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Seznam zkratek a symboli:

A, absorbance

AFLP ..o amplified fragment length polymorphism (délkovy polymorfismus
amplifikovanych fragmenti)

ATP..ien. adenosintrifosfat, makroergicka slouc¢enina

BSA ..o bovine serum albumine (hovézi sérovy albumin)

CTAB.....ccovvenee cetyltrimethylamonium bromid

dd HoO...ocooe. redestilovana voda

DIECA ......ccccee. diethyldithiokarbomova kyselina

DNA. ..ot deoxyribonukleova kyselina

DNTP.....ccovenne deoxynukleotidtrifosfaty

EcoR1.............. endonukledza, enzym katalyzujici hydrolytické stépeni fosfodiesterové

vazby v nukleovych kyselinach, izolovany z bakterie Escherichia coli

EDTA......cccc....... ethylen diamintetra-acetat

e gram

RS litr

) DO mikrolitr (10 1)

MM, milimetr (107 m)

mol....ccoeevveeirnnnen. jednotka latkového mnozstvi

Msel.....ccen. endonukledza, enzym katalyzujici hydrolytické St€peni fosfodiesterové

vazby v nukleovych kyselinach, izolovany z bakterie Micrococcus

NaOAc.....ccoen.e. acetat sodny

N evrreeeiieeeeeeeeeeens nanogram (1 0° g)

1010 SURN nanometr (1 0° m)

nmol.........cccue....e. nanomol (10® mol)

PA miX....ccccoeueee preamplifika¢ni mix

PCR....ccveiies polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
pmol......ccevuvenenn. pikomol (1072 mol)

PVP..ooiieinee. polyvinylpyrrolidon

RNA. ..., ribonukleova kyselina

RNdza................... enzym katalyzujici hydrolyzu RNA, izolovany z pankreatu
150) 11 DEURRURU (revolutions per minute) otacky za minutu
SDS..cooiiiinn. sodium dodecyl sulfat



T4 ligase ............. enzym katalyzujici tvorbu vazby mezi fosfatem a hydroxylem,
izolovany z bakterie Escherichia coli

TAE pufr.............. Tris acetat EDTA pufr

Taq polymeraza ...enzym katalyzujici syntézu DNA z volnych nukleotidd, izolovany
z bakterie Thermophilus aquaticus

TE pufr.......ccc... Tris EDTA pufr

U e jednotka aktivity enzymu (1 U =1 umol min™' = 16,6 nkat), mnoZstvi

pfeménéného substratu za jednotku ¢asu

UV zéfeni............. ultrafialové zafeni
Vo volt

Wolhe eeveeeeeeeeeeneneneeens hmotnostni procento
WV eerreereenneaneens objemové procento



1. Uvod

Od roku 1869, kdy Miescher poprvé izoloval nukleovou kyselinu z bilych krvinek
obsaZzenych v hnisu, doséhla biochemie velkého pokroku. Nukleové kyseliny predstavuji
molekuly, které jsou dilezitym cilem laboratorni analyzy. Metody DNA a RNA nam dnes
umoznuji detekovat né€kolik malo molekul sledované latky. Pomoci PCR jsme schopni
z nékolika malo kopii jedné molekuly ziskat milion a vice nasobek. Je tak mozné studovat
sekvence DNA zivocisného, bakteridlniho & rostlinného genomu.! Tyto metody maiji
Siroké spektrum vyuziti, a to jak v medicing, tak i v rostlinné vyrobé ¢i botanice.

V posledni dobé nabylo na vyznamu zkoumani rostlin na urovni DNA. Lze takto
ziskat informace o pfibuznosti a jinych vztazich, které slouzi k sestaveni genového
rodokmenu a uréeni prostorovych map, nebo napft. k vybéru nejlepsich linii pro slechténi.?

Zakladem uspésného provedeni molekularni analyzy je kvalitni DNA. U rostlinné
tkané musime brat v potaz obsah sekundarnich metabolitii, jako jsou polyfenoly, organické
kyseliny, polysacharidy, latex ¢i jiné. Pii izolaci DNA nemusi byt tyto latky dokonale
odstranény. Jsou koizolovany. Zptsobuji poSkozeni DNA a inhibice enzymatickych reakci.
Obsah sekundarnich metaboliti zdvisi na druhu rostlinné tkan¢. Problém ziskat kvalitni
a ¢istou DNA z divodu vysokého obsahu téchto latek je zejména u exotickych druht
rostlin.?

Kromé sekundarnich metaboliti ma vliv na kvalitu DNA stéfi rostlinného materialu.
Ve vétsiné ptipadu je k dispozici pouze suSeny ¢i herbafovy materidl, jehoz DNA je
&asteéné degradovana.’

Pro velké mnozstvi rostlinnych druhti s riznou biochemickou kompozici a pro rizné
stafi materialu neni mozné pouzivat pro izolaci DNA jediny protokol. Proto se do
stavajiciho protokolu zavadéji specifické modifikace.” Takto upravené protokoly umoziuji
izolaci DNA o dostatecné kvalité tak, aby byla pouzitelnd pro naslednou molekularni

analyzu.



2. Cile prace

Predkladana bakalarska prace vznikla ve spolupraci s DNA laboratofi Katedry
botaniky Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze s cilem navrhnout
a optimalizovat vhodné postupy izolace DNA z rostlinné tkané rodu Curcuma a Pimpinella
pro naslednou analyzu AFLP.

V teoretické ¢ésti bakalarské prace jsou shrnuty literarni udaje, na zakladé kterych
jsou navrzeny vhodné postupy pro izolaci DNA z dané tkané. Nasleduje experimentalni
¢ast prace, kde jsou navrZzené postupy realizovany a pouzitelnost takto ziskané DNA pro

analyzu AFLP otestovana.



3. Prehled a rozbor literatury

3.1 Charakteristika rodu Curcuma

Patii do Celedi Zingiberaceae (zazvorovité) a ma sva pfirozena stanovisté v oblasti
jihovychodni Asie. Uzitkové vyznamné druhy jsou péstovéany v tropech celého svéta. Tato
aromaticka rostlina, znama jako zlaté zbarvena prisada kofeni kari, ma vysoky obsah
polyfenolickych latek, polysacharidd, alkaloidd a jinych sekundarnich metaboliti.®
Vyuziva se k upravé pokrmi, k barveni textilu ¢i k vyrobé lé€iv (curcumin). Ma
antioxidacni, protialergenni a baktericidni u¢inky.’

Molekularni analyza rodu Curcuma odhaluje pivod a fylogenetické vztahy

ekonomicky vyznamnych druhu.

3.2 Charakteristika rodu Pimpinella

Patii do Celedi Apiaceae (mifikovité). Vyskytuje se hojné po celé Evropé, v jizni Asii
a Africe. Pouziva se zejména v lé¢itelstvi. Je zndma jako kofeni anyz. Obsahuje silice
s aromatickymi kumariny (pimpinellin) a derivaty eugenolu, déle tfisloviny, hoi¢iny, soli
véapniku a drasliku, pektin, sliz, saponin a tanin. Psobi dezinfek¢né, detoxikacné
a hojive.

Molekularni analyza rodu Pimpinella umoziuje zjistit intra- a extrapopulacni

variabilitu, a tim odvodit vnitrodruhové vztahy.

3.3 Faktory ovliviiujici vybér vhodné metody izolace DNA

Pro izolaci DNA je k dispozici pestra skala protokoli. Vybér vhodné metody zavisi
na mnoha faktorech. V prvni fad¢ je to typ vychoziho biologického materialu.

Zakladem vSech izola¢nich postupt je lyze bunék, ze kterych chceme DNA ziskat.
U béznych bunék (napi. z krve, ze slin) staci obvykle rozpusténi biomembran a denaturace
proteind detergentem. Pro naruSeni pevnych tkani nebo houbovych ¢i rostlinnych bunék
s bunécnou sténou musi byt pouZito mechanické sily.?

