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1. Izolace celkové RNA z obilek pSenice seté (Triticum aestivum L.)

Prvni fazi vétSiny molekularné biologickym metod je extrakce DNA nebo RNA z bunék a
jejich oddéleni od ostatnich bunéénych slozek. Kvalita izolovaného materialu casto
rozhoduje o UspéSnosti vSech navazujicich postupu. Cilem izolace je ziskat nukleovou
kyselinu v nativnim stavu v dostateCném mnozZstvi a Cistoté.

Metody izolace nukleovych kyselin vyuZzivaiji:

a) rozdilné rozpustnosti biologickych makromolekul
b) adsorpce na pevny podklad nebo
c) ultracentrifugace v gradientnich roztocich

Rostlinna pletiva se vétsinou rozméliuji v tekutém dusiku na jemny prasek, v nasem pfipadé
byl zvolen zpusob rozmélfiovani vstupniho materialu na vymrazené tfeci misce, a to z
nezli izolace DNA a vyzaduje specifické podminky, napf. pouziti vody upravené inhibitorem
transferasy (0,1% diethylpyrokarbonatem). Je to dano prfedevsim tim, Ze molekuly RNA jsou
mnohem méné stabilni nez molekuly DNA. P¥i izolaci obecné jsou pro odstranéni proteinQ
vyuzivany fenolové slou€eniny. Tyto slou€eniny byvaji soucasti smési dodavanych v podobé
komerénich kit nebo jako smési k homogenizaci (RNA Blue). P¥i pfipravé vzorku se fidime
max. moznou navazkou, doporu€enou vyrobcem komeréniho kitu (0,10 g). U vzorkd
obsahujicich vysoké mnozstvi Skrobu, jinych polysacharidi a flavonoidid se doporucuje
zaradit centrifugaci za homogenizaci a lyzi bunék ve fenolové smési. Timto krokem se
zbavime v8ech ruSivych latek, které by stéZovali veSkeré nasledné operace. Oddéleni
jednotlivych fazi se provadi chlazenou centrifugaci a pfidavanim organickych rozpoustédel
(chloroform, isopropylalkohol) se postupné zbavujeme nepotfebnych frakci. Samotna RNA
se srazi etanolem a uchovava se v podobé roztoku s vodou prostou RNas pfi -70°C.
Kontaminujici DNA je odstranéna DNasou zbavenou RNas dle postupu doporuceného
vyrobcem kitu pro DNasovani.

Postup izolace RNA:

1. Na vychlazené tfeci misce (obr. 1) rozetfit vzorek obilek (max. navazka 0,10 g) s 1 ml
RNA Blue (obr. 2) a centrifugovat pfi 12 000 otackach/10 min.

2. Pfevézt supernatant do nové zkumavky a inkubovat 5 min. pfi pokojové teploté

3. Pridat 200 ul chloroformu a 15 s protfepat inkubovat 5 min. pfi pokojové teploté

4. Centrifugovat pfi 12 000 ot./ 10 min a vrchni fazi (obr. 3) pfevézt do nové zkumavky
5. Pfidat 500 pl isopropylalkoholu, inkubace 10 min. pfi +4°C a centrifugovat

6. Odstranit supernatant, pfidat 1ml 75% ethanolu a dukladné protfepat a centrifugovat
7. Odstranit supernatant, nechat 5 min. susit na vzduchu

8. Na mlé¢né bilou peletku (obr. 4) pfidat 70 pl RNase free vody

9. Rozpustit peletku (protiepat, zahfat na 50 — 55°C po dobu 5 min.)

10. Zméfit koncentraci izolované RNA na pfistroji Picodrop.
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2. ,DNazovani*

1. Pfiprava spravné koncentrace k DNazovani

(200/ celkova RNA) = pocet ul templatu RNA (Picodrop)

1 - pocet ul templatu RNA = pocet pl DNase free vody

P¥F.

Koncentrace celkové RNA odectené z picodropu 550 ng.ul™”

200/ 550 = 0,36 zaokrouhleno 0,4 ul RNA x 50 = 20 pl
1-0,4 =0,6 pl DNase free vody x 50 = 30 pl

2. Do zkumavky s nafedénou RNA pfidat 1ul 10x TURBO DNase Buffer a 1 yl TURBO
DNase (obr.5), jemné protfepat

3. Inkubovat 25 min. pfi teploté 37°C

4. K roztoku pfidat 1 yl DNase Inactivation reagent, fadné protfepat

5. Za ob&asného protiepavani inkubovat pfi pokojové teploté 5 min.



6. Centrifugovat pfi 10 0000t/1,5 min.

7. Ciry supernatant prevést do nové zkumavky (obr. 6)

Obr. 5 Obr. 6
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sediment s neCistotami
3. Zpétna transkripce

