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NUKLEOVE KYSELINY

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
Vypracoval/a: Trida:
Spolupracoval/a: Datum:

NAPLN PRACE:
Izolace molekuly DNA z rostlinnych materiala

ANOTACE:

Pomoci jednoduchych separacnich metod izolujete z vhodnych rostlinnych materiald molekulu DNA, ktera patfi mezi
biologické makromolekuly a je nositelkou genetické informace. K izolaci vyuZijete v domacnosti bézné dostupné latky a
chemikalie jako je napfiklad kuchyriska sal, praci prasek, Sampon, tekuty Cistici prostfedek na nadobi ¢i ethanol.

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 molekuldch nukleovych kyselin se uchovava
geneticka (dédi¢na) informace. Nukleové kyseliny zajistuji pfenos genetické informace z generace na generaci a fidi jeji
prepis do specifické struktury molekul bilkovin.

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

Molekula DNA se nachazi prevainé vjadru bunék,
v malych mnoiZstvich byla zjisténa i v mitochondriich,
v plastidech u rostlin a vplasmidech u bakterii. Je
stavebnim materidlem chromosomd.

Molekula DNA se skladd ze dvou polynukleotidovych
fetézcl pravotocivé stocenych kolem spoleéné osy (tj. ve
sméru pohybu hodinovych rucicek). Priimér Sroubovice je
cca. 2 nm. Retézce maji navzajem opaény smér.

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

Usek DNA, v némi je ulozena informace o slozeni jedné bilkoviny se oznacuje jako gen. Usek DNA, v ném? je uloZena
informace o sloZeni jedné bilkoviny se oznacuje jako gen. Tento Usek se béhem procesu zvaného transkripce prepisuje
do struktury mRNA.

Molekula mRNA putuje s pfepsanou informaci k bunéénym organelam ribozomidm, na nichZ dochazi k prekladu této
informace. Na ribozomech probihd tzv. translace, pfi niz jsou podle pofadi nukleotidli v mRNA syntetizovany proteiny
z aminokyselin, které na misto syntézy prinaseji tRNA.

PRIPRAVA:
1. Pfineste si s sebou nasledujici: 2 az 5 gram{ nesusenych hub (Zampiony, hliva Ustfi¢nd, holubinka...)
2. Zopakujte si kapitolu makromolekularni latky — nukleové kyseliny
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UKOLC. 1:
1. Ze vzorku hub izolujte podle pracovniho postupu molekuly DNA
2. Pokuste se jedno z izolovanych vlaken namotat na tycinku a pozorujte ho pod mikroskopem

PRINCIP IZOLACE:

Abychom uvolnili molekuly DNA z jader rostlinnych bunék, musime nejdfive rozrusit bunécné stény a jaderné
membrany. Pouzijeme mechanické prostfedky (struhadlo a mixer) spolecné s chemickymi Cinidly (slany roztok s NaCl a
detergent s dodecylsiranem sodnym).

Detergenty jsou myci prostfedky, obsahujici molekuly s poldrnimi i nepoldrnimi konci, které v kombinaci se soli
rozrusuji bunééné membrany. Vhodné je také priddni Samponu, ktery obsahuje latku oznadovanou EDTA. Tato latka
pomaha rozrusovat bunécné stény a srazi proteiny, které by mohly DNA porusit.

Uvolnéné molekuly DNA jsou jeSté vazany na proteiny zvané histony. Histony rozloZime pfridavkem praciho prasku,
ktery obsahuje enzymy ze skupiny protedz.

Volné molekuly DNA jsou rozpustné ve vodé, v niz jsou v dalSim kroku odfiltrovany od zbylého bunééného materialu.
Pridavkem ethanolu k vodnému roztoku DNA dojde k vysraZeni a zviditelnéni izolovanych molekul DNA.

