Molekularni biologie rostlin v praxi

Uvod: Rychly protokol na izolaci genomové DNA (gDNA) z rostlin, ktery slouZi pro jejich genotypovani.
Daji se tak rozlisit rGzné genové varianty, mutace (napf. T-DNA inzerce, CRISPR/Cas9 mutace, delece)
i odrldy plodin. Ziskana DNA se pouZzije jako templat v polymerazové retézové reakci (PCR) a jeji
vysledek se detekuje pomoci horizontalni gelové elektroforézy (nebo sekvenovanim DNA).

Cil: A. I1zolace gDNA z modelové rostliny Arabidopsis thaliana

B. PCR metoda

C. Analyza pomoci horizontalni gelové elektroforézy DNA

Materidl: Arabidopsis thaliana

Pomucky a chemikalie: pipety, $picky, eppendorfky, plastové ¢i sklenéné tycinky, centrifuga, vortex,
PCR termocykler, mikrovinna trouba, elektroforéza, UV transmiter, DNA extrakéni pufr, izopropanol,
70 % etanol, miliQ voda (sterilni), PCR Master Mix, primery (Forward a Reverse), MidoriGreen (vaze
se na DNA), vizualiza¢ni barvicka (Loading Dye), DNA Zebricek (DNA ladder), agardza, pufr TBE

A. lIzolace genomové DNA

1. Homogenizujte jeden maly az stfedni list tycinkou v 1,5 ml zkumavce (eppendorfka).

2. Pridejte 400 pul extrakéniho pufru, vortexujte 5 s a nechte stat pfi laboratorni teploté (do 60 min).

3. Centrifugujte pfi maximalnich otac¢kdch 5 min.

4. Preneste 300 pl supernatantu do nové 1,5 ml zkumavky a pfidejte 300 pl izopropanolu, 4-6x
preklopte, tim se roztoky promichaji. Nechte stat pti laboratorni teploté (do 10 min).

5. Centrifugujte 10 min pfi 13000 rmp a 4°C. Odstrante supernatant, vysrazena DNA bude v peletu.

6. Promyjte 500 ul 70 % etanolem (vychlazenym pfi -20 °C). Nechte vysusit pfi laboratorni teploté.

7. Pelet rozpustte ve 100-500 pu sterilni miliQ H,O0. Genomovou DNA uchovavejte na ledu nebo v 4°C.

DNA extrakéni pufr (100 ml)

200 mM Tris HCl pH 7.5 1 M zasobni roztok 20 ml
250 mM NaCl 5 M zdasobni roztok 5ml
25 mM EDTA pH 8 0,5 M zasobni roztok 5 ml
0,5 % SDS 10 % zasobni roztok 5 ml

Doplnte sterilni vodou do 100 ml.



B. PCR metoda

1. Vsechny komponenty a reakcni smési uchovavejte a pripravujte v krabici s ledem.

2. Do ptipravenych PCR zkumavek (specidlni, tenkosténné zkumavky), napipetujte PCR reakci
v ndsledném poradi:

12,5 ul AmpliTaq Gold 360 Master Mix (2x koncentrovany)
7 ul miliQ voda (sterilni)

2 ul primer F (10 uM koncentrace)

2 ul primer R (10 uM koncentrace)

1,5 ul gDNA (templat)

25 ul celkovy reakcni objem

3. Promichejte pipetou, stocte kratce na stolni centrifuze a vloZte do PCR termocykleru s naslednym
teplotnim programem:

95°C/2 min

95°C/10s Denaturace (Denaturation)
56°C/20s 35x Hybridizace (Annealing)
72°C/30s Elongace (Extension)

72°C /5 min

4. Po probéhnuti (cca za 1h 15 min) smichejte PCR reakci s 5 pl vizualiza¢ni barvicky (Loading Dye) a
otestujte amplifikovany DNA produkt nanesenim smési na 1,5 % agardsovy gel v TBE pufru. Pro
uréeni velikosti PCR produktu a odhadnuti jeho koncentrace naneste také standard, tedy 6 pl
DNA Zebticku (DNA ladder, 100 bp) smichaného s vizualiza¢ni barvickou.

Pozndmka: AmpliTaq Gold 360 Master Mix obsahuje nukleotidy (dNTPs), reakéni pufr a Taq
polymerazu ve potienych koncentraci.

Obvykle se také pouziva negativni kontrola, kdy se misto DNA pfida do reakce stejné mnozstvi vody a
pozitivni kontrola, kdy se jako templat pouZzije jiz ovéfend gDNA.



C. Horizontalni gelové elektroforéza DNA
1. Pripravte 1,5 % agardzovy gel tak, ze
a. smichate 1,5 g agardzy se 100 ml 0,5x TBE pufru,
b. rozpustite v mikrovinné troubé,
c. po kratkém vychladnuti pfidate 5-10 pl barvicky MidoriGreen, kterd bude slouZit k
oznaceni DNA,
d. analijete do elektroforézni ,elfo” vanicky, do které predem vloZite hieben.
e. Po ztuhnuti gelu (za cca 30 min) hieben opatrné vyndejte.
2. Do horizontdlni elektroforézy nalijte 0,5x TBE pufr a vloZte vanicku s gelem.
3. Napipetujte vzorky DNA smichané s Loading Dye a DNA ladder do jednotlivych jamek v gelu.
4. Spustte elektroforézu pfi 80 — 100 V po dobu 30 — 60 min. Vanicku napojte na pfistroj, tak
aby vzorky DNA difundovaly ke kladné nabitému pélu (od — k +) 11!
5. Pozorujte prouzky DNA v prochazejicim UV svétle transmiteru a vysledek elektroforézy

dokumentujte fotografovanim.

Base Pairs  Mass (ng)

- 1,517 45
— 1,200 35
— 1,000 o5
— Q00 27
— 800 24
— 700 21
— &0 18

SOQS17 97

400 38

300 29
— 200 25
— 100 45

Délkovy a hmotnostni standard: 100 bp DNA ladder (0,5 pig)

Vyhodnoceni: Napiste Uspésnost/nelspésnost PCR reakce a odhadnutou velikost a koncentraci
amplifikované DNA. Do protokolu vloZte fotografii vysledného gelu a popiste ji.



