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A&A BIOTECHNOLOGY

innovating life science

Genomic Mini AX Plant

Zestaw o zwiekszonej wydajnosci do izolacji genomowego
DNA z materiatu roslinnego.
Procedura z precypitacja DNA.

wersja 1017

60 izolacji
Nr kat. 050-60

Pojemnos$¢ minikolumny do oczyszczania DNA wynosi 20 ug.

Produkt przeznaczony wytacznie do badan naukowych.
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Sktad zestawu

Skiadnik ilos¢ Prz:z:}zfxwarﬁia
Kolumny Genomic Mini AX 60 szt. +4 do +8 °C
Probéwki do precypitacji 2 ml 60 szt. Temp. Pok.
LS zawiesina lizujaca 60 ml Temp. Pok.
K1 roztwdr rownowazacy 55 ml Temp. Pok.
K2 roztwér ptuczacy 190 ml Temp. Pok.
K3 roztwor elucyjny 90 ml Temp. Pok.
PM mieszanina precypitacyjna 55 ml Temp. Pok.
Proteinaza K 1,3 ml +4 do +8 °C
Bufor Tris (10 mM Tris HCI, pH 8,5) 10 ml Temp. Pok.

Wyposazenie i materiaty niezbedne do izolacji DNA, ktore nie
wchodza w sktad zestawu

1. Materiat do izolacji DNA

2. RNAza (nr kat.: 1006-10,1006-50) (opcjonalnie)

3. Probéwki o poj. 1,5 ml typu Eppendorf

4. 70% etanol

5. Inkubator 50 °C (zalecany Thermomixer firmy Eppendorf)
6. Wortex

7. Mikrowiréwka

UWAGA:

Przed przystapieniem do pracy zalecamy oczyszczenie powierzchni roboczej
uzywajac produktu LabZAP™ (nr kat. 040-500)

llustracje zamieszczone w niniejszym protokole maja jedynie charakter pogladowy. Ich rzeczywisty
wyglad, w tym kolor, moze odbiegac od prezentowanych w grafice.

Firma A&A Biotechnology udziela rocznej gwarancji na niniejszy zestaw. Firma nie gwarantuje
poprawnego dziatania zestawu do izolacji DNA w przypadku:

e odstepstwa od dostarczonego wraz z zestawem protokotu

» braku zalecanego w niniejszym protokole wyposazenia i materiatéw

e uzycia innych odczynnikéw niz zalecane lub ktére nie wchodza w sktad zestawu

e uzycia przeterminowanych lub niewtasciwie przechowywanych odczynnikéw oraz kolumn
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Protokot izolacji

Uwaga

Proces oczyszczania DNA na kolumnie mozna przerwa¢ w dowolhym momencie i
kontynuowac nawet po uptywie 15 godzin bez wptywu na jakosc i iloS¢
uzyskanego DNA. Podczas takiej przerwy nalezy pamieta¢ o zamknieciu probowki,
w ktorej znajduje sie kolumna. Patrz ,Informacje dodatkowe” - str. 7.

1. Prébki materiatu roslinnego w ilosci maksymalnie do: 20 mg
suchej sproszkowanej lub 100 mg Swiezej/mrozonej
rozdrobnionej masy roslinnej przenies¢ do probéwek typu
Eppendorf (nie ma w zestawie).

2. Doda¢ po 900 pl zawiesiny lizujacej LS

Zawiesine lizujaca LS nalezy wymieszac przed uzyciem przez kilkakrotne

odwracanie butelki. @ﬁ
o

oraz 20 pl Proteinazy K.

3. Proébki zworteksowa¢ i inkubowaé 30 min w temp. 50 °C.
Podczas inkubacji probki nalezy kilkakrotnie mieszac przez

odwracanie probowek. @@3
Inkubacje mozna przeprowadzi¢ w urzadzeniu Thermomixer firmy Eppendorf 7

lub jego odpowiedniku, przy parametrach ciaggtego mieszania przy 1400 RPM. 50°C

Opcjonalne usuwanie RNA. Patrz ,Informacje dodatkowe” - str. 7.

4. W trakcie inkubacji przygotowa¢ kolumny Genomic Mini AX
umieszczone w probéwkach 15 ml i nanies¢ po 800 pl roztworu
rownowazacego K1.

Poczekad, az roztwory wyptyna z kolumn Genomic Mini AX.

5. Po inkubacji probki intensywnie worteksowac przez 15 s.
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6. Nastepnie wirowac przez 5 min przy 10 000-14 000 RPM.