Dalsim rozhodujicim faktorem pii vybéru metody izolace DNA je to, k cemu
budeme DNA dale pouzivat. Nasledné PCR metody jsou rGzné ndrocné na kvalitu

a kvantitu DNA. V nékterych ptipadech stac¢i i DNA horsi kvality a v nizké koncentraci.
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V extrémnim ptipadé je mozné pouZit jen zlyzované buriky. VétSina PCR metod ale
vyzaduje DNA o vysoké Eistoté. Vychozi biologické materialy obsahuji mnozZstvi latek,
které pii nasledném zpracovani mohou nékteré reakce inhibovat. Proto se pro izolaci DNA
z riiznych biologickych materiali pouzivaji rizné modifikované postupy.S V posledni dobé
se ¢asto pouzivaji komerné vyrabéné soupravy (kity), které jsou velmi spolehlivé, av3ak
vyrazné draz3i nez klasické izolaéni postupy. Dalsim faktorem pro vybér vhodné metody

izolace DNA jsou tedy finanéni moznosti pracovisté.

3.4 Izolace DNA z rostlinného materialu

3.4.1 Lyze bunék rostlinné tkané

Rostlinné burikky maji narozdil od béznych buriek navic buné¢nou sténu, ktera musi
byt naruSena pouzitim mechanické sily. Nejméné destruktivni metodou je drceni
rostlinného materidlu zmrazeného tekutym dusikem v tfeci misce. To je mozné pouze
v piipadé, Ze je k dispozici Gerstvy material.’

Pozornost védct je mnohdy soustfedéna na vyznamné rody rostlin vyskytujici se po
celém svéteé. Vzorky téchto rostlin jsou dopravovany do molekularné biologickych
laboratofi az po urcité dobé. Aby se uchovala ur€ita kvalita vzorki, jsou mezi tim usuSeny
a skladovany v silikagelu.® Metoda pro naruseni bundné stény u susenych materiald
spociva v drceni sklenénymi nebo wolframkarbidovymi kulickami v tfepacich zafizenich

(napf tiepaci mlyn MM200, Retsch). Pfi tomto zptisobu viak dochézi k degradaci DNA.?

3.4.2 I1zolace DNA metodou CTAB

Uvolnéni bunééného obsahu do pufru

Po naruSeni struktury bunééné stény se bunéfny obsah vcetné nukleovych Kyselin
uvolni do lyzaéniho pufru. Tento pufr obsahuje chemikalie, které svymi vlastnostmi
udrzuji nukleové kyseliny neposkozené a zaroven od nich oddé€luyji proteiny ¢i ostatni
nezadouci komponenty. Pro zvySeni ucinku izolace se vzorek v pufru inkubuje ur¢itou
dobu pii 65 °C.?

Obecn¢ pouzivany lyzaéni pufr je slozen zdetergentl, diky nimz dochazi

k rozpusténi biomembran a denaturaci proteinl. Detergenty jsou amfipatické molekuly,
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které maji hydrofilni a hydrofobni oblast. Ve vodnych roztocich se agreguji do malych
shlukd a tvofi tzv. micely. Hydrofobni konec se vaze na membranovy protein a hydrofilni
Cast se snazi prevést protein do roztoku v podobé komplexu protein-detergent. Silné
iontové detergenty jako je napf. sodium dodecyl sulfat (SDS) mohou kromé prevadéni
membranovych proteind do roztoku uvoliiovat nékteré vazby v proteinech, a tak zpuisobit
denaturaci proteini.” U izolace DNA z rostlin se nejcast&ji pouzZiva cetyltrimethylamonium
bromid (CTAB).'*"!

Kromé detergentu lyza¢ni pufr obsahuje Tris(hydoxymethyl)aminomethan
hydrochlorid (Tris-HCI), ktery udzuje pH pufru na hodnoté 8 — 9, a to neni optimélni pH
pro degrada¢ni enzymy nukleovych kyselin — nukleazy."?

V lyzacnim pufru je dilezita koncentrace NaCl > 1 mol 1, ta zptsobuje oddéleni
nukleovych proteini histonii od DNA a udrzuje pfi precipitaci polysacharidy v roztoku."

Posledni dilezitou soucasti lyza¢niho pufru je ethylen diamintetra-acetat (EDTA).
Ten chelatuje ionty vapniku, které slouzi jako kofaktor nukleaz. Ty bez vapniku nepracuji,

. , , war s s 12
takZe se tim zabrani rozstipani DNA.

Extrakce nukleovych Kkyselin

Metoda extrakce ponechava nukleové kyseliny rozpusténé ve vodném prostedi pufru
a odstraiiuje ostatni slozky lyzatu, pfedevSim proteiny. K lyzatu je pifidana smés
chloroform-isoamylalkohol. Chloroform je organické nepolarni rozpoustédlo a nemisi se
s vodnym roztokem lyzatu. Smés se tedy rozdéli na dvé faze - horni vodnou a dolni
chloroformovou. Protfepavanim dochazi k miseni fazi a k denaturaci proteind, které se po
centrifugaci a po separaci obou fazi objevi ve formé bilé srazeniny na fazovém rozhrani.
Horni vodna faze obsahujici nukleové kyseliny se odpipetuje do nové zkumavky a extrakce

se opakuje tak dlouho, dokud se na rozhrani obou fazi objevuji vysraZené proteiny.’

Precipitace nukleovych Kyselin

Z ptecisténého vodného roztoku je mozné nukleové Kyseliny vysrazet piidanim
koncentrovaného alkoholu. Pro zvySeni efektu srazeni se vzorek s alkoholem inkubuje
urcitou dobu pii -20 °C. Po centrifugaci se na dné zkumavky objevi mlééné zakaleny
sediment (pelet). Toto zakaleni je zptisobeno koprecipitovanymi solemi, které také zvysuji
uc¢innost srdZzeni. Soli je nutné odstranit a to promytim 70% ethanolem. Nékdy se po
precipitaci objevi pelet ey nebo jinak zbarveny. To znamena, Ze dosSlo ke koprecipitaci

nejen soli, ale také jinych nezadoucich chemickych latek, které nebyly pfedchozimi kroky
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dostate¢né odstranény. Tento problém nastava u rostlin s vysokym obsahem polyfenoli ¢i

polysacharidi’l.3

Pievedeni nukleovych Kkyselin do roztoku

Dle potieby je mozné prevést nukleové kyseliny do roztoku. Pelet se rozpusti
v redestilované vodé nebo v eluacnim TE pufru. Tento pufr obsahuje Tris-HCI (udrzuje pH
pufru v pozadovaném rozmezi) a EDTA (chelatuje vapenaté ionty). DNA rozpusténa v TE
pufru mize byt uchovana tydny pii teploté 4 °C, roky pii -80 °C.} Kazdé rozmrazeni

a znovuzmrazeni poskozuje DNA.

Odstranéni RNA

Pokud potfebujeme pracovat pouze s cistou DNA, musi byt RNA odstranéna
pusobenim RNazy. Tento enzym muze byt pfidan jiz do lyza¢niho pufru, a RNA je tak
odstranéna na pocatku izolace. Nebo muze byt pfidan po rozpusténi peletu v TE pufru na

konci izolace.’ U fady PCR aplikaci viak pfitomnost RNA neni nezadouci.

3.4.3 Modifikace protokolu izolace DNA metodou CTAB

Odstranéni polyfenolickych latek
Polyfenoly velmi snadno podléhaji oxidacnim reakcim. Jejich oxida¢ni produkty
zpusobuji poskozeni DNA a znemoziuji pfistupnost nékterym enzymim." Skodlivy vliv

polyfenolickych latek mize byt neutralizovan nékolika zplisoby:

e Piidanim adsorbentd polyfenolickych latek, jako je hovézi sérovy albumin (BSA)
nebo polyvinylpyrrolidon (PVP), do lyza¢niho pufru.'*

e Piidanim fenoloxiddzového inhibitoru diethyldithiokarbomové kyseliny (DIECA)
do lyzaéniho pufru.'

e Inhibici samotné oxidacni reakce antioxidantem B-merkaptoethanolem.'®

e Nafedénim polyfenolickych latek zvySenim poméru lyza¢niho pufru k rostlinnému

materialu.?

