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Sada pro ziskani DNA ze zeleniny/ovoce
Kat. €islo 108.6399
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Il Vysvétleni

DNA (kyselina deoxyribonukleova) je dédi¢na informace, ktera se vyskytuje ve vétsiné
organizm0. Ackoliv je DNA v burice pfiblizné 10 000krat delSi nez samotna bunka, zabira
jen 10 % vnitfniho prostoru buriky. DNA zaujima tak malo mista uvnitf bunky proto, zZe je
svinutd a spole¢né s proteiny slozena do komplexnich jednotek, které se nazyvaji
chromozomy.

Timto postupem se extrahuje chromozomalni DNA z obycejné cibule. Cibule se nejprve
vloZi do mixéru, aby se rozdrtily pevné stény rostlinnych bunék. V dalSim kroku se rozlozi
buné&né membrany. Bunéfné membrany se skladaji z proteind a tuku. Stejné jako
detergent (napf. myci prostfedek) rozpusti tuk v panvi, Ize pfidanim malého mnozstvi
detergentu rozpustit také bunééné membrany.
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Tento proces destrukce bunék se nazyva lyza. Zaci pfi tomto postupu pouziji horkou vodni
lazen a lyza¢ni roztok (Cell Lysis Solution) na bazi detergentu pro rozklad bunéénych
membran cibule. Pfi rozloZzeni bunénych membran vyteCe obsah buriky ven a vytvofi
polévku z DNA, dalSich nukleinovych kyselin, destruovanych membran, bunécnych
proteinu a jinych obsazenych latek. Neni tfeba vytvaret vysoce Cistou DNA, protoze ukol
spociva v jejim zviditelnéni. DNA, kterou zaci izoluji z bunécné polévky, proto neni Cista a
obsahuje celularni proteiny a dalSi frakce bunék. Pro zviditelnéni DNA pfidaji Zaci do
bunécéné polévky roztok pro precipitaci DNA (DNA Precipitation Solution) na bazi alkoholu.
ProtoZe DNA neni rozpustna v alkoholu, vysrazi se (precipituje) a vytvofi ,bilé oblacky*

z jemnych viskdznich vlaken. DNA Ize navinout na dfevénou Spejli a prozkoumat
podrobnéji. Tento postup je znamy jako navinuti DNA.

Toto praktické cviCeni se hodi pro védecké zaCateCniky.

1] Materialy

Reagencni systém obsahuje vSechna potifebna Cinidla pro vycisténi chromozomalni DNA
z cibule pomoci nize uvedeného postupu. Materialy vystaCi pro 15 samostatnych
preparaci a slouzi vyhradné k pouziti s touto sadou. Carolina Biological Supply Company

nenese odpovédnost, pokud tyto materialy pouzijete k jinym ucelum.

Sada obsahuje nasledujici materialy:

Pozor: VSechny materialy I1ze skladovat pfi pokojové teploté.
o Roztok pro lyzu Cell Lysis Solution, 100 ml

o 15 nesterilnich zkumavek s rovnym dnem, 50 ml

o Roztok pro precipitaci DNA Precipitation Solution, 150 ml

o 15 nesterilnich konickych zkumavek, 15 ml

o 17 filtrd

o 15 dfevénych Spejli

o 15 testovacich zkumavek

o Pracovni list pro zaky

o PfFirucka pro ucitele

Materialy, které potrebujete, ale nejsou obsazeny v sadé:

Stfedné velka cibule, Zluta nebo bila (na 1 preparaci)

NUZ a prkénko na krajeni

60 ml vody (na 1 preparaci)

Mixér [kat. €.: 201.3497]

Teplomér (pro kontrolu teploty vodni lazné [kat. ¢.: 200.0334]
Velka nadoba na vodu (60-65 °C)

Led
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\Y; Casova naroénost

Tento postup je velmi jednoduchy. VyZaduje jen minimalni pfipravu a da se proveést béhem
jednoho praktického cviceni.

30 min.: Zahtati vodni lazné na 60-65 °C, ochlazeni roztoku pro precipitaci DNA v
ledu a pfiprava Zzakovskych pracovist

40 min.: Rozmixovani cibule na tekutinu a lyzace bunék

5 min.: Extrahovani a navinuti DNA

\Y, Priprava praktického cvic¢eni

Zahfejte velkou nadobu s vodou na teplotu 60-65 °C. Postavte roztok pro precipitaci DNA
Precipitation Solution do ledu.

