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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. Souc¢ésti metodiky je i mé&feni koncentrace a stanoveni Cistoty DNA.

2 Princip

Proces izolace (extrakce) DNA pomoci vySe uveden¢ho kitu je zaloZzen na principu vazani
DNA na silikagelové membrany v kolonkach. Kit vyuzivd dva druhy kolonek — fialové
kolonky umoziiuji mechanickou filtraci zbytkii bunécnych stén, precipitovanych proteina
a polysacharidii. Bezbarvé kolonky adsorbuji DNA a opakovanymi promyvacimi kroky
umoziuji odstranéni sacharidd, polyfenolti a ostatnich rostlinnych metabolitt.

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

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

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

1 DNeasy Mini Spin Columns (bezbarvé).

2 QIAshredder Mini Spin Columns (fialové).
3 Collection Tubes (2 ml).

4 Buffer API.

5 Buffer P3.

6

Buffer AW1 (koncentrat), pred prvnim pouzitim se fedi (95 — 100)% etanolem (13)

dle navodu vyrobce kitu.

7 Buffer AW2 (koncentrat), pfed prvnim pouzitim se fedi (95 — 100)% etanolem (13)
dle navodu vyrobce kitu.

8 Buffer AE.

9 RNase A (100 mg/ml).

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD.
Platné od: 15. 1. 2025



Narodni referen¢ni laborator
Strana 2
sl\ r 4 A r .
.. | Jednotné pracovni postupy — zkouseni krmiv -
Vydani 2
10700.1 — Izolace DNA (kit DNeasy Plant Mini) Revize 0

Dalsi chemikalie potifebné pro izolaci DNA

10
11
12
13
14

15

Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).

Voda vhodna pro PCR.

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
(dodava se komer¢né od ovéteného vyrobcee) a doplni se vodou na objem 1000 ml.
Dekontaminacni roztok pro oSetfeni ploch, vhodny pro odstranéni DNA. Dodéava se

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

DalSi chemikalie potiebné pro fluorescenc¢ni méreni koncentrace DNA

16

O© o0 9 & »n B~ W N = A

—_—
o= O

—
(8]

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

Piistroje a pomiicky

Vodni lazent nebo Termoblok s tfepacim nastavcem pro 2ml zkumavky, teplota 65 °C.
Laboratorni vahy s ptesnosti 0,01 g.

Centrifuga.

Minishaker,

Vortex.

pH metr.

UV lampa.

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

Mrazici box a hlubokomrazici box.

Horkovzdu$na susSarna.

Nizkoobjemovy spektrofotometr (vinové délky 230 nm, 260 nm, 280 nm), napf.
NanoDrop™ 2000/2000c Spectrophotometer, vyrobce Thermo Fisher Scientific.
Latexové rukavice bezpudrové, laboratorni sklo, stojanky na zkumavky, nddoba

na uchovani ledu, odpadni nadoby.
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14 Fluorometr, napi. Fluorometer QubitTM 4, vyrobce Thermo Fisher Scientific.
15  Optické zkumavky vhodné pro flurescencni méfeni koncentrace DNA, napft. 0,5 ml pro
QubitTM 4, vyrobce Thermo Fisher Scientific.

Sterilizace a dekontaminace se provadi podle charakteru materialu bud’ tepelné (v susarné 1 h
pti (115 — 120) °C) nebo chemicky (napt. dekontamina¢nim roztokem, (0,5-1)% chlornanem
sodnym, apod.).

5 Postup

5.1 Izolace DNA
5.1.1 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 uvniti krok vyménit, nebo alespon
dekontaminovat oplachnutim v dekontamina¢nim roztoku (15) nebo etanolu (12) nebo
chlornanu sodném (14) podle typu povrchu a vodou (10).

- 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),
70% etanolem (13) nebo roztokem chlornanu sodného (14). 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 standardd, je nutno zaradit tzv. ,blank®,
kontrolu izolace, tj. slepy vzorek bez rostlinného materialu, ktery dale postoupi PCR-
detekci prislusného vnitinitho genu — pro ovéfeni Cistoty reagencii a faktu, ze b&hem
izolace nedoslo ke kontaminaci vzorkd.