Odstranéni polysacharidu

Polysacharidy rozpustné ve vod¢ byvaji koizolovany spolu s DNA. Ukazatelem této

koizolace je, Ze po pievedeni DNA do roztoku TE pufru je takto pfipravena DNA velmi
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viskozni. Pritomnost polysacharidii inhibuje aktivitu restrikénich enzym a Taq DNA

polymerazy.'® Nezadouci polysacharidy mohou byt odstranény nékolika zpusoby:

e ZvySenim koncentrace CTAB vlyzaénim pufru dojde k vysrazeni urcitého
mnoZstvi polysacharidi.'’

e Precipitaci DNA alkoholem pii pokojové teploté.'®

e Pridanim 1,25 M NaCl do precipitacniho kroku. V roztoku NaCl-ethanol dojde
jednak k rozpus$téni polysacharidii v roztoku NaCl, a zaroven k vysrazeni DNA

ethanolem.'’

3.4.4 1zolace DNA pomoci kitu

Kity jsou komer¢né vyrabéné soupravy pro izolaci DNA (naptf. DNeasy Plant Mini
Kit od firmy Qiagen, Invisorb Spin Plant Mini Kit od firmy Invitek). Jsou optimalizovany
pro pouziti na konkrétni typ a mnozstvi vzorku. Poskytuji standardizované vysledky
a mnohdy Fesi problém izolace DNA o vysoké &istoté.> Manipulace s témito soupravami je
velmi jednoduchd a cely proces izolace trva pomémé kratkou dobu. Pii izolaci kitem
nedochazi ke styku stoxickymi latkami jako je chloroform nebo B-merkaptoethanol.
Nevyhodou pouzivani kitl je jejich vysoka cena.

Izolace DNA kitem je zaloZena na adsorpci na silikat. K roztoku obsahujicimu
zlyzovany bunéfny obsah se pfidava chaotropni stl a suspenze silikatovych castic.
Protfepanim se usnadni navdzani DNA na silikatové castice. Ostatni nezddouci latky
zistavaji v roztoku a lze je pak elegantné odstranit. Soucasti soupravy jsou nastavce na
mikrozkumavky obsahujici jemny filtr (kolonky), ktery silikatové &éstice s navazanou
DNA zachyti. Poté dochazi k promyvani kolonky promyvacimi pufry a k odstranéni
zbytk neéistot. Nakonec se ¢istd DNA rozpusti v TE pufru.

U nékterych kit se na misto silikatu pouzivaji specialni pryskyfice. Princip izolace

DNA je stejny.

3.4.5 Purifikace DNA pomoci kitu

Kromé izolace DNA lze pomoci kitu purifikovat jiz vyizolovanou DNA.? K tomuto
ucelu jsou na trhu k dispozici specidlné upravené kity (naptf. JETquick General DNA

Clean-Up Kit od firmy Genomed) . Princip purifikace DNA kitem je stejny jako u izolace
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kitem, 1i§i se sloZeni né€kterych pufri a velikost jemného filtru v kolonkach. Cena
purifikace je daleko niZ8i neZ cena izolace kitem. Proto je mnohdy DNA nejdfive
vyizolovana klasickou CTAB metodou a poté, neodpovida-li ¢istota DNA pozadavkim,

nasledné precisténa purifikaénim kitem.

3.2.6 Kontrola koncentrace a Cistoty DNA

Spektrofotometricky

Nejcastéjsi zpisob méfeni koncentrace nukleovych kyselin je zaloZen na tom, Ze
aromatické struktury bazi absorbuji UV zafeni ur¢itych vinovych délek. Intenzitu absorpce
latek rozpusténych v roztoku lze méfit spektrofotometrem. Pokud jsou v roztoku pouze
nukleové kyseliny, mira absorpce pfi 260 nm odpovida koncentraci téchto kyselin
(Obrazek 1). Protoze jsou ale nukleové kyseliny izolovany z bunék, jsou jejich roztoky
kontaminovany bilkovinami. Ty obsahuji aromatické aminokyseliny fenylalanin a tyrosin,
které také absorbuji UV zafeni. Pokud zméfime absorbanci ¢istého vodného roztoku
nukleovych kyselin pfi riznych vinovych délkach, ziskame kiivku s absorpénim maximem
pfi 260 nm. Pokud je ale vzorek kontaminovan bilkovinami, kfivka se zveda také pfi
280 nm. Z poméru A260/A280 lze tedy zjistit Cistotu vzorku, resp. zne€i$téni vzorku
proteiny. Hodnota A260 u ¢istého vzorku je vzhledem k A280 dvojnasobna. Pomér je tedy
2,0. U vzorku kontaminovaného bilkovinami se hodnota A280 zveda, a pomér tak klesa
Pokud se hodnota poméru A260/A280 pohybuje vrozmezi 1,8 — 2,0, vzorek neni

kontaminovany bilkovinami a je mozné ho pouzit pro naslednou molekularni analyzu.?® ?'
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Obriazek 1: Absorp&ni spektrum vodného roztoku nukleovych kyselin.”’
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Elektroforeticky

Elektroforéza je metoda zaloZena na separaci DNA v agar6zovém gelu Umoziuje
kontrolu integrity DNA a hruby odhad mnozstvi. DNA se separuje na zadklad¢ svého
naboje a molekularni hmotnosti. Vzorek je nanesen do jamky v gelu. Do vedlejsi jamky je
nanesen srovnavaci standard, ktery obsahuje smés molekul nukleovych kyselin o znamé
molekulové hmotnosti a koncentraci. Gel je umistén do elektrického pole mezi kladnou
a zapornou elektrodu. Zaporné nabité molekuly nukleovych kyselin se prodiraji
trojrozmérnou siti vlaken smérem ke kladné elektrodé. Malé molekuly se pohybuji
rychleji, vétsi zaostavaji. Pro zviditelnéni separovanych molekul se pouziva fluorescenéni
barvivo ethidium bromid. Ten se navdaZze na DNA a pfi excitaci UV zafenim molekuly
DNA fluoreskuji. Mnozstvi fluorescence je imémé celkovému mnozstvi DNA. Srovnanim
fluorescence vzorku s fluorescenci standardu (napif. Lambda DNA Hindlll Marker;
Ptiloha A) miZe byt odhadnuta koncentrace DNA.? Pokud je DNA degradovan4, na gelu
se objevi svétly pruh, tzv. ,smear (Smouha). Pokud je DNA kontaminovana, ve vzorku

jsou pfitomny zbytky polysacharidi a jinych koizolovanych latek, zlstava v jamce

a nedojde k separaci.

Obrazek 2: DNA po separaci v agarézovém gelu. 1, 6 - srovnavaci standard Lambda DNA Hindlll Marker
(Ptiloha A), 2, 3 - vysokomolekularmi DNA, 4, 5 — degradovana DNA.

3.5 Molekularni analyza AFLP

V dnesni dobé slouzi k ziskani genetické informace molekularni metody zaloZené na
PCR reakci. Tyto metody umoziuji sledovani evolu¢nich vztahii nejen mezi druhy, ale

také uvnitf a mezi populacemi jednoho druhu.
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Mezi nejpouzivanéj§i molekularni metody patiéi Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLP; délkovy polymorfismus amplifikovanych fragmenti).”> - ¢
Metoda umoziiuje rozdélit sledované piibuzné organismy nebo jedince jednoho druhu na
zakladé DNA genotypizace a vytvofit tzv. fingerprint. VyuZiva odlinosti v sekvenci DNA,
kterou lze detekovat pomoci restrikénich enzymi a nasledné amplifikace specifickych
fragment.

