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Zestawy do izolacji catkowitego DNA z prébek:
- Swiezych tkanek roslinnych

- suszonych tkanek roslinnych

- mrozonych tkanek roslinnych

- tkanek bogatych w polisacharydy (tylko Maxi)
- komorek roslinnych hodowanych w zawiesinie
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Dzigkujemy za wybor zestawu serii Syngen DNA i okazane nam
zaufanie. Produkty serii Syngen DNA to wysokiej jakosci zestawy
odczynnikow do izolacji catkowitego DNA z szerokiej gamy probek takich
jak tkanki, komorki, krew, ptyny ustrojowe, bakterie, grzyby, rosliny i inne.
Zastosowana technologia wykorzystuje technike chromatografii na ztozu
krzemionkowym zamknietym w membranie kolumienki. Uzyskany DNA
odznacza sie wysokg czysto$cig, wymagang do zastosowan miedzy
innymi w technikach real-time PCR i microarray.

Niniejsza instrukcja dla uzytkownika zawiera szczegoOtowe wytyczne
dotyczgce stosowania zestawow Syngen Plant DNA Mini oraz Maxi.
Rozdzialy wstepne pomogg uzytkownikowi przygotowa¢ sie do
wykonania procedur opisanych w dalszych rozdziatach. Zalecamy
uwazne przeczytanie catej instrukcji przed przystgpieniem do pracy.

Przy uzyciu produktu powinna by¢ zachowana uwaga i 0Stroznosc.
Zalecamy uzytkownikom stosowanie sie do zasad GLP (Dobrej Praktyki
Laboratoryjnej), a takze do zasad prowadzenia eksperymentow z
rekombinowanym DNA. Miedzy innymi nalezy stosowac¢ fartuch
laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne.

Aby uzyskac¢ wiecej informacji o substancjach niebezpiecznych, ktére
mogg by¢ zawarte w niektorych sktadnikach zestawow, prosimy
przeczyta¢ Karty Charakterystyki Substancji Niebezpiecznych (MSDS)
dostepne u producenta.

W przypadku pytan, pozostajemy do Panstwa dyspozycji. Zyczymy
sukcesow w pracy z zestawami Syngen.

Zespot Syngen Biotech
Ograniczenia
Zestawy serii Syngen DNA sg przeznaczone wytlgcznie do uzytku

laboratoryjnego. Nie bedg uwzgledniane zadne roszczenia wynikajgce z
uzycia zestawu do diagnozowania lub leczenia chorob.
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Zawartos¢é zestawow

Syngen Plant DNA Mini Kit SY261010 SY261011 SY261012
Liczba izolacji 50 100 200
Kolumienki DR 50 100 200
RNaza A 420 ul 900 ul 1800 ul
Kolumienka KL 50 100 200
Bufor lizujgcy DLR1 25 ml 55 ml 100 ml
Bufor lizujgcy DLR3 8 ml 15 mi 30 ml
Bufor wigzgcy DWR — koncentrat 15 ml 30 mi 60 ml
Bufor ptuczgcy DP1 — koncentrat 13 ml 26 ml 52 ml
Bufor ptuczgcy DP2 — koncentrat 15 mi 30 ml 60 ml
Probowki 2 ml 100 200 400
Bufor elucyjny DE 15 mi 30 ml 60 ml
Syngen Plant DNA Maxi Kit SY261020 SY261021
Liczba izolacji 10 24
Kolumny DR Maxi 10 24
Kolumienka KL 10 24
RNaza A 10mg/ml 550 ul 1300 ul
Bufor lizujgcy DLR1 45 ml 110 ml
Bufor lizujgcy DLR2 45 ml 110 ml
Bufor lizujgcy DLR3 13 ml 30 mi
Bufor wigzgcy DWR — koncentrat 30 ml 70 ml
Bufor ptuczgcy DP1 — koncentrat 33 mi 88 ml
Bufor ptuczgcy DP2 — koncentrat 20 ml 45 mi
Bufor elucyjny DE 30 ml 60 ml

Przechowywanie

Kolumienki DR, DR Maxi i KL, a takze wszystkie roztwory, poza RNazg
A powinny by¢ przechowywane w temperaturze pokojowej (15-25°C),
chyba ze na butelce okreslono inaczej. Przechowywanie kolumienek DR
I DR Maxi w wyzszej temperaturze jest zabronione. RNaza A powinna

by¢ przechowywana zawsze w -20°C.
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Sprzet i odczynniki potrzebne do wykonania procedury,
a niedostarczone z zestawem

