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IZOLACE MOLEKULY DNA Z ROSTLINNYCH MATERIALU
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NAPLN PRACE:
Izolace molekuly DNA z rostlinnych materiala

ANOTACE:

Pomoci jednoduchych separacnich metod izolujete z vhodnych rostlinnych materiald molekulu DNA, ktera patti mezi
biologické makromolekuly a je nositelkou genetické informace. Z rostlinnych materiald jsou nejvhodnéjsi paprika, rajce,
kiwi, banan, cibule ¢i vyzralé jablko. Kazdd ze skupin muZe zvolit jiny druh ovoce ¢i zeleniny a jednotlivé poznatky
a vysledky izolace mezi sebou porovnat a diskutovat.

TEORIE:

Nukleové kyseliny jsou makromolekularni latky pfitomné v kazdé burice. Zname dva druhy nukleovych kyselin, které
se od sebe lisi chemickym sloZenim, strukturou, funkci a mistem vyskytu v burice. Jedna se nazyvad deoxyribonukleova
kyselina (DNA), druha se oznacuje jako ribonukleova kyselina
(RNA). V molekulach nukleovych kyselin se uchovava geneticka
(dédi¢nd) informace. Nukleové kyseliny zajistuji prenos
genetické informace z generace na generaci a fidi jeji pfepis do
specifické struktury molekul bilkovin.

Nazev nukleovych kyselin je odvozen z latinského nazvu
bunécného jadra (lat. nucleus — jadro). Roku 1869 byla
molekula DNA poprvé izolovana pravé z jader bilych krvinek.
Roku 1943 byla objasnéna funkce molekuly DNA a roku 1963
byla popsdana jeji trojrozmérna struktura.

Molekula DNA se nachdzi prevaziné vjadrech bunék,

vmalych mnoiZstvich byla zjisténa i v mitochondriich,
. v plastidech u rostlin a v plasmidech u bakterii. Je stavebnim
Obrazek 1: Molekula DNA materiadlem chromosomti.

Molekula DNA se skladad ze dvou polynukleotidovych fetézcl pravotodivé sto¢enych kolem spoleéné osy (tj. ve
sméru pohybu hodinovych ruci¢ek). Primér $roubovice je cca. 2 nm. Retézce maji navzajem opacny smér.

Predpoklada se, ze kazdy chromozom eukaryotni buriky obsahuje jednu molekulu DNA. Délka molekuly a informacni
obsah je obrovsky. Celkovda délka DNA ve 23 haploidnich chromozomech ¢lovéka je 0,99m.

PRINCIP I1ZOLACE:

Abychom uvolnili molekuly DNA, musime provést pét zdkladnich laboratornich operaci — homogenizaci vzorku, lyzu
bunécnych stén a membran, centrifugaci uvolnéného homogenniho materialu (mdzZeme vynechat, pokud se spokojime
s mensim vytézkem a kvalitou DNA), filtraci vodného roztoku DNA a vysraZeni vlaken molekul DNA z vodného roztoku.

Kazdy z péti uvedenych krokl je podrobné popsan na strané 2 az 3 v pracovnim postupu

PRIPRAVA:
1. Pfineste si s sebou jednu z nasledujicich pomUcek: palku cibule, malé rajce, banan, kiwi, zralé jablko, papriku
2. Zopakuijte si kapitolu makromolekuldrni latky — nukleové kyseliny a jejich chemické sloZeni
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UKOLC. 1:

1. Z vybraného druhu ovoce ¢i zeleniny izolujte podle pracovniho postupu molekuly DNA

2. Pokuste se jedno z izolovanych vlaken namotat na ty¢inku a pozorujte ho pod mikroskopem
3. Porovnejte vzhled a kvalitu izolovanych vlidken DNA z jednotlivych druht vzork(

PoM{CKY:
2 kadinky 100 ml, trojnozka, nadoba s vodni lazni, teplomér, sitka, tfeci miska, nozik, stojan, kruhovy drzak, filtracni
nalevka, uhelon nebo géza, sklenéna tycinka, odmérny valec 20 ml