AFLP je metoda velmi citliva na kvalitu a koncentraci DNA, proto je nutné zvolit
vhodny postup pro izolaci DNA.

AFLP se sklada z n€kolika po sobé jdoucich kroki:

3.5.1 Restrikce

Izolovana DNA se pomoci restrikénich endonukleaz EcoRI a Msel specificky nastipe
na kratké fragmenty (Obrazek 3). Nukleazy katalyzuji hydrolyzu fosfodiesterové vazby
v nukleovych kyselinach. Restrikéni endonukledzy 3$tépi DNA pouze v mistech se
specifickou kratkou sekvenci nukleotidii. St&penim vznikaji tfi druhy fragmenti

ohrani¢enych restrikénimi misty EcoRI x Msel, EcoR1 x EcoRI a Msel x Msel.

Msel cut EcoRl cut
5.
T 1 el IR
T TAA G AATTC
AAT T CTTAA G
|

Obrizek 3: AFLP - Usek DNA it&peny enzymy EcoRI a Msel %

3.5.2 Ligace

Jde o navazani adaptéri na specifické restrikéni misto. Adaptéry jsou kratké
dvoutetézcové useky DNA, které obsahuji kratkou sekvenci nukleotidi nutnou pro
navazani primert v dal§im kroku a zaroveil jsou kompatibilni s restrikénim mistem pro
EcoRI nebo Msel (Obrazek 4). Ligace adaptori je katalyzovana T4 ligazou a probiha
v pufru za ptitomnosti ATP.
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Msel adaptor EcoRl adaptor
FTTTTTTTT ITTTTTTTTTI
G AATTG
CAT c
I T T I I 111t
r r 1111 T 1T 1T T 1T T T 1T T T T T T T rTr Tt T T 1T 111711
G T AA GAATTG
C ATT C TTAAC
[ ] [ I I I |

Obrazek 4: AFLP - Ligace adaptérti na kratké DNA fragmenty.?

3.5.3 Preamplifikace

Pfi PCR reakci sprimery kompatibilnimi se sekvenci adaptorii a sjednim tzv.
selektivnim nukleotidem (Obrazek 5) dojde k amplifikaci pouze téch fragmentd, které maji
za restrikénim mistem pravé selektivni nukleotid(y). V tomto kroku tedy dochazi k redukci
poctu fragmenti DNA, resp. je amplifikovana pouze 1/16 fragmentl. Preselektivnimi

primery se také namnoZi pouze ty, které jsou ohrani¢eny restrikénimi misty EcoRI x Msel.

Msal primar 1
t Ty vV yr oo b
CATT G
- T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Fr T T T T 11
G TAAC AGAATTG
CATTG TCTTAAC
K (SR T N N CHN NN N N N W N (N N NN NN N TN TN TN N NN TN N TN TN TN N O T IO O
ARAATTA
T I S O O O
ECORI| pnmer

Obrazek 5: AFLP - Preamplifikace fragmenti s restrikénim mistem Eco R I x Mse I a selektivnim
nukleotidem.?*

3.5.4 Selektivni amplifikace

Jde o findlni namnoZeni fragmentt selektivnimi primery, znichZ jeden je
fluorescen¢né oznacen kvili nasledné vizualizaci produktd. Selektivni primery maji tfi
tzv. selektivni nukleotidy a amplifikuji se tedy pouze ty fragmenty, které jsou ohranieny
restrikénim mistem a uréitou sekvenci tfi nukleotidi (Obrazek 6). Délka a pocet selektivné

amplifikovanych fragmenti jsou velmi specifické znaky pro kazdého jedince.
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Msel primer 1

T 17T 1T 17T 17T 7T 7T 1T 7T 7T 17T 7T 717
C TTGTA
S- T r rrrrr rrrrJr 1 rrrr U rrrrr T IrrTrrrIrrrrTro oo
G TAACAT C GAGAATTG
CATTGTA GCTCTTAAC
3- 2 1 L ¢ 1 %% o1orRoMroRfolsoroaororororooaraororororian
C GAGAATTG
a1l 1 1 1 1 1 1 2 111 1

EcoRI primer 1

Obrazek 6: AFLP — Selektivni amplifikace fragmentii s restrik&nim mistem a tfemi nukleotidy.**

3.5.5 Separace a analyza produkti AFLP

Separace a naslednd vizualizace produkti AFLP se provadi pomoci genetického
analyzétoru, ve kterém probiha kapilarni elektroforéza (napi. ABI 3100 Avant, Applied
Biosystems). Fluorescenéné znacené produkty jsou separovany v polyakrylamidovém gelu
a pfi separaci (na konci kapilary) detekovany laserovym detektorem. Signaly se dale
vyhodnocuji ptislusnymi programy (napf. GeneScan),” porovnavaji se spektra fragmentt
(napt. v programu Genographer; Obrazek 7)*® aziskavaji se tzv. DNA fingerprinty
analyzovanych jedinci. Vysledkem je potom matice binarnich znakd, kterou lze
vyhodnocovat specifickymi statistickymi metodami a hodnotit podobnosti mezi jedinci

a genetickou strukturu populaci.

Obrazek 7: AFLP - DNA fingerprinty souboru jedinci hodnocenych v programu GenoGrapher v 1.6.%
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4. Experimentalni cast

4.1 Seznam pouzitych chemikalii

Acetat sodny (NaOAc), CoH3;NaO, . 3H»O, p. a., Lachema
AFLP Core Reagent Kit , Invitrogen

AFLP Pre-Amp Primer Mix [, Invitrogen

Agarose, biotechnology grade, Amresco

Buffer with MgCl, for REDTagq, 10 x, Sigma Aldrich

Silikagel, Si0O,, Penta

Cetyltrimethylamoniumbromid (CTAB), C2oH44NBr, high purity grade, Amresco
DNeasy Plant Mini Kit, Qiagen

dNTP, 10 nmol pl", Fermentas

EcoR] primery fluorescenéné znagené, 1 pmol ul”', Applied Biosystems
Msel primery, 5 pmol pl”', Applied Biosystems

Ethanol, C-HsOH, ¢isty 96%, P-Lab

Ethylendiamintetra acetat (EDTA), C;oH;¢N,Os, ultra pure grade, Amresco
Ethidium bromid. 10 g 1", Top-Bio

Chlorid sodny, NaCl, p. a., Roth

Chloroform, CHCI;, p. a., Lachema

Isoamylalkohol, CsH;,0, p. a., Lachema

Isopropanol, C3HgO, p. a., Penta

JETquick General DNA Clean-Up Kit, Genomed

Jump Star Red Tag DNA polymerase, 1 U pl”, Sigma Aldrich

Lambda DNA Hindlll Marker. 0.1 g 1", Fermentas

2- merkaptoethanol, C,HgOS. biotechnology grade, Amresco
Polyvinylpyrrolidon (PVP), (C¢H9NO)x, Carl Roth

RNase A, 10 g I"', Fermentas

Tris, C4HgNOs, ultra pure grade, Amresco

4.2 Priprava pufri

(Ptiloha B)
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4.3 Seznam pouzitych pristroju a softwari

Centrifuga 5415R, Eppendorf, Némecko

Dokumenta¢ni systém Gel Logik 100, Kodak, UK

1D Image Analysis Software v 3.6.1, Kodak, UK
Elektroforeticka sestava HU6, Sigma Aldrich, USA

GeneScan Analysis Software v 3.7, Applied Biosystems, USA
Geneticky analyzator ABI 3100 Avant, Applied Biosystems, USA
GenoGrapher, J, Benham 2001 v 1.6, Montana State University, USA
Pipeta Research Family Variable 2,5, Eppendorf, Némecko
Pipeta Research Family Variable 10, Eppendorf, Némecko