Priprava zakovskych pracovist’

Polozte na kazdé zakovské pracovisté jednu cibuli a jednu koénickou 50ml zkumavku.
(Cibuli mlzete, pokud chcete, jiz pfedem rozdrtit. Pokud to neudélate, potfebuji zaci
materialy pro nakrajeni cibule). Zaci musi mit pfistup k mixéru, aby mohli cibuli rozmé&lnit.
Pomoci koénické 50ml zkumavky mohou Zaci odméfit 60 ml vody a pridat je do mixéru
k cibuli. Dejte do kazdé 15ml zkumavky 7 ml roztoku Cell Lysis Solution, zkumavky popiste
a postavte vzdy jednu zkumavku s roztokem na kazdé Zakovské pracovisté. Dejte do
kazdé testovaci zkumavky 14 ml roztoku DNA Precipitation Solution, zkumavky popiste a
postavte vzdy jednu zkumavku do ledu na Zakovska pracovisté. Na kazdé pracovisté
polozte také jeden filtr a jednu dfevénou Spejli.

Vi Laboratorni postup

- Nakrajejte jednu stfedné velkou cibuli na hrubo a vloZte ji do mixéru.

- Pridejte 60 ml vody (jako odmérku muzete pouzit kénickou 50ml zkumavku).

- Mixujte 30 vtefin nizkou rychlosti, abyste cibuli rozmé&lnili.

- Mixujte 10 vtefin, aby se ze smési stala tekutda hmota, chvilku pockejte a
zkontrolujte, zda v hmoté nejsou hrubé kousky, v pfipadé potfeby je jesté
rozmixujte.

- Predchozi krok dvakrat zopakujte, cibule by nyni méla byt v tekutém stavu.

- Nalijte 7 ml cibulové smési do zkumavky, ktera jiz obsahuje 7 ml roztoku Cell Lysis
Solution, obsah promichejte oto€enim zkumavky. Netfepejte.

- Postavte zkumavku na 15 min. do vodni lazné s teplotou 60-65 °C.

- Vlozte do 50ml zkumavky filtr, pomalu nalijte lyzovanou cibulovou smés na filtr a
nechte filtrovany material (filtrat) pfekapat do zkumavky.

- Opatrné navrstvéte pfislusné mnozstvi ledové studeného roztoku DNA Precipitation
Solution na filtrat, ktery se nachazi na dné zkumavky.
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Pozor: DNA nelze navijet, pokud se roztok DNA Precipitation Solution smicha s filtratem.
Zkumavku drzte mirné naklonénou a roztok pro precipitaci pfidejte tak, aby pomalu stékal
na vnitfni strané zkumavky a nekapal pfimo do filtratu.

- Ciry roztok DNA Precipitation Solution se ve smési separuje nahofe. Ciry rdzové
zbarveny filtrat se bude nachazet na dné zkumavky a DNA z cibule by méla byt na
rozmezi mezi roztokem DNA Precipitation Solution a filtratem. DNA vypada jako
oblacek jemnych viskoéznich viaken.

- Navirite DNA pro podrobné&j$i zkoumani na dfevénou $peijli. Spejli pfitom ponofte do
zkumavky lehce pod oblaéek DNA, Spejli otacejte a pfitom s ni opatrné pohybujte
mezi DNA a rdzovym filtratem na dné zkumavky dopfedu a dozadu. Dejte pozor,
aby se vrstvy nesmichaly. DNA by se méla kolem Spejle omotat jako nit na civce.
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Navod k provedeni pokusu pro zaky 1. strana

Extrakce DNA z cibule

Jméno:

Trida:

Datum:

Uvod

DNA (kyselina deoxyribonukleova) je dédi¢na informace, ktera se vyskytuje ve vétsSiné
organizm0. Ackoliv je DNA v burice pfiblizné 10 000krat delSi nez samotna bunka, zabira
jen 10 % vnitfniho prostoru buriky. DNA zaujima tak malo mista uvnitf burnky proto, Ze je
svinuta a spole¢né s proteiny sloZzena do komplexnich jednotek, které se nazyvaji
chromozomy.