MATERIAL A CHEMIKALIE:
Cibule, rajce, paprika, banan, kiwi, jablko, chlorid sodny 5% roztok, 3% roztok EDTA, dodecylsiran sodny 10% roztok, HS-
pufr, propan-2-ol, destilovand voda

POSTUP:

HOMOGENIZACE VZORKU

Homogenizaci se snaZime co nejvice a co nejucinnéji rozrusit bunécné pletiva
a bunécné stény materidlu, z néhoz DNA izolujeme. Pokud izolujeme DNA z listi
¢i mechd, pouZijeme pfi homogenizaci kapalny dusik. Homogenizace se provadi
nejcastéji mechanicky v tfeci misce pomoci tloucku.

1. Vzorek zeleniny o hmotnosti pfiblizné 5 g nakrdjime na malé kousky
laboratornim nozikem.

2. Nakrajeny vzorek prevedeme do vétsi tifeci misky a pomoci tloucku jej tfeme

(homogenizujeme) za vzniku kasovité hmoty. Obrazek 2: Rostlinna buiika

ROZKLAD FOSFOLIPIDOVYCH BIOMEMBRAN

Ve druhém kroku musime rozlozZit fosfolipidové dvojvrstvy a uvolnit tak DNA z jednotlivych organel do
roztoku. Vhodnou a dostupnou chemikalii je dodecylsiran sodny, ktery je mimo jiné obsazen ve vétsSiné béiné
prodavanych detergentd.

Dodecylsiran sodny kromé rozruSovani bunéénych membran také denaturuje bunécné proteiny, na které se
vaze. Denaturaci proteinli podporuje také kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA). Po pfidavku vyssi

koncentrace draselnych ionti se dodecylsiran sodny a EDTA sraZi spolecné s vazanymi denaturovanymi proteiny
za vzniku sraZeniny.

[cH, —(CH,),-CH,-0-SO,| Na*

Obsah tfeci misky pfevedeme laboratorni IZickou do kadinky na 100 ml

Odmeérnym valeckem pfiddme 15 ml 5% roztoku NaCl a 10 ml 3% roztoku EDTA (chelaton 2)

Dale pfiddame odmérnym valeckem 5 ml 10% dodecylsiranu sodného a pomalu promichame (aby smés nepénila)
Smés zahfejeme na 65°C s vydrzi 10 minut za ob¢asného promichani

Za tepla pfidame 10 ml HS-pufru (30 g octanu draselného, 12 ml kyseliny octové, 80 ml vody)

O NV W

Po promichani smés ochladime (nejlépe v kadince s ledovou tristi)

Obrazek 3: Fosfolipidové dvojvrstvy
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CENTRIFUGACE A FILTRACE

Cilem téchto separacnich metod je oddélit vodny roztok DNA od vysraZenych proteinti a soli, zbytkd
rostlinnych pletiv a bunéénych stén. Idealni je kombinace obou postupu, pficemz odstfed'ovani pfedchazi filtraci.
Pokud nemame moZnost pouzit centrifugu, musime se spokojit s mensim vytézkem a mensi kvalitou DNA.

Filtraci materialu provedeme pres uhelon, coZ je tkanina
. ., , wv v vs _es v ve tkanina z uhelonu
z polyamidovych vldken, kterou béiné pouiZivaji vcelafi. Tento
material zachycuje pevné organické rostlinné zbytky s vysrazenymi

solemi, zatimco vodny roztok DNA propousti.

9. Sestavime jednoduchou filtraéni aparaturu, v niz misto filtracniho
papiru pouzijeme tkaninu z uhelonu nebo vicevrstvou gazu

10. Ochlazeny material prefiltrujeme do Cisté kadinky na 100 ml / e /

Obrazek 4: Filtrace roztoku DNA pies uhelon

w vodny roztok DNA

SRAZENi DNA

Molekula DNA je rozpustna v silné polarnich rozpoustédlech (napf. voda), jelikoZz obsahuje polarni, ve vodé
zcela disociované hydroxyskupiny fosfatovych zbytki, které tvofi spolecné s deoxyribosami patef celé molekuly.
Fosfatové skupiny se vyznacuji zapornym nabojem a jsou hydratované.