Pipeta Research Family Variable 20, Eppendorf, Némecko

Pipeta Research Family Variable 100, Eppendorf, Némecko
Pipeta Research Family Variable 200, Eppendorf, Némecko
Pipeta Research Family Variable 1000, Eppendorf, Némecko
Spektrofotometr Biophotometer, Eppendorf, Némecko
Termomixer Comfort, Eppendorf, Némecko

Transluminator UVT 20M, Herolab, Némecko

Tiepaci mlyn MM200, Retsch, Némecko

Vahy 440-21N, Kern, Némecko

Vortex GENIE 2, Scientific Industries, USA

Zdroj napéti Consort E 132, Sigma Aldrich, USA

4.4 Priprava vzorki

Rostlinny material rodu Curcuma a Pimpinella byl usu$en a uskladnén v silikagelu.
Pro izolaci DNA byly vybrany ¢&tyti vzorky rodu Curcuma a ¢tyti vzorky rodu Pimpinella.
Bezprostiedné pred izolaci DNA bylo navdzeno 20 mg suSeného materidlu do 2 ml
mikrozkumavek a pfidano 5 - 10 sklenénych kulicek o priméru 3 mm. Mikrozkumavky
byly poté vlozeny do tfepaciho mlynu a material byl 10 minut drcen na prach pfi frekvenci

30 otacek za sekundu.
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4.5 Izolace a purifikace DNA

4.5.1 Postup pro izolaci DNA modifikovanou metodou CTAB

Modifikovanou metodou CTAB byla izolovana DNA dvou vzorkl rodu Curcuma
a dvou vzorkl rodu Pimpinella.

Do mikrozkumavek srozdrcenym materidlem bylo pfidano 700 pul CTAB pufru
obsahujiciho 2-merkaptoethanol (Pfiloha B) a 10 pul RNazy A. Vzorky byly dikladné
promichany na vortexu a poté inkubovany 30 minut pfi 60 °C a 1 400 rpm v termomixéru.
Béhem inkubace byl pifidan PVP (we, = 2). Po inkubaci nasledovalo pfidani 500 pl smési
chloroform : isoamylalkohol (24:1) addkladné promichani. Poté byly vzorky
centrifugovany 6 minut pfi 14 000 rpm. a nasledné pfepipetovan supernatant do novych
2 ml mikrozkumavek. Opét bylo pfidano 500 pl smési chloroform : isoamylalkohol, vse
promichano a poté centrifugovano 6 minut pfi 14 000 rpm. Supernatant byl pfepipetovan
do 1.5 ml mikrozkumavek a bylo pfidano 500 pl vychlazeného isopropanolu. Smés byla
opatrné promichéana prevracenim a inkubovana 20 minut pfi laboratorni teploté. Poté byly
vzorky centrifugovany 3 minuty pfi 14 000 rpm. Po centrifugaci nasledovalo odstranéni
supernatantu a k peletu na dné zkumavky bylo pfidano 400 pl vychlazeného 96% ethanolu.
Vzorky byly inkubovéany 15 minut pii 37 °C a 1 200 rpm v termomixéru. Po inkubaci byly
centrifugovany 3 minuty pii 14 000 rpm, opét nasledovalo odstranéni supernatantu
ak peletu bylo ptfidano 200 pl vychlazeného 70% ethanolu. Vzorky byly centrifugovany
3 minuty pii 14 000 rpm, byl odstranén supernatant a pelet suSen na termomixéru 5 minut

pii 65 °C. Po vysuseni byl pelet rozpustén ve 100 pl TE pufru (Ptiloha B).

4.5.2 Postup pro izolaci DNA pomoci kitu

Pomoci kitu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) byla izolovana DNA dvou vzorka rodu
Curcuma a dvou vzorka rodu Pimpinella. 1zolace DNA byla provedena dle protokolu ke

kitu (Ptiloha C).

4.5.3 Postup pro purifikaci DNA pomoci kitu

Ze vzorki DNA Pimpinella 1 a 2 izolovanych metodou CTAB bylo odebrano 50 pl
a nasladné purifikovano kitem JETquick General DNA Clean-Up Kit (Genomed).
Purifikace byla provedena dle protokolu ke kitu (Pfiloha D).
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4.6 Kontrola a priprava DNA pro analyzu AFLP

Kvalita a kvantita vSech vzorki DNA byla zkontrolovdna spektrofotometricky.
BlOphotometrem byla zméfena absorbance pii 260 a 280 nm a nasledné prepocitana na
koncentraci vng pl' a ukazatel kontaminace bilkovinami A260/A280. Kuvalita byla
ovéfena také elektroforeticky. 5 ul DNA bylo naneseno na 0,8% agar6zovy gel v 1x TAE
pufru (Ptiloha B) s pfidavkem ethidium bromidu (1000:1). Elektroforeticka separace
probihala 30 minut pHi 10 Vem'. Po separaci byla provedena vizualizace
translumindtorem pfi 254 nm a obrazek byl pofizen dokumenta¢nim systémem Gel Logic
100 Kodak a softwarem 1D Image Analysis Software Kodak.>’” DNA vice

koncentrovanych vzorki byla nafedéna na pracovni koncentraci 50 ng pl™.

4.7 AFLP analyza

Metoda byla provedena dle standardniho protokolu23 za pouziti AFLP Core Reagent
Kit a AFLP Pre-Amp Primer Mix I (Pfiloha E). Separace AFLP produkti probéhla na
genetickém  analyzatoru ABI 3100 Avant vsekvenaéni laboratofi PiF UK
(http://www.natur.cuni.cz/~seqlab/). Data z genetického analyzatoru byla analyzovana
programem GeneScan v 3.7 (fragmentim byly pfifazeny délky porovnanim s vnitinim
standarden GeneScan ROX 500) a AFLP fragmenty byly dale hodnoceny pomoci

programu GenoGrapher v 1.6.%*2¢



5. Vysledky a diskuse

5.1 Spektrofotometricka kontrola koncentrace a ¢istoty DNA

Tabulka 1: Hodnoty koncentrace a poméru absorbanci A260/A280 vzorki DNA ziskanych riznymi
metodami izolace ¢&i purifikace DNA.

Metoda izolace ¢i purifikace DNA C. vzorku Koncentrace A260/A280
[ng ul]

CTAB Curcuma 1 232 1,69

CTAB Curcuma 2 239 1,70

CTAB Pimpinella 1 372 1,60

CTAB Pimpinella 2 218 1,60

Dneasy Plant Mini Kit Curcuma 3 131 1,78
Dneasy Plant Mini Kit Curcuma 4 141 1,79
Dneasy Plant Mini Kit Pimpinella 3 162 1,75
Dneasy Plant Mini Kit Pimpinella 4 185 1,76

Jet Quick General DNA Clean-Up Kit  Pimpinella I purif. 26 1,75
Jet Quick General DNA Clean-Up Kit  Pimpinella 2 purif. 27 1,75

Vzorky izolované metodou CTAB mély vysokou koncentraci DNA dostate¢nou pro
naslednou analyzu AFLP. Pomér absorbanci A260/A280 vyjadiujici kontaminaci DNA
bilkovinami by mél byt v idealnim ptipadé 1,8 — 2,0. U vzorki izolovanych metodou
CTAB byl tento pomér nizsi, DNA byla tedy kontaminovana bilkovinami (Tabulka 1).

Vzorky izolované komerc¢nim kitem DNeasy Plant Mini Kit mély dostate¢né
vysokou koncentraci DNA a pomér A260/A280 byl vyssi nez u izolace metodou CTAB.
Z toho vyplyva, ze DNA vyizolovand komerénim kitem byla méné kontaminovana
bilkovinami nez DNA vyizolovana metodou CTAB(Tabulka 1) .

