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Nukleinsyreekstraktion

| dette kit, nukleinsyre-ekstraktion, benyttes en relativ simpel metode, hvorved det er
muligt at ekstrahere op til 5 ug genom-DNA (gDNA\) fra forskellige planter. Der
benyttes en silica-membran teknologi og optimerede vandoplgselige reagenser. Den
mangde plantemateriale hvorfra DNA et udtraekkes er ca 50-100 mg.

| farste omgang udvealges den planteart, hvorfra man vil udtreekke DNA. Det kan
enten veere en plante, som i forvejen er meget kendt forskningsmaessigt fx
Arabidobsis eller det kan veare planter, der ikke er sa gennemstuderede. Der er mere
end 250.000 arter at vaelge imellem, sa der er masser af muligheder.

Eleverne bgr have grundleggende viden om molekylarbiologi, kunne regne med
molaritet, og have kendskab til de mest grundleeggende mikrobielle teknikker som at
pipettere.

Ikke al teori vil blive gennemgaet her, idet der henvises til gaengse leerebager

Det tager ca 2 timer at udfare forsgget

Tjekliste:

I kittet maenqgde
DTT 0,39
Lyseringsbuffer 20 mL
Vaskebuffer 20 mL
Sterilt vand 2mL
Mikropistiller 25
Opsamlingsrar (uden lag) 25
Mikrocentrifugerer, 1,5mL 30
Mikrocentrifugerar, 2 mL flere farver 60

Mini DNA-ekstraktionssgijler, lilla 25
Eget udstyr

95-100% ethanol 300 mL
Demineraliseret vand 14 mL
Vandbad (70 °C)

Veegt

Vejebade/vejepapir
Mikrocentrifuge (12.000 rpm)
Mikropipetter 20-200 pL
Spidser til ovennavnte
Mikropipette 1000uL

Spidser til ovennavnte

Holder til mikrocentrifugerar 1 pr. gruppe
Merkepenne 1 pr. gruppe
Skalpel e.l. 2 pr. gruppe
Ekstra mikrocentrifugerar til fordeling 4 pr. gruppe

Planter! — helst 2 forskellige
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Det er muligt at kabe refill #166-5006EDU, der indeholder DTT, lyseringsbuffer,
vaskebuffer og sterilt vand

Sikkkerhed

Almindelig laboratoriesikkerhed. Det anbefales at man beerer kittel og evt. handsker.
Lyseringsbufferen indeholder guanidin thiocyanat i oplgsning — kontakt med huden,
gjne og tgj skal undgas.

Ved uheld fx at man far noget fra oplgsningerne i gjnene skylles gjnene med vand i
15 minutter

Trinene i forsgget:

e Indsaml plantemateriale

e Abning cellemembranen og cellevaggen ved kemiske (lysering) og fysiske
processer (cellerne knuses)

e Fjernelse af cellerester (centrifugering — DNA vil forblive i supernatanten)

e Fjernelse af de sidste celle-proteiner ved silica membran-teknologi eller ion-
bytnings-kromatografi)

e Oprensning af DNA

e Opkoncentrering af DNA (hvis ngdvendigt)

e Bestemmelse af renhed og koncentration af DNA (hvis ngdvendigt)

Udveelgelse af plantematerialet

Bemaerk unge friske blade egner sig bedst. Placer plantematerialet i mgrke 1-2 dage
far de friske blade skal bruges — derved reduceres mangden af polysaccarider i
materialet.

Liste over velegnet plantemateriale
gulerod

kalblade

lag

grees

spinatblade

batat — sgd kartoffel

mynte

Om den fysiske og kemiske behandling af plantematerialet
Pa grund af de mere eller mindre genstridige cellevaegge er det ngdvendigt at ga
grundigt til veerks for at knuse disse. | nogle tilfeelde er det allerbedst, hvis planterne
lynfryses i flydende kveelstof, far de knuses, idet selve DNA’et derved skades mindre,
da den lavere pH, der ellers opstar, nar der frigives syrer fra cellens organeller,
minimeres

I lyseringsbufferen er der EDTA som fjerner magnesiumioner, h&ammer nucleaser og
ydermere virker destabiliserende pa bade celleveeg og cellemembran.

XXXX
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Laererens forberedelse (ca 30 minutter):

1.

Laes manualen igennem
Indsaml af plantemateriale — eller lad eleverne sgrge for dette

2.
3. Taende vandbadet til 70 °C
4.
5

Varm det sterile vand til 70 °C — skal bruges til eludering af DNA
Klargering af lyseringsbufferen.

a. Tilset 0,3g DTT (dvs. rarets indhold)til 20 mL lyseringsbuffer —
slutkoncentrationen bliver 100 mM DTT. Stil straks blandingen i
keleskab ved 4°C . Blandingen kan opbevares i fryseren ved -20 °C i
op til 2 mdr. Hvis man gnsker at gemme resten af lyseringsbufferen til
senere anbefales det, at man kun fremstiller den ngdvendige mangde.