Na dnie probéwki powinien znajdowac sie zwarty osad stanowigcy mieszanine § %
hiezlizowanego materiatu oraz drobinek pochodzacych z zawiesiny lizujacej. @

7. Pobrac supernatant i w cato$ci nanies¢ na zrbwnowazone
uprzednio kolumny Genomic Mini AX.

Poczekad, az lizaty przejda przez kolumny Genomic Mini AX.

wielkos$ci czastek DNA. Duza ilos¢ DNA powoduje spowolnienie przeptywu, a
przy znacznym przetadowaniu kolumny moze dojs¢ nawet do catkowitego jej
zablokowania. W takim przypadku nalezy wirowa¢ kolumny wraz z
proboéwkami w rotorze uchylnym przez 1 min przy 3000-4000 RPM.
Wirowanie mozna przeprowadzi¢ zaréwno po naniesieniu probek (pkt 7) jak i
podczas ptukania roztworem ptuczacym K2 (pkt 8 i 9), a takze przy elucji
roztworem elucyjnym K3 (pkt 10). Patrz ,Informacje dodatkowe” - str. 7.

Kolumna pracuje grawitacyjnie. Szybkos¢ przeptywu zalezy od ilosci oraz %

8. Nanies$¢ na kolumny Genomic Mini AX po 1,5 ml roztworu
ptuczacego K2.

Poczekaé, az roztwory wyptyna z kolumn Genomic Mini AX.

9. Ponownie nanie$¢ na kolumny Genomic Mini AX po 1,5 ml
roztworu ptuczacego K2.

Poczekad, az roztwory wyptyna z kolumn Genomic Mini AX.

WEO G ~—= W& G—==

10. Doda¢ do kolumn Genomic Mini AX po 250 pul roztworu
elucyjnego K3.
Poczekad, az roztwory wyptyna z kolumn Genomic Mini AX.

Krok ten ma na celu zmniejszenie catkowitej objetosci eluatu, gdyz martwa
objetos¢ kolumny wynosi 250 pl.

W& O G —==
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11. Przenies¢ kolumny Genomic Mini AX do probéwek do
precypitacji 2 ml (w zestawie).

Kolumna posiada odpowiednie zeberka pozwalajace na tatwe umieszczenie
w probowce.

Eluowac¢ DNA poprzez naniesienie na ztoze kolumn Genomic
Mini AX po 1 ml roztworu elucyjnego K3.
Poczekac, az roztwory wyptyna z kolumn Genomic Mini AX.

Kolumny Genomic Mini AX usunac.
12. Mieszanina precypitacyjna PM zawiera dodatkowo wzmacniacz precypitacji,

dlatego przed uzyciem nalezy go wymieszac przez kilkakrotne odwracanie
butelki.

e

Do eluatow zawierajacych DNA dodac po 800 pl mieszaniny
precypitacyjnej PM.

Catos¢ wymieszac i wirowac przez 10 min przy 10 000 RPM.

e
@@

13. Po wirowaniu zla¢ supernatanty.

Na dnie powinien by¢ widoczny jasnoniebieski osad DNA.

b

Do probéwek dodac po 500 pl 70% etanolu (nie ma w zestawie).

&0

Catos¢ wymieszac i wirowac przez 3 min przy 10 000 RPM.

14. Po wirowaniu zla¢ supernatanty.
Nastepnie suszyC¢ probéwki odwrécone do gory dnem przez

5 min w temp. pokojowej. / \

Jezeli na Sciankach probéwki znajduja sie resztki alkoholu to nalezy je
osuszy¢ kawatkiem jatowej waty (doskonale nadaja sie do tego patyczki
higieniczne lub pateczki do pobierania wymazow).
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15. Osady zawiesi¢ w odpowiedniej ilosci buforu Tris (w zestawie),
buforu TE (nie ma w zestawie) lub wody jatowej wolnej od
nukleaz (nie ma w zestawie).

Niebieska barwa osadu umozliwia sledzenie procesu rozpuszczania DNA.

16. Oczyszczone DNA znajdujace sie w probowkach przechowywac
w temp. -20 °C do czasu dalszych analiz.
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Informacje dodatkowe

Przerwa w procesie izolacji. Proces oczyszczania DNA na kolumnie mozna
przerwa¢ w dowolnym momencie i kontynuowac nawet po uptywie 15 godzin
bez wptywu na jakosc¢ i ilos¢ uzyskanego DNA. Podczas takiej przerwy nalezy
pamieta¢ o zamknieciu proboéwki, w ktérej znajduje sie kolumna.

Objetos¢ ptynu w probowce pozwala na fatwe zorientowanie sie na jakim etapie
zostato przerwane oczyszczanie:

~ 0,5 ml - po zrownowazeniu kolumny;

~ 1,5 ml - po przejsciu lizatu;

~ 3 ml - po pierwszym ptukaniu roztworem ptuczacym K2;

~ 4,5 ml - po drugim ptukaniu roztworem ptuczacym K2.