Ze vzorkil Pimpinella 1 a 2 bylo po izolaci metodou CTAB odebrano 50 pul DNA
a nasledné purifikovano komerénim kitem Jet Quick General DNA Clean-Up Kit. Pfi
purifikaci doSlo k velkym ztradtdm a vyslednd koncentrace DNA byla nizka. Pomér
A260/A280 se vsak zvysSil, coz znamenda, Ze kontaminace bilkovinami byla caste¢né

odstranéna (Tabulka 1).
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5.2 Elektroforeticka kontrola Cistoty DNA

Obrazek 8: DNA izolovana metodou CTAB. | - srovnavaci standard Lambda DNA Hindlll Marker
(Ptiloha A), 2 - Curcuma 1, 3 - Curcuma 2, 4 - Pimpinella 1, 5 - Pimpinella 2.

DNA izolovana metodou CTAB nebyla dostate¢né ¢istad. Dle elektroforetické
kontroly na agar6zovém gelu (Obrazek 8) DNA zustala v jamce, nedoslo k separaci. DNA

byla kontaminovana polysacharidy a jinymi latkami.

Obriazek 9: DNA izolovana kitem DNeasy Plant Mini Kit. 1 — srovnavaci standard Lambda DNA Hindlll
Marker (Ptiloha A), 2 - Curcuma 3, 3 - Curcuma 4, 4 - Pimpinella 3, 5 - Pimpinella 4.

DNA izolovana kitem DNeasy Plant Mini Kit byla dle elektroforetické kontroly na

agarozovém gelu (Obrazek 9) Cista bez zbytk nezadoucich latek.
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Svétly pruh, tzv. ,,smear®, znacil ¢aste¢nou degradaci DNA. Ta byla zplisobena susenym

a jiZ star$im vychozim materialem.

Obrazek 10: DNA izolovana metodou CTAB a nasledné purifikovana kitem Jet Quick General DNA
Clean - Up Kit. 1 — srovnavaci standard Lambda DNA Hindlll Marker (Ptiloha A), 2 - Pimpinella | purif.,
3 - Pimpinella 2 purif.

Dle elektroforetické kontroly byla pomoci purifika¢niho kitu Jet Quick General DNA
Clean-Up Kit uspé$né odstranéna kontaminace DNA koizolovanymi nezadoucimi latkami

(Obrazek 10).
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5.3 Otestovani pouzitelnosti ziskané DNA pro analyzu AFLP

1l 4

|}

Obriazek 11: DNA fingerprinty vzorkd Curcuma izolovanych riznymi metodami, hodnocenych v programu
GenoGrapher®, oblast AFLP fragmentii o délkach 100 — 300 bp, tfi kombinace selektivnich primerd.

1, 5,9 - Curcuma | (metoda CTAB), 2, 6, 10 - Curcuma 2 (metoda CTAB), 3, 7, 11 - Curcuma 3 (DNeasy
Plant Mini Kit), 4, 8, 12 - Curcuma 4 (DNeasy Plant Mini Kit).

DNA Curcuma 1 a Curcuma 2 izolovana metodou CTAB nebyla dle ziskanych dat
pouzitelna pro analyzu AFLP (Obrazek 11, vzorky 1, 2, 5, 6, 9, 10). Signal fragmentl
AFLP u vsech tii kombinaci selektivnich primerta byl velmi slaby nebo zadny. Metodou
CTAB doslo ke koizolaci nezadoucich latek, které zpusobily inhibici aktivity restrikénich
enzyml a Taq polymerazy. V disledku toho nedoslo ke specifickému naStipani DNA
restrikénimi endonukledzami jiz v prvnim kroku AFLP, nebo neprobéhlo namnozZeni
preselektivnich ¢i selektivnich fragmentda.

DNA Curcuma 3 a Curcuma 4 izolovana kitem DNeasy Plant Mini Kit byla dle
ziskanych dat vhodna pro analyzu AFLP (Obrazek 11, vzorky 3, 4, 7, 8, 11, 12). Signal,
pocet a délka produkti AFLP byly vyhovujici.
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Obréazek 12: DNA fingerprinty vzorkid Pimpinella izolovanych riznymi metodami, hodnocenych

v programu GenoGrapher, oblast AFLP fragmentii o délkach 100 — 300 bp, jedna kombinace selektivnich
primerd,

1 - Pimpinella | (metoda CTAB), 2 - Pimpinella 2 (metoda CTAB), 3 - Pimpinella I purif. (Jet Quick
General DNA Clean-Up Kit), 4 - Pimpinella 2 purif. (Jet Quick General DNA Clean-Up Kit), 5 - Pimpinella
3 (DNeasy Plant Mini Kit), 6 - Pimpinella 4 (DNeasy Plant Mini Kit).

DNA Pimpinella 1 a 2 izolovana metodou CTAB nebyla dle ziskanych dat vhodna
pro analyzu AFLP (Obrazek 12, vzorky 1 a 2). Nizky pocet fragmenti AFLP a jejich délka
100 — 150 bp zcela nevyhovovaly jakémukoli hodnoceni. Stejné jako u rodu Curcuma
byly metodou CTAB spolu s DNA koizolovany nezadouci latky zplsobujici inhibice
nékterych reakci. Naslednou purifikaci kitem Jet Quick General DNA Clean-Up Kit byla
kontaminace nezadoucimi latkami u vzorkd Pimpinella 1 a 2 efektivné odstranéna
(Obrazek 12, vzorky 3 a 4). Ziskané fragmenty AFLP byly pouzitelné pro dalsi hodnoceni.

DNA Pimpinella 2 a 3 izolovana kitem DNeasy Plant Mini Kit byla dle ziskanych
dat vhodna pro analyzu AFLP (Obrazek 12, vzorky 5 a 6). Pfi izolaci DNA komerénim

kitem nedoslo ke koizolaci nezadoucich latek a vSechny kroky AFLP probéhly vpotadku.
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6. Zaveér

Cilem této prace bylo navrhnout a optimalizovat vhodny postup pro izolaci DNA
z rostlinné tkan€ rodt Curcuma a Pimpinella a ovéfit pouzitelnost takto ziskané DNA pro
naslednou analyzu AFLP. U obou roda bylo brano v uvahu, Ze mohou mit vysoky obsah
sekundarnich metabolitli, které maji vliv na kvalitu izolované DNA a inhibuji nasledné
PCR reakce. Na zakladé literarnich udaji byla pro izolaci DNA nejprve navrzena, a poté
experimentalné ovéfena metoda CTAB s modifikovanymi kroky. Tyto modifikace mély
pomoci efektivné izolovat DNA od neziddoucich latek. ZiskandA DNA méla dle
spektrofotometrické a elektroforetické kontroly vysokou koncentraci, ale nebyla dostate¢né
Cista. Pii ovéfeni pouzitelnosti takto izolované DNA rodt Curcuma a Pimpinella pro
analyzu AFLP se prokazalo, Ze metoda CTAB s modifikovanymi kroky neni vhodna.
U vzorkii DNA rodu Pimpinella izolovanych metodou CTAB byla dodate¢né provedena
nasledna purifikace kitem Jet Quick General DNA Clean-Up Kit. Spektrofotometricka
a elektroforeticka kontrola ukazala, 7e doSlo ke znatnému sniZeni koncentrace DNA,
ale také k uspésnému odstranéni koizolovanych nezadoucich latek. I kdyz pozadovana
vstupni koncentrace DNA pro analyzu AFLP ma byt vyssi, nez byla koncentrace DNA po
purifikaci kitem, byla ovéfena pouzitelnost této DNA. Signaly ziskanych fragmenti AFLP
byly dostate¢né a purifikace DNA rodu Pimpinella kitem Jet Quick General DNA Clean-
Up Kit je tedy vhodna.