Do wszystkich protokotéw:
— Etanol (96-100%)
— Statyw
— Sterylne koncéwki do pipet (najlepiej z filtrem)
— Pipety automatyczne nastawne
— Worteks
— kaznia wodna, blok grzejny lub termomikser na 65°C
— Mozdzierz
— Ciekly azot
— Homogenizator elektryczny (opcjonalnie)
— Thtuczony lod

Do zestawu Syngen Plant DNA Mini:
— Probowki wirowkowe 1.5 lub 2.0 ml z wieczkiem (eppendorfki)
— Mikrowirowka 10.000 x g

Do zestawu Syngen Plant DNA Maxi:
— Probéwki wirébwkowe 50 ml zakrecane (falkonki 50)
— Mikrowiréwka 4.000 x g z rotorem wychytowym (zalecany)

Do izolacji DNA z komorek roslinnych hodowanych w zawiesinie:
- PBS
— Narzedzie do liczenia komérek
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Przygotowanie odczynnikOw przed pierwszym uzyciem

Bufor wigzacy i bufory ptuczgce

Bufor wigzgcy DWR i bufory ptuczgce DP1 i DP2 sg dostarczane jako
koncentraty. Przed pierwszym uzyciem dodaj do nich odpowiednig ilos¢
etanolu (96-100%) i starannie wymieszaj. Informacja dotyczaca
wymaganej ilosci etanolu, umieszczona jest na butelce z koncentratem.
Po dodaniu etanolu nalezy zaznaczy¢ kwadrat na zakretce.

Bufory DRW, DP1 i DP2 po dodaniu etanolu powinny byé szczelnie
zamkniete | przechowywane w temperaturze pokojowej. Przed
rozpoczeciem procedury zawsze wymieszaj rozpuszczone bufory przez
obrécenie butelki kilka razy.

Instrukcja dla uzytkownika — strona 6



Syngen Plant DNA Mini & Maxi Kit

Materiat wyjsciowy i wydajnosé DNA

Zestawy Syngen Plant DNA Mini i Maxi stuzg do izolacji catkowitego
DNA z tkanek roslinnych — zaréwno Swiezych, jak i suszonych,
liofilizowanych i mrozonych. Poza DNA genomowym, izolat zawiera
takze frakcje mitochondrialng, jak réwniez plastydowy DNA (w tym
chloroplastowy). Wyizolowaniu ulegajg fragmenty o dtugosci do 50.000
pz, z przewagg fragmentéw dtugosci 20.000-30.000 pz.

Wyizolowany DNA ma wysoki stopien czystosci, dzieki czemu moze byc¢
uzyty bezposrednio do dalszych analiz, jak reakcje enzymatyczne z
detekcjg w czasie rzeczywistym, mikromacierze i inne procedury
wymagajgce DNA wysokiej jakosci.

Prawidtowe dobranie ilosci materiatu wyjsciowego jest kluczem do
wydajnej izolacji. Ponizsze tabele okreslajg zalecane maksymalne ilosci
poszczegoOlnych rodzajow probek oraz typowe wydajnosci DNA przy
zastosowaniu zestawow Mini i Maxi.

Syngen Plant DNA Mini Kit

Materiat wyjsciowy Maksymalnailosé Typowa wydajnosé
na lizolacje DNA
Swieze liscie 50-100 mg 5-40 ug
Suszone liscie 5-20 mg 3-30 ug
Mrozone liscie 50-100 mg 5-40 ug
Komorki w hodowli 1 x 10’ 5-40 ug

Syngen Plant DNA Maxi Kit

Materiat wyjsciowy Maksymalnailosé Typowa wydajnosé
nalizolacje DNA
Swieze liscie 1000 mg 50-300 ug
Suszone liscie 50-100 mg 30-250 ug
Mrozone liscie 1000 mg 50-300 ug
Komorki w hodowli 5-10 x 107 50-300 ug
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Do izolacji najlepiej nadajg sie mtode liscie i igty, gdyz majg one
najwiekszy stosunek ilosci komorek do wagi. W miare starzenia sie
tkanki, maleje ilos¢ komorek (a wiec i ilos¢ DNA) w stosunku do masy
tkanki.

