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UPRAVA A HOMOGENIZACE VZORKU CERSTVEHO MATERIALU

1

PRO EXTRAKCI DNA

Ugel a rozsah

Postup slouzi k ziskani reprezentativniho podilu vzorku ¢erstvého rostlinného materialu, ktery
je vhodny pro extrakci DNA.

2

Princip

Zakladem je mechanické rozruseni rostlinného pletiva na mensi ¢astice.

3

Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
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Voda (deionizovand, demineralizovana nebo (re)destilovand).
Tekuty dusik.

Hydrogenfosfore¢nan draselny, trihydrat.
Dihydrogenfosfore¢nan draselny.

Sacharoza.

Bovine serum albumin frakce V.

Polyvinylpyrrolidon.

Kyselina askorbova.

Dekontaminacni roztok.

Chlornan sodny, (0,5 — 1)% roztok.

Piiprava: Do 1000ml odmérného valce se nalije 200 ml 5% roztoku chlornanu sodného
(dodava se komer¢né od ovéteného vyrobee) a doplni se vodou na objem 1000 ml (1).

Hydroxid sodny, ¢ (NaOH) = 1 mol/I.

Piiprava: 10 g NaOH se rozpusti ve vodé a doplni na vysledny objem 250 ml v odmérné
baiice.
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Pristroje a pomiicky

Sterilni, vychlazené tieci misky s tloucky.
Homogenizator.

Ponorny mixer.

Laboratorni vahy s ptesnosti 0,01 g.

Mrazici a hlubokomrazici box.

Né&doba na tekuty dusik.

2ml a 50 ml sterilni zkumavky.

Sterilni plastové Petriho misky a Pasteurovy pipety.
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Latexové rukavice bezpudrové, alobal, buniéita vata, stojanky na zkumavky, odpadni
nadoby, nadoba na uchovani tekutého dusiku.

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

5  Postup
5.1 Priprava pufru Dellaporta

43,4 g hydrogenfosfore¢nanu draselného (3), 8,2 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného (4),
200 g sacharozy (5), 3 g séra (6) a 40 g polyvinylpyrolidonu (7) se rozpusti ve sterilni vodé
(1) a doplni do objemu 2 I. Takto piipraveny roztok se uchovava v mrazicim boxu.
Pied pouZitim k homogenizaci rostlinného materialu se rozmrazi a pfida se Kkyselina
askorbova (8) v mnozstvi 1,06 g/200 ml pufru. Pomoci NaOH (11) se upravi pH na 7,6.
Do druhého dne se spotiebuje. Pufr se pouZiva vytemperovany na teplotu 4 °C.

5.2 Uprava a homogenizace vzorku

5.2.1 Homogenizace listii pomoci tekutého dusiku

U zelenych rostlin se Cerstvy rostlinny material po dodani do laboratote zamrazi
v hlubokomrazicim boxu minimalné na 3 dny.

Nejdtive se tekutym dusikem vychladi tfeci misky i tloucky tak, ze se tekuty dusik (2) nalije
do misky a postupné se pfiléva az do fadného zchlazeni misky, pfi kterém jiz nedochazi
k vyraznému odparovani dusiku. K dusiku (2) v misce se piida tkan a pomoci tloucku
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pienese do zkumavky s lyza¢nim pufrem. Aby se zamezilo nukleolytickému Stépeni DNA,
musi se srozmélnénym materidlem pracovat rychle. Nenechava se roztat, co nejdiive
se pienese do lyzacniho pufru. Po zapoceti lyze vzorku se s roztokem manipuluje velmi jemné
a opatrné, protoze vldkna DNA, kterd se do roztoku uvoliiuji, jsou velmi nachylna
na mechanické poSkozeni. Opatrnym zachazenim se =zajisti co nejlepsi celistvost
vyextrahované DNA. Takto upraveny vzorek se pouZije k izolaci DNA.

Po skonceni prace se vSechny povrchy otfou roztokem chlornanu sodného (10). Treci misky
s tlou¢ky se umyji vodou (1) a etanolem (9), vysusi se zabalené v alobalu v horkovzdusné
susarné 1 h pii (115 — 120) °C. Nechaji se vychladnout na laboratorni teplotu a umisti
do mraziciho boxu.

5.2.2 Homogenizace hroznu pomoci ponorného mixeru

Ponornym mixérem se rozmixuje cely hrozen, tj. tfapina i bobule. Do lyza¢niho pufru se ptida
polyvinylpyrrolidon (7) v mnozstvi 100 mg na 500 pl pufru a dikladné se rozpusti. Pfiblizné
500 pl rozmixované smési se napipetuje do sterilnich 2ml zkumavek a ptida se lyzacni pufr
a dale se postupuje podle JPP 10700.1 Izolace DNA kit DNeasy Plant Mini.

5.2.3 Homogenizace révi (direva) pomoci homogenizatoru Roller

Do Petrino misky se naSkrabe lyko z révi (asi 2 g). Prelije se 5 ml vychlazeného pufru
Dellaporta (5.1). Material se potom vlozi do homogenizatoru Roller. Béhem homogenizace
se pielije dalsimi asi 15 ml uvedeného pufru a ten se sbird do 50ml zkumavky. Inkubuje se
10 min na ledu nebo v lednici. Pak se vzorek centrifuguje 4 min pii 1000 ot/min. Supernatant
se slije do nové 50ml zkumavky. Centrifugaci se odstrani hruby balast. Dale se centrifuguje
25 min pti 10000 ot/min. Supernatant se vylije a ziskany pelet se pouZije pro extrakci DNA.
Do 50ml zkumavky s peletem z rostlinného materidlu se napipetuje 1000 pl lyzacniho pufru
a fadné se promicha. Poté se pienese Pasteurovou pipetou 2 x 500 pl této suspenze do dvou
Cistych 2ml zkumavek. Timto se ziskaji z jednoho homogenizovaného vzorku dva vzorky
paralelni. Dale se postupuje podle JPP 10700.1 Izolace DNA kit DNeasy Plant Mini.

6 Literatura

CSN EN ISO 21571 Potraviny — Metody pro detekci geneticky modifikovanych
organismu a odvozenych produktt — Extrakce nukleové kyseliny. UNMZ, 2007.

JPP 40300.1 Stanoveni pfitomnosti fytoplazem metodou PCR.
Manual kitu DNeasy®Plant Handbook, Qiagen, 2015.

Schvalil: RNDr. Jiii Zbiral, PhD., feditel NRL
Platné od: 3. 8. 2017