Dalsi navrZzenou metodou pro izolaci DNA z rostlinné tkan¢€ obou rodu byla izolace
komerénim kitem DNeasy Plant Mini Kit. Po izolaci byla provedena kontrola ¢istoty
a koncentrace DNA a nasledné byla ovéfena pouzitelnost ziskané DNA pro analyzu AFLP.
Dle ziskanych signalti fragmentd AFLP je DNA rodd Curcuma a Pimpinella izolovana
metodou DNeasy Plant Mini Kit vhodna pro analyzu AFLP.

Ze ziskanych vysledkl vyplyva, Ze uspésné provedeni molekularni analyzy zavisi na
kvalité vstupni DNA. Zakladem vseho je tedy dobie zvolit metodu izolace DNA. Ziskat
kvalitni DNA, a to zejména z rostlinné tkan¢€, byva mnohdy problém. Proto se u n¢kterych

v

a to komer¢ni kit optimalizovany pro rostlinnou tkan.
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Priloha A: Srovnavaci standard Lambda DNA Hindlll Marker (Fermentas)
http://www.fermentas.com/catalog/electrophoresis/convlambdamarkers.htm

bp ng/0.5pg %

/23130" 2384 477
70416 971 194
6557 676 135

e — 4361" 450 9.0

4.8
. — 2027 4.2

—564 5.8 1.2

0.5pg/lane,
8cm length gel,
1X TAE, 7V/cm, £45min

Priloha B: Ptiprava pufri
CTAB pufr (izolace DNA)

Tris 6.057 g
EDTA 2922 ¢
NacCl 40,950 g
CTAB 10.000 g
Doplnit do 500 ml ddH-O
pH -8

2- mercaptoethanol wye, =2

10 x TE pufr (izolace DNA)

Tris 1.211 ¢
EDTA 0292 ¢
Doplnit do 100 ml ddH-O
pH-8

10 x TAE pufr (elektroforéza)

Tris 48.400 g
NaOAc 27.200 g
EDTA 2922 ¢

Doplnit do 1000 ml ddH,O

|3}
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Priloha C: Protokol ke kitu DNeasy Plant Mini Kit

http://www1.qiagen.com/literature/handbooks/literature.aspx?id=1000064

Protocol: Purification of Total DNA from Plant Tissue
(Mini Protocol)

§ =§ Important points before starting

25 M If using the DNeasy Plant Mini Kit for the first time, read “Important Notes”
-E o (page 16).

= i: B Ensure that you are familiar with operating the TissueRuptor or the Tissuelyser. See

“Disruption and homogenization using the TissueRuptor®, page 17, or “Disruption
and homogenization using the Tissuelyser System®, page 17. Refer to the
TissueRuptor User Manval or the Tissuelyser Handbook for operating instructions.
B Buffer AP1 may develop a yellow color upon storage. This does not offect the
procedure.
B All centrifugation steps are carried out at room temperature {15-25°C) in a
microcentrifuge.

Things to do before starting

B Buffer AP1 and Buffer AP3/E concentrate may form precipitates upon siorage. If
necessary, warm to 65°C to redissolve (before adding ethanol to Bufter AP3/E).
Do not heat BuHer AP3 /E after ethanol has been added.

B Buffer AW and Buffer AP3/E are supplied as concentrates. Before using for the
first time, add the appropriate amount of ethanol (26-100%] as indicated on the
bottle 1o obtain a working solution.

B Preheat o water bath or heafing block to ¢5°C.

Procedure

1. For disruption using the TissueRuptor, follow step 2; for disruption using the
Tissuelyser, follow steps 3-6.

Alternatively, plant or fungal tissue can be ground to a fine powder under liquid
nitrogen using a mortar and pestle. Transfer the tissue powder and liquid nitrogen
to an appropriately sized tube and allow the liquid nitrogen to evaporate. Do not
allow the sample fo thaw. Proceed immediately to step 7.

2. TissveRuptor procedure: Place the sample material (<100 mg wet weight or
<20 mg lyophilized fissue) into a 2 ml miarocentrifuge tube. Add liquid nitrogen to
the tube, and freeze the sample for 30 s. Keep the sample submerged in liquid
nitrogen, and disrupt for approximately 30 s at full speed. Allow the liquid
nitrogen to evaporate, and proceed immediately to step 7.

24 DNeosy Plant Hondbook 07 /2006
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Alternatively, fresh or lyophilized material can be directly disrupted in lysis buffer
[ofter step 7) without using liquid nitrogen, but this may cause shearing of high-
molecularweight DNA. We do not recommend disrupting frozen material in lysis
buffer as this con result in low yields and degraded DNA.

3. Tissuelyser procedure: Place the sample material (<100 mg wet weight or <20 mg
lyophilized tissue) into @ 2 ml safe-lock microcentrifuge tube, together with ¢ 3 mm
tungsten carbide bead. Freeze the tubes in liquid nitrogen for 30 s.

When using lyophilized tissve, the tubes do not need to be frozen in liquid
nitrogen.

4. Place the tubes into the Tissuelyser Adapter Set 2 x 24, and fix info the domps of
the Tissuelyser. Inmedictely grind the samples for 1 min at 30 Hx.

5. Disassemble the adaptor set, remove the tubes, and refreeze in liquid nitrogen for
30s.

When using lyophilized fissue, the tubes do not need to be frozen in liquid
nitrogen.

6. Repedt step 4, reversing the position of the tubes within the adaplor set. Proceed
immediately to step 7.
To prevent variation in sample homogenization, the adaoptor sets should be
removed from the Tissuelyser and disassembled after the first disruption step. For
the second disruption step, the adaptor sets should be reassembled so that the tube
order is reversed. Rotating the racks of tubes in this way ensures that oll samples
are thoroughly and equally disrupted.

5
3
7
o
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Note: The majority of plant tissue is ground to a fine powder after 2 disruption
steps, however, for some materials one disruption step may be sufficient. Other
tissues, such as seeds and roots, may require disruption steps. Optimization of the
disruption procedure may be required for some plant material.

7. Add 400 pl Buffer AP1 and 4 pl RNase A stock solution (100 mg/ml) to a maximum

of 100 mg (wet weight) or 20 mg (dried) disrupted plant or fungdl tissue and vortex
vigorously.
No tissue clumps should be visible. Vortex or pipet further to remove any clumps.
Clumps of tissue will not lyse properly and will therefore result in o lower yield of
DNA. In rare cases, where clumps cannot be removed by pipetting and vortexing,
a disposable micropestie may be used.

Note: Do not mix Buffer AP1 and RNase A before use.

8. Incubate the mixture for 10 min at 65°C. Mix 2 or 3 times during incubation by
inverting tube.
This step lyses the cells.
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9. Add 130 d Buffer AP2 to the lysate, mix, and incubate for 5 min on ice.
This step precipitates defergent, proteins, and polysaccharides.
10. Recommended: Centrifuge the lysate for 5 min at 20,000 x g (14,000 rpm).

Some plant materials can generate very viscous lysates and large amounts of
precipitates during this step. This can result in shearing of the DNA in the next step
(see “lysate filiration with QlAshredder”, page 21). In this case, optimal results
are obtained if the majority of these precipitates are removed by centrifugation for
5 min at 20,000 x g {14,000 rpm). After centrifugation, apply supernatant to
QlAshredder Mini spin column and continue with step 11.

11. Pipet the lysate into the QlAshredder Mini spin column (lilac) placed in a 2 ml
colledion tube, and centrifuge for 2 min at 20,000 x g (14,000 rpm).
It may be necessary to cut the end off the pipet tip to apply the lysate 1o the
QlAshredder Mini spin column. The QlAshredder Mini spin column removes most
precipitates and cell debris, but a small amount will pass through and form a pellet
in the collection tube. Be careful not 1o disturb this pellet in step 12.

12. Transfer the flow-through fraction from step 11 into a new tube (not supplied)
without disturbing the cell-debris pellet.
Typically 450 pl of lysate is recovered. For some plant species less lysate is
recovered. In this case, determine the volume for the next step.