Opcjonalne usuwanie RNA. Jezeli zalezy nam na catkowitym usunieciu RNA, to
do probki nalezy doda¢ 5 pl RNAzy (10 mg/ml) (nie ma w zestawie, nr kat.
1006-10, 1006-50), a nastepnie catos¢ wymieszac i pozostawi¢ na 5 min

w temp. pokojowej. Nastepnie przejs¢ do punktu 4. protokotu izolacji.

Grawitacyjna praca kolumny. Kolumna pracuje grawitacyjnie. Szybkos¢
przeptywu zalezy od ilosci oraz wielkosci czastek DNA. Duza ilos¢ DNA
powoduje spowolnienie przeptywu, a przy znacznym przetadowaniu kolumny
(>20 pg DNA) moze dojs¢ nawet do catkowitego jej zablokowania. W takim
przypadku nalezy wirowac kolumny wraz z probéwkami w rotorze uchylnym
przez 1 min przy 3000-4000 RPM. Wirowanie mozna przeprowadzi¢ zaréwno
po naniesieniu probek (pkt 7) jak i podczas ptukania roztworem ptuczacym K2
(pkt 81 9), a takze przy elucji roztworem elucyjnym K3 (pkt 10).

Przy elucji nalezy przenies¢ kolumne do nowej probéwki 15 ml (nie ma w
zestawie). Nanie$¢ na kolumne po 1 ml roztworu elucyjnego K3.

Poczeka¢ 2 min i wirowac przez 1 min przy 3000 RPM. Przenies¢ eluat do
probéwek precypitacyjnych 2 ml (w zestawie).

Nastepnie przejs¢ do punktu 12. protokotu.
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Informacje bezpieczenstwa

NIEBEZPIECZENSTWO
Proteinaza K
H315 Dziata drazniaco na skoére.
H319 Dziata drazniaco na oczy.
H334 Moze powodowac objawy alergii lub astmy lub trudnosci w oddychaniu w nastepstwie wdychania.
H335 Moze powodowac podraznienie drég oddechowych.
P261 Unika¢ wdychania pytu.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptuka¢ woda przez kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sa i
mozna je fatwo usunac. Nadal ptukaé.
P342+P311 W przypadku wystapienia objawéw ze strony uktadu oddechowego skontaktowac sie z Osrodkiem Zatru¢ lub lekarzem.

UWAGA
LS zawiesina lizujaca
H302 Dziata szkodliwie po potknieciu.
H315 Dziata drazniaco na skore.
H319 Dziata drazniaco na oczy.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptuka¢ woda przez kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sa i
mozna je fatwo usunac. Nadal ptukaé.

UWAGA
K1 roztwér rownowazacy
H302 Dziata szkodliwie po potknieciu.
H315 Dziata drazniaco na skore.
H319 Dziata drazniaco na oczy.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptuka¢ woda przez kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sa i
mozna je fatwo usunac. Nadal ptukaé.

NIEBEZPIECZENSTWO
K2 roztwoér ptuczacy
H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.
H319 Dziata drazniaco na oczy.
H336 Moze wywotywac uczucie sennosci lub zawroty gtowy.
P210 Przechowywac z dala od Zrédet ciepta, goracych powierzchni, iskrzenia, otwartego ognia i innych Zzrédet zaptonu. Palenia
wzbronione.
P261 Unika¢ wdychania par.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptukaé woda przez kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sq i
mozna je fatwo usunac. Nadal ptukac.

NIEBEZPIECZENSTWO
K3 roztwér elucyjny
H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.
H319 Dziata drazniaco na oczy.
H336 Moze wywotywad uczucie sennosci lub zawroty gtowy.
P210 Przechowywa¢ z dala od zrédet ciepta, goracych powierzchni, iskrzenia, otwartego ognia i innych zrédet zaptonu. Palenia
wzbronione.
P261 Unika¢ wdychania par.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptuka¢ woda przez kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sa i
mozna je fatwo usunac. Nadal ptukac.

NIEBEZPIECZENSTWO
PM mieszanina precypitacyjna
H225 Wysoce fatwopalna ciecz i pary.
H319 Dziata drazniaco na oczy.
H336 Moze wywotywac uczucie sennosci lub zawroty gtowy.
P210 Przechowywac z dala od zrédet ciepta, goracych powierzchni, iskrzenia, otwartego ognia i innych zrédet zaptonu. Palenia
wzbronione.
P261 Unika¢ wdychania par.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptuka¢ woda przez kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sa i
mozna je fatwo usunac. Nadal ptukac.
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