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EXTRAKCE DNA Z LESNICH PUD KITEM
POWERSOIL® DNA ISOLATION KIT

1 Rozsah a ucel

Postup izolace DNA timto kitem je vhodny pfedev§im pro extrakci DNA z ptidy. Obecné¢ je
kit uren pro vzorky, které obsahuji velké mnozstvi huminovych kyselin (lesni pidy,
organické pidy, kompost, sedimenty, mrva). Izolovanda DNA ma vysokou c¢istotu, cozZ je
dalezité pro uspéSnou PCR amplifikaci DNA mikroorganismt ze vzorku. PCR analyza timto

kitem umoznuje detekci mnoha organismi, v¢etné bakterii, hub, fas a aktinomycet.

2 Princip

Vzorky pud se piidaji do zkumavky s rozbijecimi kulickami a probéhne rychla a dokonala
homogenizace intenzivnim tfepanim. Lyzace bunék probiha mechanickymi a chemickymi
metodami. Celkova genomicka DNA se zachyti na kfemi¢ité membrané v kolonce. DNA

se promyva a eluuje z membrany. Poté je DNA pfipravena pro PCR analyzu a dalsi aplikace.

3 Chemikalie

Voda ve vysoké ¢istoté pro molekularni biologii, H,O, rezistivita 18,2 MQ/cm.
2 Hydroxid sodny, NaOH, roztok, c(NaOH) = 10 mol/l.

Ptiprava: 400 g NaOH se rozpusti ve vodé (1) a po vytemperovani se upravi

na celkovy objem 1000 ml.
3 Kyselina chlorovodikova, HCI, ¢(HCI) = 4 mol/l.

Ptiprava: Smicha se 333 ml koncentrované HCI (c = 37%) a 664 ml vody (1).
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Tris(hydroxymethyl)aminomethan, C4H1;NOs.

Ptiprava roztoku Tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochloridu (Tris-HCI),
c(Tris-HCI) =1 mol/l, pH = 8,0.

121,14 g Tris(hydroxymethyl)aminomethanu se rozpusti v 800 ml vody (1), pomoci
HCI (3) se upravi pH na hodnotu 8,0 a doplni se vodou (1) na celkovy objem 1000 ml.

Disodna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA), CioH14N20gNa,.2H,0,
roztok, c(EDTA) = 0,5 mol/l, pH = 8,0.

Ptiprava: Ke 186,10 g EDTA se ptida 800 ml vody (1), roztokem NaOH (2) se upravi
pH na hodnotu 8,0 a doplni se vodou (1) na celkovy objem 1000 ml (EDTA

se rozpousti az po ptidavku roztoku NaOH).
TE pufr, pH 8,0.

Piiprava: Smicha se 10 ml roztoku Tris-HCI (4) a 2 ml roztoku EDTA (5) a doplni
se vodou (1) na celkovy objem 1000 ml.

Dalsi chemikalie jsou soudasti kitu Powersoil® DNA Isolation kit (Mo Bio Laboratories, Inc.):

7 PowerSoil, roztok C1.

8 PowerSoil, roztok C2.

9 PowerSoil, roztok C3.

10 PowerSoil, roztok C4.

11 PowerSoil, roztok C5.

12 PowerSoil, roztok C6.

Poznamky

1 Voda, roztoky EDTA, Tris-HCI a TE se sterilizuji 20 min pri 120 °C a skladuji
pri laboratorni teplote.

2 Kit Ize skladovat pri teploté (15 — 30) °C.

3 V chladu vznikaji v PowerSoil roztoku CIl srazeniny. Zahvatim roztoku na 60 °C

se srazeniny rozpusti, roztok C1 miize byt pouZit i horky.
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4 PowerSoil roztok C5 obsahuje ethanol, je horlavy.
4 Pristroje a pomiicky
1 Homogenizator typu ,,mini bead-beater* s oscila¢ni frekvenci 3000 kmitd/min.
2 Vortex.
3 Stolni centrifuga s rotorem pro 2,0ml mikrozkumavky typu Eppendorf s nastavitelnou

hodnotou g do 10000 g.
4 Vhodné nadoba se Supinkovym ledem.
5 Sada automatickych pipet pokryvajici rozsah (20 — 1000) pl.