13. Add 1.5 volumes of Buffer AP3/E to the cleared lysate, and mix by pipetting.
For example, to 450 l lysate, add 675 pl Buffer AP3/E. Reduce the amount of

Buffer AP3 /E accordingly if the volume of lysate is smaller. A precipitate may form
after the addition of Buffer AP3/E, but this will not offect the DNeasy procedure.
Note: Ensure that ethanol has been added to Buffer AP3/E. See "Things to do
before storting”, page 24.

Note:  is imporfant to pipet Buffer AP3/E directly onto the cleared lysate and to
mix immediotely.

14. Pipet 650 pl of the mixture from step 13, induding any predipitate that may have
formed, into the DNeasy Mini spin column ploced in @ 2 ml colledion tube
(supplied). Centrifuge for 1 min at 26000 x g (coresponds to >8000 rpm for most
microcentrifuges), and discord the flow-through.® Reuse the collection tube in
step 15.

15. Repeat step 14 with remaining sample. Discard flow-through® and collection tube.

* Flowthrough fractions conkin Buffer AP3/E, and are therefore not compatible with bleadh. See page 7 for
safety information.

S
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16. Place the DNeasy Mini spin column into a new 2 ml collection tube (supplied), add
500 pl Buffer AW, and centrifuge for 1 min at 26000 x g (>8000 rpm). Discard the
flow-through and reuse the collection tube in step 17.

Note: Ensure that ethanol is added to Buffer AW. See “Things to do before
starting”, page 24.

17. Add 500 pl Buffer AW to the DNeasy Mini spin column, and centrifuge for 2 min
at 20,000 x g (14,000 rpm) to dry the membrane.

It is important fo dry the membrane of the DNeasy Mini spin column since residual
ethanol may interfere with subsequent reactions. This centrifugation step ensures
that no residual ethanol will be carried over during elution. Discard flow-through
and collection tube.
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After washing with Buffer AW, the DNeasy Mini spin column membrane is usually
only slightly colored. In the rare case that the membrane remains significantly
colored after washing with Buffer AW, refer to “Darkly colored membrane or
green/yellow eluate after washing with Buffer AW” in the Troubleshooting Guide
on page 45.

Note: Following the centrifugation, remove the DNeasy Mini spin column from the
collection tube carefully so the column does not come into contact with the flow-
through, as this will result in carryover of ethanol.

18. Transfer the DNeasy Mini spin column to a 1.5 ml or 2 ml microcentrifuge tube (not
supplied), and pipet 100 pl Buffer AE directly onto the DNeasy membrane.
Incubate for 5 min at room temperature (15-25°C), and then centrifuge for 1 min
at 26000 x g (>8000 rpm) to elute.

Elution with 50 pl (instead of 100 pl) increases the final DNA concentration in the
eluate significantly, but also reduces overall DNA yield. If larger amounts of DNA
(>20 pg) are loaded, eluting with 200 pl (instead of 100 pl) increases yield. See
“Elution”, page 21.

19. Repeat step 18 once.

A new microcentrifuge tube can be used for the second elution step to prevent
dilution of the first eluate. Alternatively, the microcentrifuge tube can be reused for
the second elution step to combine the eluates. See “Elution”, page 21.

Note: More than 200 pl should not be eluted into a 1.5 ml microcentrifuge tube
because the DNeasy Mini spin column will come into contact with the eluate.

DNeasy Plant Handbook 07/2006 27



Priloha D: Protokol ke kitu JETquick General DNA Clean-Up Kit

http://www.genomed-dna.com/pdf/Quick-
PDFs/JETQUICK%20CleanUp%?20Protocol.PDF

Protocol / General DNA Clean-Up

Veryimportant!

@ Before starting the procedure, make sure that
solution M2 is reconstituted, as indicated on the
bottle’s label.

® The JETQUICK procedure is not sensitive to deter-
gents (like Triton X-100, NP40) in the assay.
Nevertheless, concentrations > 0.1% of Tween 20
should be avoided.

@ All centrifugation steps are carried out at maximum
speed (approx. 13,000 rpm) in a conventional table-
top microfuge.

1. Sample Preparation Add 400 Ml of solution
M1 to up to 100 pl DNA assay and mix thoroughly.

Important: Make sure thatthe volume of your DNA assay does notexceed
100ul. When DNA assays >100 ul are used, scale up solution M1
proportionally. Inthis case, multiple loadings ofthe spin column (step 2 of the

protocol) arerequired.

2. Column Loading Place a JETQUICK spin
columnintoa2mlreceivertube. Load the mixture fromstep 1 into the
prepared spin column. Centrifuge at maximum speed for 1 min.
Discardthe flowthrough.




Protocol/ General DNA Clean-Up

3. ColumnWashing Re-insertthe spincolumninto
the empty receiver tube and add 700 Wl of reconstituted solution
M2. Centrifuge at maximum speed for 1 min.

Discard flowthroughandplace the JETQUICK columnbackinto the same
receiver tube. Centrifuge again at maximum speed for 1 min.

Important: Residual solution M2 will notbe completely removed unless the
flowthroughis discardedbefore this additional centrifugation. SolutionM2
contains ethanol, andresidual ethanol may interfere with subsequentreactions.
The additional centrifugation assures thatnoresidual ethanolis carried over
into the next step of the protocol.

4. DNA Elution Place the JETQUICK spin col-
umninto anew 1.5 mimicrofuge tube and add 50 pl of sterile water
(or buffer: 10 mM Tris/HCI, pH 8.0) directly onto the center of the
silica matrix of the JETQUICK spin column. Centrifuge at maximum
speed for 2 min.

Important: Higher DNA concentrations will be obtained if the elutionis
carried outin only 30l elution buffer volume. Inthis case, preheat your elution
bufferto 65-70 °C, aod the buffer onto the center ofthe silicamatrix of the spin
columnandletstandfor 1 min before centrifugation. Preheatedelution buffer
is generelly recommended whenlarger DNA is eluted. DNA elutedinwater
shouldbe storedat-20 °C.




Priloha E: AFLP protokol (dle originalniho Invitrogen protokolu)
1. Restrikce (AFLP Core Reagent Kit)

Pufr 1,0 pl
Eco RI/Msel 0,4 pl
ddH,O 1,1 ul

Promichat a pfidat 2,5 pl DNA o pracovni koncentraci 50 ng/pl.
Inkubovat pfi 37°C 3 hodiny.

2. Ligace (AFLP Core Reagent Kit)

Adaptor solution 4,8 nl

T4 ligase 0,2 ul

Promichat a ptidat 5 pl ligaéni smési k restrikei.
Inkubovat 37°C 10 hodin.

3. Preamplifikace (AFLP Pre-Amp Primer Mix 1)

PA mix 4,0 pl
10 x Buffer with MgCl, 0,5 ul
Red Taq polymerase 0,1 pl

Promichat a ptidat 0,5 pl retrikéni/ligaéni smésy.

Cyklus:

72 °C_2:00 min.

94°C 0:01 min.

56 °C  0:30 min. 20x opakovat
72 °C  2:00 min.

60 °C  30:00 min.

4. Selektivni amplifikace

ddH,O 5,1 pul
10 x Buffer with MgCl, 1,0 pl
dNTP 0,2 ul
Eco RI primer 0,5 ul
Mse 1 primer 0,5 pl
Red Tag polymerase 0,2 ul

Promichat a pfidat 2,3 pl 10x nafedéné preamplifikaéni smési.

Cyklus:

94 °C 2:00 min.

65°C 0:30 min.

72 °C _2:00 min.

94°C 0:01 min.

64 °C  0:30 min. (-1°C/cyklus) 8x opakovat
72 °C  2:00 min.

94°C 0:01 min.

56°C 0:30 min. 23x opakovat
72°C 2:00 min.

60 °C  30:00 min.
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