PoMiCKY:
2 kadinky 150 ml, trojnozka, hrnec s vodni lazni, teplomér, sitka, tfeci miska, ruéni mixer, nozik, stojan, kruhovy drzak,
filtracni nalevka, sklenéna tycinka, filtracni papir, odmérny valec 20 ml

MATERIAL A CHEMIKALIE:
Houby, chlorid sodny (kuchynska sal), Sampon s latkou EDTA, praci prasek s enzymy (Persil nebo Palmex), tekuty myci
prostiedek s dodecylsiranem sodnym (Pur nebo Jar), 70% ethanol nebo propan-2-ol, destilovana voda

POSTUP:

1. Pulku malého bananu rozkrajejte nozem na malé kousky

2. Rozkrajené kousky vzorku prevedte do tfeci misky a rozmélnéte je tlouckem

3. Rozmélnény vzorek prevedte do kadinky na 150 ml a pfidejte pll malé IZicky chloridu sodného, 30 ml
destilované vody, 5 ml tekutého prostfedku uréeného k umyvani nadobi a 5 ml Samponu s latkou EDTA (vSechny
kapalné slozky odmérujte pomoci odmérného valce)

4. Obsah kadinky za pozvolného michani zahFivejte 15 minut na vodni lzni pfi teploté 60 °C.

Obrazek 2: Pracovni postup —bod 1 az 4

ROZMELNENY VZOREK,
1/2 LZICKY NacCl

ROZMELNENI 30 ml DESTILOVANE VODY
VZORKU 5 ml DETERGENTU + 5 ml SAMPONU ZAHRIVANI NA VODNI LAZNI
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5. Obsah kadinky ochladte v lednici, popfipadé v kadince s ledovou tFisti.
6. Rucnim mixerem smés rozmixujte na kasi (mixujte po dobu maximalné 5 vtefin).
7. Sestavte filtracni aparaturu a uvolnénou DNA, ktera je rozpusténa ve vodé odfiltrujte od zbylého organického

materialu.

Obrazek 3: Pracovni postup — bod 5 az 7

ZCHLADIT V LEDNICI 5 SEKUND MIXOVAT VODNY ROZTOK DNA ODFILTROVAT

8. Kfiltratu, kterym je vodny roztoku DNA pridejte na Spicku IZicky detergent, ktery obsahuje enzymy ze skupiny
proteaz

9. Obsah kadinky promichejte a nechejte detergent 5 az 10 minut plsobit

10. Obsah kadinky rozlejte do 5 zkumavek (zkumavky napliite do 1/5 celkového objemu)

11. Na zavér k obsahu zkumavek opatrné po sténé nalejte ledovy 70% propan-2-ol (nalévejte do 4/5 objemu)

Obrazek 4: Pracovni postup —bod 8 az 11

& V),
PRIDAVEK PROMICHANI PRELITI DO PRIDAVEK
PRACIHO PRASKU SMESI ZKUMAVEK ALKOHOLU

12. Molekuly DNA nejsou v alkoholu rozpustné, a proto se jejich bild vldkna ve formé chuchvalci vysrazeji
v alkoholové fazi vasi smési

13. Pokud budete alkohol nalévat do zkumavek pomalu a opatrné po sténé (bod 10. v pracovnim postupu), bude
alkoholova vrstva s vysrdzenou DNA v horni ¢asti zkumavky

14. Pokuste se na sklenénou tyc¢inku nékteré z vldken namotat a prenést na podlozni sklicko mikroskopu

15. Izolované vladkno pozorujte pod mikroskopem
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VYPRACOVANI:

ZAKRESLETE VZHLED MOLEKUL DNA POZOROVANYCH V ZORNEM POLI MIKROSKOPU:

SLOVNI POPIS VZHLEDU VLAKEN DNA:

Nakres 1: Vzhled vlaken DNA pod mikroskopem

TABULKA:
Tabulka 1: Pfridavana cinidla

DOPLNTE, JAKY VYZNAM (UCINEK) MA PRIDAVEK

B R LKL JEDNOTLIVYCH CINIDEL PRI IZOLACI DNA

1. CHLORID SODNY

2. MYCi PROSTREDEK

3. SAMPON S LATKOU EDTA

4. PRACI PRASEK S ENZYMEM PROTEAZOU

5. ALKOHOL PROPAN-2-OL
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FOTODOKUMENTACE:

Fotografie 1: VIakna DNA na hladiné Fotografie 2: Vysrazena vlakna DNA po izolaci

ZAVER:
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SHRNUTI:

1. Jedna molekula kyseliny deoxyribonukleové je stavebnim materidlem jednoho chromozomu. Kolik chromozom{

obsahuje jedna lidska burka?