6 Spicky s filtrem pro rozsah (100 — 1000) ul a bez filtru pro rozsahy (20 — 200) pl
a (100 — 1000) pl.

7 Stojanek pro inkubaci vzorkli v 2,0ml mikrozkumavkach na vodni 14zni umozilujici

pfimy kontakt mikrozkumavky a vody.
Dalsi pomiicky jsou soucasti kitu Powersoil® DNA Isolation kit (Mo Bio Laboratories, Inc.):
8 Rozbijeci zkumavky PowerBead Tubes (obsahuji 750 pl roztoku).
9 PowerSoil 2,0ml mikrozkumavky.

10 PowerSoil kolonky ve 2,0ml mikrozkumavkach.

5 Postup

Do rozbijecich zkumavek PowerBead Tubes (soucést kitu) se ptida 0,25 g piirozené vlhké
pudy a zkumavky se promichaji opatrnym vortexovanim. Do rozbijecich zkumavek se ptida
60 ul roztoku C1 (7), zkumavky se opét zvortexuji a nechaji se 45 s tiepat v homogenizatoru
typu bead-beater pti frekvenci 3000 kmitt/min. Poté se rozbijeci zkumavky centrifuguji 30 s

pti 10000 g pfi laboratorni teploté.
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Supernatant se prenese do Cisté 2,0ml mikrozkumavky (soucast kitu), k supernatantu se prida
250 pl roztoku C2 (8), vzorky se 5 s vortexuji a 5 min inkubuji pti 4 °C (je nutné pouzit vodni
lazen s ledem, nikoliv lednici). Zkumavky se centrifuguji 60 s pii 10000 g pti laboratorni

teploté.

Do disté 2,0ml mikrozkumavky (soucdst kitu) se pfenese maximalné¢ 600 pl supernatantu,
K nému se ptida 200 pl roztoku C3 (9), vzorky se kratce vortexuji a 5 min inkubuji pti 4 °C
(je nutné pouzit vodni lazenn s ledem, nikoliv lednici). Zkumavky se centrifuguji

60 s pti 10000 g pii laboratorni teplot¢.

Do disté 2,0ml mikrozkumavky (soucdst kitu) se pfenese maximaln¢ 750 pl supernatantu,
k nému se piida 1200 pl roztoku C4 (10) a vzorky se 5 s vortexuji. Poté se prenese piiblizné
675 ul takto vzniklé smési do kolonky umisténé ve 2,0ml mikrozkumavce (soucast kitu)
a centrifuguje se 1 min pii 10000 g pfi laboratorni teploté. Ptefiltrovana kapalina se vylije,
ptida se dalSich 675 pl smési a centrifugace se opakuje. Prefiltrovana kapalina se opét vylije,
do kolonky se pfida zbytek smési, kolonky se stejnym zplsobem centrifuguji a zbytek

prefiltrované kapaliny se vylije (kazdy vzorek je tedy nutné rozdélit na tii davky).

Do kolonek se ptida 500 ul roztoku C5 (11) a ty se centrifuguji 30 s pii 10000 g
pfi laboratorni teploté. Pfefiltrovand kapalina se vylije a kolonky se centrifuguji

60 s pfi 10000 g pii laboratorni teploté, aby se odstranily rezidualni zbytky roztoku CS5.

Kolonky se opatrné pienesou do cistych 2,0ml mikrozkumavek (soucast kitu), je nutné
zabranit potiisnéni kolonek roztokem C5. Doprostied bilé membrany uvniti kolonky
se nanese 100 pl TE pufru (6) nebo roztoku C6 (12). Kolonky se centrifuguji 30 s pii 10000 g
pfi pokojové teploté. Kolonky se z 2,0ml mikrozkumavek odstrani a DNA
v mikrozkumavkach je pfipravena pro rizné aplikace. Dalsi purifikace extraktu DNA jiz neni

nutnd. DNA se uchové pii —20 °C az do pfistiho pouziti.

6 Literatura
1 PowerSoil® DNA Isolation Kit, Instruction Manual. Mo Bio Laboratories, Inc., USA,
1-20.
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