Pokud sniZime polaritu rozpoustédla pridavkem méné polarnich latek (ethanol, propan-2-ol), oslabime
hydrataci iontt vzniklych na fosfatovych skupinach. Patef Sroubovice tak ziskd zaporny naboj, ktery je tieba
vyvazit pfidavkem iontt kladnych. Jako kladné ionty v této chvili pGsobi ionty Na*, které byly ke vzorku pfidany ve
formé roztoku NaCl v bodé ¢. 4.

Molekula DNA zbavena hydratovanych skupin a zbavena zaporného naboje vypadava z roztoku (sraii se).

11. Filtrdt v kadince opatrné prevrstvime 20 ml ledového propan-2-olu

12. Pomalym michanim sklenénou ty¢inkou obé faze opatrné propojime

13. Po 5 minutach by se mély objevit vysrdzené molekuly DNA

14. Spejli se pokusime nékteré z vldken zachytit, namotat a prenést na podloini sklicko mikroskopu
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Obrazek 5: Zmény naboje molekuly DNA béhem srazeni
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FOTODOKUMENTACE:

Obrazek 8: Prvni viditelna vldkna DNA Obrazek 9: Vysrazéna DNA

ZAVER:
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SHRNUTI:

1. Na obrazcich 10a a 10b jsou neuplné vzorce monosacharidd, které tvori spolecné s fosfaty tzv. patef molekuly DNA.
Vytvorte z obrazku 10a vzorec B-D-2-deoxyribosy a z obrazku 10b vzorec B-D-ribosy. Soucasné na obrazcich
ocislujte jednotlivé uhliky.

c O c O
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Obrazek 10a: Skelet B-D-2-deoxyribosy Obrazek 10b: Skelet B-D-ribosy

2. Do ramecku oznaceného pismenem A napisSte vzorec purinu a do radkl pod rameckem vepiste nazvy nukleovych
bazi, které jsou od purinu odvozeny. Do rdamecku oznaceného pismenem B napiste vzorec pirimidinu a do radka
pod rdmeckem vepiste ndzvy nukleovych bazi, které jsou od pirimidinu odvozeny a jsou obsazeny v DNA.

A purin B pyrimidin

5-konec OH

3. Na obrazku ¢. 11 je pomoci zjednoduseného zapisu uveden vzorec
kratkého useku dvouvlaknové DNA.

Obrazek obsahuje 5 chyb, které mate za ukol najit a cervené 5-konec
zakrouzkovat.

3-konec

Obrazek 11: Chybny zapis molekuly DNA
3-konec OH Rozsirit stranku
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4. Na obrdazku €. 12 je zndzornéna jedna z fazi proteosyntézy — transkripce. Podle Zlutého kodogenniho vlakna DNA
se syntetizuje mRNA, kterd je na obrazku zndzornéna modrou barvou. Kdédujici vidkno DNA je znazornéno
zelené. Doplnte zkratky jednotlivych nukleovych bazi jak do vidkna mRNA, tak do kddujiciho vidkna DNA.

Obrazek 12: Transkripce

5. Naobrazku C. 13 je zndzornéna jedna z fazi proteosyntézy — tabulka kodonti (pro mRNA, ¢teno od 5-konce)
translace. S pomoci tabulky kodon( doplite do prazdnych U C A G
rdmeckd ndzvy aminokyselin, které jsou pomoci molekul 0 . tyrosin | cystein | o

¥inag i . serin =
tRNA pfinaseny k ribozomu. leucin stop w;;;phan A
. . histidin - :
C | leucin prolin : arginin |
glutamin :
i i , asparagin | serin ¢
A |isoleucin | o hnin L — -
methionin (start) |y5In al'glnln a
. . k. asparagova , Y
G| valin alanin glycin | ©
k. glutamova g

Obrazek 13: Translace
Tabulka 1: Kodony
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