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

Pted zahajenim izolace se ovéii, ze nedoslo ke zmén€ v ndvodu pro pouziti kitu poskytnutého
vyrobcem (1).

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 minut.

Ke koncentratim pufri AW1 (6) a AW2 (7) se ptfida etanol (13) v mnozstvi uvedeném
na lahvi¢ce pufru. Po zfedéni se na lahvicku vyznaci jeho pfidani. Vodni lazenn nebo
termoblok se vytemperuje na teplotu 65 °C.
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Do sterilnich 2ml zkumavek se navéazi 0,1 g zhomogenizovaného vzorku s pfesnosti na 0,01 g,
vzdy ve dvou paralelnich stanovenich od kazdého vzorku.

5.1.2.1 Bunécna lyze

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

5.1.2.2 VysraZeni zbytku

K bunéénému lyzatu se ptida 130 ul pufru P3 (5), promiché se a inkubuje se 5 min na ledu
(vysrazeni bilkovin a polysacharidll). Centrifuguje se 5 min pti 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.

5.1.2.3 Vazani DNA

Protekla tekutina se pfenese do nové 2ml zkumavky a ptidd se 750 ul pufru AWI1 (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
pti 8000 ot/min. Protekla tekutina se vylije. Zopakuje se ptedchozi krok se zbytkem smési.

5.1.24 Promyvani DNA

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

5.1.2.5 Eluce DNA

Kolonky DNeasy Mini spin se pfemisti do novych zkumavek a pfesn¢ 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 nachazi vyizolovand DNA, ktera se
piepipetuje do sterilnich 2ml zkumavek.

5.2 Méreni koncentrace vyizolované DNA

Dulezitym krokem po vyizolovani DNA je orienta¢ni spektrofotometrické nebo fluorescencni
stanoveni jeji koncentrace (ptipadné vyskytu dalSich pfimési).

5.2.1 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 pocitd na zaklad¢
absorbance vzorku pfi 260 nm. Pfedpokladem pro spravné urceni koncentrace DNA je Cistota
vzorku. Stupen Cistoty nukleovych kyselin se stanovuje z poméru absorbanci namétenych
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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.

Pomér absorbanci A260/A280

Pfi 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 dvouvldknové DNA
obsahovat DNA jednovlaknovou, volné nukleotidy a RNA. Jedna se o latky, které absorbuji
pfi 260 nm.

Pomér absorbanci A260/A230

Hodnoty A260/A230 pro cist¢ 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 1 hodnoty nad 2,2. Nizké hodnoty uvedené¢ho poméru mohou byt zpiisobeny
pritomnosti sacharid, zbytkového fenolu z izolace DNA a zbytkl guadininu, ktery je soucasti
izola¢nich kolonek. Vysoké hodnoty tohoto poméru mohou byt zptisobeny Spatnym postupem
meéfeni koncentrace a kvality.

5.2.2 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
kiivku a pracovni roztok obsahujici selektivni barvivo pro dsDNA. Vzorky i standardy
se meii ve vhodnych optickych zkumavkach .

5.3 Vlastni méreni koncentrace DNA

Koncentrace DNA pomoci Nanodropu se méfi proti slepému vzorku, kterym je roztok,
vnémz je DNA rozpusténa. Ve vétsiné piipadil se tedy jedna o elucni pufr (8) pouzitého
izolacniho kitu. K méfeni na spektrofotometru NanoDrop se pouziji 2 pul vzorku. Kazdy
vzorek se méti dvakrat. Z namétenych hodnot se vypocitd praimer.

Koncentrace DNA pomoci piistroje Qubit 4 se méii za pouziti optickych zkumavek Qubit
a vhodného Qubit kitu. K méteni se pouziji 2 pl vzorku.
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5.4 Uprava koncentrace vzorku

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

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

X pozadované mnozstvi naredéné DNA (ul),

y pozadovana koncentrace DNA (ng/ul),

z zmetena koncentrace DNA (ng/ul),

d mnozstvi nami vyizolovaného vzorku potfebného pro pfipravu x pl roztoku
o koncentraci DNA z (ul),

A% mnozstvi PCR vody potfebné pro fedéni vyizolované DNA na pozadovanou
koncentraci.
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1 Manual kitu DNeasy®Plant Handbook, Qiagen.
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