze se peclivé promiché na vortexu asi 15 s.
Stépeni RNA4zou: K lyzaéni smési se tésné pied inkubaci pfida 10 ul RNA4zy (12) a vortexuje
(2 — 3) s. Smés se inkubuje 10 min pii 65 °C s obfasnym pievracenim zkumavek, aby se
rozpustila srazenina.

5.2.5 Vysrazeni zbytki

Ke smési se ptida 130 pl Precipitation Solution (3), smés se dobie zamicha prevracenim a vlozi
se na 5 min na led. Potom se smés centrifuguje 5 min pti (12000 — 16000) g. Bunécéné zbytky,
bilkoviny a polysacharidy zlistanou v peletu.

5.2.6 Filtrace zbytki

Vznikly supernatant se peclivé odpipetuje do filtracni kolony GenElute (modra s 2ml sbérnou
zkumavkou). Centrifuguje se 1 min pii maximalni rychlosti (14000 ot/min). Tim se odstrani
bunécné zbytky, které zlstaly po vysrazeni zbytka. Potom se odstrani filtra¢ni kolona (modra
cast) a sbérnd zkumavka se uchova.

5.2.7 Priprava pro navazani
K protekl¢ tekutiné z ptedchoziho kroku se ptfida 700 pl Binding Solution (4). Uzavie
se a pecliveé promicha prevracenim.

5.2.8 Priprava vazaci kolony

Kolona GenElute Miniprep Binding Column (s ¢ervenym krouzkem) se vlozi do pfipravené
nové mikrocentrifugacni zkumavky, pokud tam jiz neni vloZena. Do kazdé kolony se ptida 500
ul Column Preparation Solution (5) a centrifuguje se (30 — 60) s pii 12000 g. Protekla tekutina
se vylije.

5.2.9 Pridani lyzatu

Do vézaci kolony pfipravené v kroku 5.2.8 se opatrné pipetuje 700 pl smési z kroku 5.2.7
a centrifuguje se 1 min pfi maximalni rychlosti. Protekl4 tekutina se vylije a zachova se sbérna
zkumavka. Kolona se vrati do sbérmé zkumavky. Do kolony se pipetuje zbyly lyzat z kroku
5.2.7 a opakuje se centrifugace 1 min pfi maximalni rychlosti. Protekla tekutina se sbérnou
zkumavkou se odstrani. Kolona se vlozi do nové sbérné zkumavky.
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5.2.10 Promyvani

Prvni promyti kolony: Do vazaci kolony v nové 2ml zkumavce se pfida 500 ul Wash Solution
(6), ktery se ziedi podle ndvodu k pouziti kitu. Centrifuguje se 1 min pii maximalni rychlosti.
Vylije se prosla tekutina a uchova se sbérna zkumavka.

Druhé promyti kolony: Do kolony se napipetuje dalSich 500 ul ziedéného Wash Solution (6)
a centrifuguje se pfi maximalni rychlosti 3 min, aby se kolona vysusila. Prosla tekutina se nesmi
dotknout kolony.

5.2.11 Eluce DNA

Vézaci kolona se pienese do nové 2ml sbérné zkumavky. Na membranu se pipetuje 100 pl
na 65 °C piedehiatého Elution Solution (7) a centrifuguje se 1 min pfi maximalni rychlosti.
Eluat se jima do sbérné zkumavky.

Eluat obsahuje Cistou genomovou DNA. Pro kratkodobé skladovani se uchovava v chladnicce,
pro dlouhodobé v mrazicim boxu.

5.3 Precipitace DNA

Pokud je vyizolovand DNA zneciSténa, provadi se ze ziskaného eluatu etanolova precipitace
DNA.

Do roztoku DNA se piida 1/10 objemu octanu sodného (17). Poklepdnim na zkumavku
se promisi. Etanol (14) se da vychladit do mraziciho boxu. Do DNA s octanem sodnym se pfida
trojndsobné¢ mnozstvi vychlazeného etanolu (14). Zkumavka se necha v mrazicim boxu pies
noc, nebo 30 min v hlubokomrazicim boxu. Centrifuguje se 20 min pii 12000 ot/min.

Obsah zkumavky se vylije. K peletu se pfida 500 pl etanolu (14) na promyti, kyvavym pohybem
se pelet odlepi a rozpusti. Poté se centrifuguje 10 min pii 12000 ot/min.

Obsah zkumavky se opatrné vylije a zkumavka se necha oteviena pti laboratorni teploté, aby
etanol vyprchal. Nesmi se piesusit.

