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Izolace genomické DNA rostlin pomoci pristroje Maxwell 16

Pouzité ptistroje a chemikélie:
1. pristroj Maxwell® 16 (fada AS2000, f. Promega, USA) (obr. 1)
2. Maxwell® 16 Tissue DNA Purification Kit (f. Promega, USA) pro 48 izolaci
sloZeni (obr. 2):
- 48x Maxwell® 16 Tissue DNA naplni (obr. 3)
- 50x purifikacnich pisth
- 50x eluaénich kolonek
- 20ml elua¢niho pufru

Obr. 1 Pristroj Maxwell® 16

Obr. 2 Slozeni Maxwell® 16 Tissue DNA Purification Kitu
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Obr. 3 Slozeni Maxwell® 16 Tissue DNA naplné
Material:
rostlinné pletiva — ¢ast listu (cca 5Smm), semena apod.

Tab. 1 Standardni vytéZnost genomické DNA pii pouziti kitu Maxwell® 16 Tissue DNA
Purification Kit (Promega Application Notes)

Vzorek Zdroj Vstupni mnozstvi | VytéZzek DNA (ug) Doba izolace
Arabidopsis thaliana list 1 list 0,13
Brassica napus list 8mm listovy disk 0,51
Brassica napus semeno 5 semen 2,3
Fragaria ananassa list 8mm listovy disk 0,19 2 hodiny
Glycine max list 8mm listovy disk 0,58
Glycine max semeno 1 semeno 3,1 2 hodiny
Gossypium hirsutum list 8mm listovy disk 0,85
Gossypium hirsutum semeno 1 semeno 2,6 2 hodiny
Medicago sativa list 8mm listovy disk 1,4
Oryza sativa list Smm ¢&ast listu 0,23 2 hodiny
Oryza sativa semeno 1 semeno 0,21 2 hodiny
Solanum lycopersicum list 8mm listovy disk 0,73
Triticum aestivum list Smm ¢ast listu 5,6 2 hodiny
Triticum aestivum semeno 1 semeno 1,4 2 hodiny
Vitis vinifera list 8mm listovy disk 0,02 2 hodiny
Zea mays list 8mm listovy disk 0,65

V piipadé pouziti pletiv s niz§im obsahem vody (napf. zralda semena) doporucuje vyrobce Upravu vzorku
predpiisobenim CelluACE™ XG, ktera obsahuje enzym celulose a jiné karbohydratasy.

Ptedplisobeni:
a)
- rostlinné pletivo (doporu¢ené mnozstvi)
- mikrozkumavka (1,5 ml)
- 100ul XB pufru
- 5 ul CelluACE™ XG enzymu
- inkubovat pti 50°C za konstantniho michéni po dobu 2 hod.
b) ptedpisobeni je mozno nahradit rozdrcenim materialu v tekutém dusiku
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Pracovni postup:
1. napéstovat a odebrat rostlinné pletivo podle pouzité rostliny a jeji ¢asti
2. predptsobeni (pozn. pokud je to nutné)
3. pripravit vlastni Maxwell® 16 Tissue DNA naplné v pfilisném stojanku a odstrani
uzavéru (obr. 4)

Obr. 4 Piiprava naplni ve stojanku

4. pridat vzorek do kolony €. 1 v naplni a purifikacni pist do kolony €. 7 (obr. 5)

kolona ¢. 7

Obr. 5 Pfiprava naplni na vlastni analyzu

vlozit jednotlivé naplné do pfistroje

vlozit kolony na elua¢ni pufr na ptislusné misto v ptistroji
napipetovat 300 pl elaéniho pufru do ptislusnych kolon
zaviit dvitka pfistroje

spustit pfistroj (dle ceského uzivatelského manuélu)
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==Verification==

Sample Type: DNA

-Protocol:Blood/Cells
OK  CANCEL i

i vybér vhodného programu podle pouzitého izola¢niho kitu

10. v ptipadé zlstatku magnetickych castic v elacni kolonce je mozné tyto cCastice
odstranit umisténim ela¢nich kolon do magnetického stojanku

11. prepipetovat izolovanou genomickou DNA do 1,5ml mikrozkumavky

12. zméfit koncentrace genomické DNA pomoci spektrofotometru Picodrop (obr. 6)

Obr. 6 Spektrofotometr Picodrop (f. Picodrop, UK) s pfislusenstvim

13. uchovat genomickou DNA do analyzy pii 4°C nebo pfti -18°C podle potieby
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