Zpétna PCR neboli RT-PCR (Reverse Transkriptase-Polymerase Chain Reaction) je
metoda uréena pro amplifikaci molekul RNA a hraje dulezitou roli v aktivitach nékterych
typl virll. RNA v8ak nemuze slouzit jako templat pro PCR a proto se produkty tvofi pouze
tehdy, jestlize je izolovana RNA nejdfive pfevedena do cDNA retrovirovou zpétnou
transkriptasou a nasledné amplifikovana PCR se dvéma specifickymi primery
standardnim postupem. Reverzni transkriptasa je enzym tvofici molekulu DNA na
zakladé prepisu informace ulozené v RNA (RNA-dependentni DNA polymerasy), tedy
opacnym postupem nez pfi bézné bunécné transkripci. V nadem pfipadé je soucasti
prepisovaciho kitu M-MLV RT (Maloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase).
Soucasti reakéni smési pro pfepis RNA do podoby cDNA je navic dithiotreitol, cozZ je

latka pouzivana pro inhibici oxidace.

Reverzni transkripce — priprava cDNA
1. Pfiprava reakéni smési:
4 yl vody
1 pl 100mM DTT (konecna koncentrace 10 mM)

2 ul 5% koncentrovaného M-MLV reakéniho pufru



0,5 pl 10mM dNTP Mix ( kone€na koncentrace 2 mM)

0,5 ul Oligo dT anchor primer (kone¢na koncentrace 2,5 uM)

(GACTCGAGTCGACATCGATTTTTTTTTTTTTTTTT)
1 ul (25 U) M-MLV RT (po naredéni zasobniho roztoku M-MLV (1:8) v 1 xM-MLV
reakénim pufru.

2. Pfidame 1 pl DNazované RNA (o koncentraci 1 mg.ml") celkem 10 pl

3. Reakéni komponenty promichame, kratce sto€ime a inkubujeme 1 hod. pfi 37°C

4. Inaktivujeme M-MLYV pfi 70°C po dobu 10 min.
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Obr. 7 Schéma reverzni transkripce

4. PCR vybrané kandidatni oblasti genomu pSenice
Pro praktickou Cast cviCeni byly vybrany dvé kandidatni oblasti z biosyntetické drahy
anthokyanll zodpovédnych za nestandardni zbarveni obilky pSenice: CHI (chalkon
isomerasa) a DFR (dihydroflavon reduktasa).

a) SloZeni mastermixu na jednu reakci:

voda 16,8 ul R primer 1l
purf 5 ul Taq 0,1 ul
dNTP 0,1 ul DNA 1 ul

F primer 1 ul suma 25 ul



b) Podminky PCR reakce:

CHI DFR

pocatecni denaturace 94°C 5 minut pocatecni denaturace 94°C 5 minutt
denaturace 94°C 60s denaturace 94°C 60s
anneling 57°C 120s anneling 53°C 120s
elongace 72°C  120s elongace 72°C  120s
celkovy pocet cyklu: 35x celkovy pocet cykli: 35x

5. Purifikace PCR produktu a priprava vzorku pro sekvenaci
Po PCR reakci na detekci kandidatni sekvence pro gen enzymu CHI a DFR je nutné provést
purifikaci PCR produktu jako nutny krok uspédného ¢teni sekvenci.

Postup purifikace:

1. Pipetovat 20 yl PCR produktu do 0,6 ml mikrozkumavek (pfi mensim objemu pfidat
ultracitou vodu, pfi vét§im objemu pfidat adekvatné vétsi mnozstvi dalSich
komponent().

2. Pridat 3,5 yl 3M octanu sodného, 74 ul 96% etanolu a 17,2 pl ultracisté vody, zavfit

mikrozkumavku, protfepat na vortexu

Nechat stat 15 minut pfi laboratorni teploté

Centrifugovat pfi 13 000 rpm/20 minut

Ihned po centrifugaci odebrat Spickou vSechen supernatan

PFidat 296 pl 70% etanolu a protfepat na vortexu

Centrifugovat pfi 13 000 rpm/5 minut

Opét rychle vysusSit supernatan, vzorky vysuSit na vzduchu (cca 3 minuty)

> Nk w

Pelet rozpustit v ultra€isté vodé na objem 35 pl

10. zméfit koncentraci (Picodrop) a zamrazit vzorky (-70°C)

Databaze a programy pro vyhodnoceni sekvenaéni analyzy

Ziskané sekvence srovnat pomoci nize uvedenych programu (obr. 8) a vyhodnotit stupen
podobnosti a variabilni mista s sekvencich (SNP — Single Nucleotid Polymorphism a
pfitomnost tzv. indelt).
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Obr. 8 Ukazka srovnani sekvenci pomoci programu BioEdit
(a+b) sekvence CHI, (c) sekvence DFR




Databdaze NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Vychozi sekvence pro srovnani s dosazenymi sekvencemi:
sekvence pro CHI: oznaceni AB187026.1 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB187026.1

sekvence pro DFR: oznaceni AB162138 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB162138

Pouzité programy:
ClustalW - http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/
BioEdit - http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html
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