6. Klargaring af vaskebufferen
a. Fyld 5x vaskebuffer-bgtten op til meaerket (etikettekanten)med 96%
ethanol — det betyder, at der skal tilsaettes 80 mL 96% ethanol. Den
feerdige vaskebuffer kan opbevares ved stuetemperatur i op til ét ar.
7. Klargaring af ethanolen (ca. 75%)
a. Tilset 6 mL 96% ethanol til 14 mL demineraliseret vand
8. Gar gruppearbejdspladserne klar
Materialer pr. gruppe
Skalpeller 2
Spakbrat/skeereplade 2
1,5 mL mikrocentrifugerar 2
2 mL mikrocentrifugerar 2
2 ml opsamlingsrar 4
Mikropistiller 2
Sterilt vand 200uL
Lyseringsbuffer 2 mL
Vaskebuffer 5mL
Mini-DNA-ekstraktionssgjle, lille 2
1000uL mikropipette 1
spidser til ovenstaende
20-200uL mikropipette 1
Spidser til ovenstaende
Tush
70% ethanol

Plantemateriale

Fremgangsmade

1.

2.
3.

Merk de to 1,5mL mikrocentrifugergr med jeres initialer og navnet pa
planten, der skal i raret.

Tilset 200uL lyseringsbuffer til hvert af de to rar

Afvej 50-100 mg af hver plante og noter den eksakte veegt

Plantens navn Hvilken del af planten Veegt (mQg)

analyseres (blad,
steengel etc.)
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10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

Skeer plantematerialet i bittesma stykker (mindre end 1 mm i diameter). Husk
at holde de to planter adskilte og brug ikke samme skalpel. Put
plantestumperne ned i respektive mikrocentrifugergr med lyseringsbuffer

Tag en mikropistil og knus materialet yderligere i 3 minutter. Undga at spilde
lyseringsbufferen. Tjek om materialet er fuldstendigt findelt, hvis ikke
fortseettes.

Nar materialet er blevet til en homogen masse tilseattes yderligere 500 pL
lyseringsbuffer og fortseet med at knuse og blande til en homogen blanding.
Luk mikrocentrifugeraret og set det i centrifugen. Nar alle har sat deres rar i
centrifugen centrifugeres der ved 12.000 rpm i 5 minutter ved stuetemperatur.
Mens der centrifugeres tilsattes der 500uL 70% ethanol til 2 markede
mikrocentrifugerar pr. planteekstrakt.

Tag rerene i centrifugen. Fra hvert ror flyttes forsigtigt 400uL af
supernatanten over i et rgr med 500uL 70% ethanol. Sgrg for at fa materialet
over i de korrekt mzarkede rgr. Undga at fa fast materiale fra pellet med. For at
blande supernatanten med ethanolen pipetteres FORSIGTIGT op og ned med
en mikropipette med ren spids. Dette er nu den klargjorte lysat-
ethanolblanding

Bemaerk: Hvis der kan ses en udfaldning (sker fx med stivelse fra kartofler)
centrifuger da ragret en gang til for at bundfzlde stivelsen og brug derefter
supernatanten til naste trin.

Meerk 2 lilla minikolonne (mini-DNA-ekstraktionssgjler) med jeres initialer
og plantens navn. Stil sgjlen i et opsamlingsrar

Overfar 800uL af lysat-ethanolblandingen til hver sgjle. Der ma ikke vare fast
materiale i blandingen

Stil opsamlingsrgrene med kolonnerne i centrifugen og centrifuger ved 12.000
rpm i 5 minutter.

Hvis der stadig er noget supernatant tilbage i sgjlen kasseres dette. Det hjelper
ikke at centrifugere yderligere.

Tilsaet 700uL vaskebuffer til hver sgjle. Centrifuger ved 12.000 rp, i 5 minut.
Kasser den vaeske, der er lgbet gennem sgjlen. Gentag processen sa der i alt er
vasket 3 gange

Tem det sidste gennemlgbsvaske. Stil sgjlen tilbage i opsamlingsraret. Tar
sgjlerne ved at centrifugere i 2 minutter ved 12.000 rpm. Herved fjernes de
sidste eventuelle rester af vaskebuffer.

Flyt hver sgjle til et farvet, rent mikrocentrifugergr der er market korrekt.

Tag det sterile vand fra 70 °C vandbadet. Det varme vand hjelper
desorpsprocessen fra kolonnen. Afpipetter straks 80uL varmt sterilt vand og
placer det pa filteret i bunden af hver sgjle. Sarg for at sgjlen derved bliver
fugtet. Lad det sta ved stuetemperatur i 1 minut.

Flyt mikrocentrifugergret med sgjle over i centrifugen. Segrg for at laget
vender nedad. Centrifuger i 2 minutter ved 12.000 rpm. Fjern sgjlen fra
mikrocentrifugergret. Luk mikrocentrifugergret. Raret indeholder genomDNA
fra planten og fryses ved -20°C.

Undga at fryse og t@ hvis muligt, idet det kan gdeleegge DNA’et. Plasmid DNA
er supercoilet, men fryses detsnoes det efterhanden op.
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Hvis man, inden man gar videre med PCR etc. vil sikre sig, at der er nok DNA i
prgven, kan man kare en elektroforese med 10uL pragve pa en 0,8-1,0% agarosegel
ved 75V i 1 time. GenomDNA (gDNA) vil kunne ses som et fint band i toppen af
gelen. RNA vil kunne ses som to tyndere band lzengere nede i gelen.

Bemark: Nogle planter viser ikke resultat i denne elektroforesetest, men vil efter PCR
have dannet nok materiale til at man kan arbejde videre med det i de naste forsag.
Lees nermere om elektroforese i

Billede fra Arhus...
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