Timto postupem se extrahuje chromozomalni DNA z obycejné cibule. Cibule se nejprve
vloZi do mixéru, aby se rozdrtily pevné stény rostlinnych bunék. V dalSim kroku se rozlozi
buné&né membrany. Bunéfné membrany se skladaji z proteind a tuku. Stejné jako
detergent (napf. myci prostfedek) rozpusti tuk v panvi, Ize pfidanim malého mnozstvi
detergentu rozpustit také bunécné membrany.
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Navod k provedeni pokusu pro zaky 2. strana

Pfi rozlozeni bunénych membran vyteCe obsah buriky ven a vytvofi polévku z DNA,
dalSich nukleinovych kyselin, destruovanych membran, bunécnych proteind a jinych
obsazenych latek. Neni tfeba vytvaret vysoce Cistou DNA, protoze ukol spociva v jejim
zviditelnéni. DNA, kterou izolujete z bunécné polévky, proto neni Cista a obsahuje celularni
proteiny a dalSi frakce bunék. Pro zviditeInéni DNA pfidejte do bunétné polévky roztok pro
precipitaci DNA (DNA Precipitation Solution) na bazi alkoholu. ProtoZze DNA neni
rozpustna v alkoholu, vysrazi se (precipituje) a vytvofi ,bilé oblacky“ z jemnych viskdznich
vlaken. DNA muzete navinout na dfevénou Spejli a prozkoumat podrobnéji. Tento postup
je znamy jako navinuti DNA.

Navod k provedeni pokusu

Na hrubo nakrajenou stfedné velkou cibuli vloZte do mixéru.

Pridejte 60 ml vody (jako odmérku muzete pouzit konickou 50ml zkumavku).

Mixujte 30 vtefin nizkou rychlosti, abyste cibuli rozmélnili.

Mixujte 10 vtefin, aby se ze smési stala tekuta hmota, chvilku pockejte a zkontrolujte,
zda v hmoté nejsou hrubé kousky, v pfipadé potieby je jesté rozmixuijte.

Pfedchozi krok dvakrat zopakujte, cibule by nyni méla byt v tekutém stavu.

Nalijte 7 ml cibulové smési do zkumavky, ktera jiz obsahuje 7 ml roztoku Cell Lysis
Solution, obsah promichejte oto¢enim zkumavky. Netrepejte.

Postavte zkumavku na 15 min. do vodni lazné s teplotou 60-65 °C, je dulezité, aby
teplota byla vyssi nez 60 °C, ale nizSi nez 70 °C. Teplotu vysSi nez 60 °C potfebujete
k destrukci enzymd, které rozkladaji DNA.

Vlozte do 50ml zkumavky filtr, pomalu nalijte lyzovanou cibulovou smés na filtr a
nechte Ciry, rizové zbarveny filtrat (filtrovanou tekutinu) prekapat do zkumavky.

+ Opatrné navrstvéte prislusné mnozstvi ledové studeného roztoku DNA Precipitation
Solution na filtrat, ktery se nachazi na dné zkumavky.

- FHF FEEE

=

Pozor: DNA nelze navijet, pokud se roztok DNA Precipitation Solution smicha s filtratem.
Zkumavku drzte mirné naklonénou a roztok pro precipitaci pfidejte tak, aby pomalu stékal
na vnitfni strané zkumavky a nekapal pfimo do filtratu.

+ Ciry roztok DNA Precipitation Solution se ve smési separuje nahote. Ciry, rizové
zbarveny filtrat se bude nachazet na dné zkumavky a DNA z cibule by méla byt na
rozmezi mezi roztokem DNA Precipitation Solution a filtratem. DNA vypada jako
oblacek jemnych viskéznich viaken.
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Navod k provedeni pokusu pro zaky 3. strana

4 Navirite DNA pro podrobné&jsi zkoumani na dfevénou 3peijli. Speijli pfitom ponoite do
zkumavky lehce pod oblacek DNA, Spejli otacCejte a pfitom s ni opatrné pohybujte mezi
DNA a rtzovym filtratem na dné zkumavky dopfedu a dozadu. Dejte pozor, aby se
vrstvy nesmichaly. DNA by se méla kolem Spejle omotat jako nit na civce.
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