Molekula kyseliny deoxyribonukleové je tvorena dvéma polynukleotidovymi fetézci. Zakladem téchto dlouhych
fetézcl jsou tzv. nukleotidy. Kazdy nukleotid je tvoren tfemi chemickymi slou¢eninami. Pojmenujte na obrazku ¢. 8
jednotlivé slozky ve vzorci nukleotidu.

Obrazek 8: Vzorec nukleotidu

v

3. Na obréazku €. 9 vidite, jakym zplsobem jsou jednotlivé nukleotidy v polynukleotidovém fetézci k sobé vazany
(vzorce nukleotidld jsou zapsany pro zjednoduseni pouze schematicky). Do prazdnych kolonek doplite nazvy
jednotlivych nukleovych bazi, které jsou ve schématu vyjadfeny pouze pismeny.

—L J

RozSirit strénku

Obrazek 9: Zjednodusené schéma casti polynukleotidového fetézce
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5.

Na obrazku ¢. 10 jsou znazornény dvé protichldna
vldkna molekuly DNA. Tato vldkna jsou k sobé poutana
vodikovymi muastky, které vznikaji mezi dopliikovymi,
tzv. komplementarnimi bazemi. Dopliite do volnych
Ctvereck  pravého vldkna  zkratky  pfislusnych
komplementdrnich bazi.

Doplite do prazdnych kolonek v obrazku ¢. 11 spravné

zkratky jednotlivych nukleovy bazi.

Obrazek 11: Zjednodusené schéma dvouvlaknité molekuly DNA

SEZNAM ZDROJU:
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(03]
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(13]

3-konec OH

5-konec

3-konec OH

Obrazek 10: Zjednodusené schéma provazanosti dvou
polynukleotidovych viaken v molekule DNA

Obrazek 1: Wikimedia Commons: UloZi§té volné vyuZitelnych soubord: DNA molekula Zivota - &esky.jpg c2010
[citovano 10.07.2013] dostupny z http://commons.wikimedia.org/wiki/File:DNA_molekula_%C5%BEivota_-

_%C4%8Desky.jpgp>

Fotografie 1: Z vlastnich zdroju
Fotografie 2: Z vlastnich zdroju
Obrazek 2: Z vlastnich zdroj(
Obrazek 3: Z vlastnich zdroj
Obrazek 4: Z vlastnich zdroj
Obrazek 5: Z vlastnich zdroju
Obrazek 6: Z vlastnich zdroj
Obrazek 7: Z vlastnich zdroj
Obrazek 8: Z vlastnich zdroju
Obrazek 9: Z vlastnich zdroj
Obrazek 10: Z vlastnich zdroja
Obrazek 11: Z vlastnich zdrojl
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METODICKY LIST:

Nazev Skoly

Gymnazium a Jazykova Skola Zlin s pravem statni jazykové zkousky Zlin

Autor Ing. Pavel Hor¢ic

Vzdélavaci oblast Clovék a piiroda

Vzdélavaci obor Chemie

Tematicky okruh Nukleové kyseliny —izolace molekul DNA

Druh uéebniho materialu

Laboratorni cvi¢eni — zak

Cilova skupina

73k, 14 — 15 let

Anotace

Pracovni list je uréen do vyuky laboratornich cvi¢eni z chemie

napln: deoxyribonukleova kyselina, jeji chemické sloZeni, nukleotidy
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