Pelet DNA, ktery ziistane na dn€ zkumavky, se rozpusti (vortexuje se pii nizkych otackach nebo
se ru¢né poklepe) v 50 ul vody (11).

5.4 Meéreni koncentrace vyizolované DNA

Diilezitym krokem po vyizolovani DNA je orientacni spektrofotometrické nebo fluorescencni
stanoveni jeji koncentrace (pfipadné vyskytu dalSich pfimési).

5.4.1 Spektrofotometrické méreni koncentrace a €istoty 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 zdklad¢ absorbance
vzorku pfi 260 nm. Piedpokladem pro spravné urceni koncentrace DNA je Cistota vzorku.
Stupen ¢istoty nukleovych kyselin se stanovuje z poméru absorbanci namétenych pii 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.
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Pomér absorbanci A260/A280

Pti poméru hodnot A260/A280 ~ 1,8 se povazuje vzorek vyizolované DNA za ¢isty. Hodnoty
pomeéru absorbanci A260/A280 se nejcastéji pohybuji v rozmezi (1,7 — 2,0). Nizké hodnoty
tohoto poméru vétsinou indikuji, Ze je vzorek kontaminovany proteiny nebo reagenciemi, jako
je napt. fenol, nebo Ze vzorek obsahuje nizkou koncentraci DNA (< 10 ng/ul). Vysoké hodnoty
problém neindikuji, protoze vyizolovand DNA miize vedle dvouvlaknové DNA obsahovat
DNA jednovldknovou, volné nukleotidy a RNA. Jedna se o latky, které absorbuji pti 260 nm.

Pomér absorbanci A260/A230

Hodnoty A260/A230 pro cisté nukleové kyseliny byvaji vétSinou vys$i 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 izolacnim postupem. Proto je dalezité brat v tivahu jak hodnoty
pod 2,0, tak 1 hodnoty nad 2,2. Nizké hodnoty uvedeného poméru mohou byt zpisobeny
pfitomnosti sacharidi, zbytkového fenolu z izolace DNA a zbytkli guadininu, ktery je soucasti
izola¢nich kolonek. Vysoké hodnoty tohoto poméru mohou byt zptisobeny $patnym postupem
méfeni koncentrace a kvality.

5.4.2 Fluorometrické méreni koncentrace vyizolovaného vzorku

Ke stanoveni koncentrace DNA v izolatu se vyuZzije méteni fluorescence. Podle obvyklych
ocekavanych hodnot koncentrace ve vybere vhodny kit obsahujici minimalné 2 standardy
pro kalibra¢ni kiivku a pracovni roztok obsahujici selektivni barvivo pro dsDNA. Vzorky
1 standardy se méti ve vhodnych optickych zkumavkach.

5.5 Vlastni méreni koncentrace DNA

Koncentrace DNA pomoci Nanodropu se méti proti slepému vzorku, kterym je roztok, v némz
je DNA rozpusténd. Ve vétSing pripadu se tedy jednd o elucni pufr (7) pouzitého izolacniho
kitu. K méfeni na spektrofotometru NanoDrop se pouziji se 2 pul vzorku. Kazdy vzorek se méii
dvakrat. Z namétenych hodnot se vypocita primer.

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

5.6 Uprava koncentrace vzorku

Pro naslednou PCR zpravidla vyhovuje koncentrace (5 — 10) ng/ul templatové DNA. Pokud je
jeji koncentrace vyssi, je tfeba ji na tuto hodnotu natfedit vodou vhodnou pro PCR (19) podle
nize uvedeného vztahu. Snizenim koncentrace DNA se snizi i koncentrace ptipadnych
inhibitort reakce, které mohou byt ve vzorku ptfitomny.
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d=(xxy)/z v=x-d

pozadované mnozstvi naredéné DNA (ul),

pozadovana koncentrace DNA (ng),

zmétend koncentrace DNA (ng/ pl),

mnozstvi vyizolovaného vzorku potiebného pro ptipravu x pl roztoku o koncentraci DNA
z (ul),

\% mnozstvi PCR vody potiebné pro fedéni vyizolované DNA na pozadovanou koncentraci.

o N < M

6 Literatura

1 Manual kitu GenEluteTM Plant Genomic DNA Miniprep Kit firmy Sigma-Aldrich
pro izolaci DNA z rostlinného materialu.

2 Uzivatelsky manuadl k ptistroji NanoDrop™ 2000/2000c Spectrophotometer.

Uzivatelsky manudl k pfistroji Qubit™ 4 Fluorometer
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