Tkanki swieze powinny by¢ przekazane do izolacji natychmiast po
pobraniu. W przeciwnym wypadku nalezy je zamrozi¢ w cieklym azocie i
przechowywa¢ w temperaturze -80°C. Ewentualnie tkanke mozna
wysuszy¢ lub zliofilizowa¢, ale najlepiej zrobi¢ to po etapie
homogenizacji.

Nie nalezy przekracza¢ maksymalnej ilosci na jedng izolacje podanej w
tabeli. Za duza zawartos¢ komorek w prébce spowoduje niewydajng lize,
za duza zawartos¢ DNA — przetadowanie kolumny. W obu sytuacjach
wydajnos¢ izolacji znaczgco spadnie.

Nie posiadajgc wagi mozna okresli¢ ilos¢ tkanki pobranej do izolacji na
podstawie powierzchni fragmentu liscia. Okragty wycinek swiezego liscia
o Srednicy 1,5 cm wazy od 25 do 75 mg. Wycinek swiezego liscia o
wymiarach 4x4cm wazy od 230 do 700 mg.

Przy pomocy zestawow Syngen Plant DNA Maxi mozna izolowa¢ DNA z
tkanek bogatych w polisacharydy, jak np. skrobia. W takim przypadku
zamiast buforu lizujgcego DLR1 stosuje sie bufor lizujgcy DLR2.

Komorki hodowane w zawiesinie nalezy oczysci¢ z pozostatosci pozywki
przed przekazaniem do izolacji. W tym celu komorki ptucze sie w PBS i
separuje przez odwirowanie.
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Homogenizacja

W procesie izolacji DNA z tkanek roslinnych homogenizacja jest
kluczowym etapem, majgcym wyrazny wptyw na wydajnos¢ izolacji.

Homogenizacje nalezy wykonaé poprzez ucieranie swiezej tkanki w
ciektym azocie na jednolity proszek. Nastepnie doktadnie utarty drobny
proszek pobiera sie do izolacji. Ten sposob homogenizacji jest
wystarczajgcy dla wiekszosci miekkich tkanek.

Utarty proszek mozna takze zamrozi¢, zliofilizowa¢ Ilub wysuszy¢.
Zalecamy suszenie materiatlu po, a nie przed etapem homogenizaciji,
gdyz ucieranie tkanki suszonej jest znacznie trudniejsze i zachodzi z
mniejszg wydajnosciag, niz swieze;.

Tkanki suszone homogenizuje sie poprzez ucieranie w cieklym azocie.
Alternatywnie mozna zastosowaC homogenizator elektryczny, jak
opisano dalej.

Tkanki mrozone homogenizuje sie bez rozmrazania poprzez ucieranie w
ciektym azocie. Alternatywnie mozna zastosowa¢ homogenizator
elektryczny, jak opisano dale;.

Alternatywg dla wucierania w ciektlym azocie sg homogenizatory
elektryczne typu ostrzowego Ilub kulowego. W takim przypadku
homogenizacje nalezy wykonaé zgodnie z zaleceniami producenta
homogenizatora.

Przy pomocy homogenizatora ostrzowego najczesciej tkanke swiezg lub
mrozong homogenizuje sie w ciektym azocie, lub ewentualnie swiezg
tkanke mozna homogenizowa¢ w pierwszym buforze lizujgcym przed
dodaniem enzymu.

Przy pomocy homogenizatora kulowego najczesciej $wiezg lub mrozong
tkanke homogenizuje sie po zamrozeniu w cieklym azocie, zamiennie
Swiezg tkanke mozna homogenizowaé w pierwszym buforze lizujgcym
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przed dodaniem enzymu, a suszong tkanke mozna homogenizowac¢ bez
buforu i bez zamrazania, na sucho.

W zadnym wypadku nie zalecamy homogenizacji mrozonego materiatu
w buforze lizujgcym. Stosujgc homogenizatory elektryczne nalezy
rozdrobni¢ wstepnie tkanke przy pomocy nozyczek lub skalpela.

Po wykonaniu homogenizacji metodg inng niz ucieranie w cieklym
azocie, rozpocznij protokot od miejsca oznaczonego biatg strzatka. II:>

Zestawy Syngen Plant DNA Mini i Maxi zawierajg kolumny klarujgce KL.
Nie sg to kolumny homogenizujgce, a jedynie klarujgce lizat. Nie
zastepujg ona wydajnej homogenizacji prébki przed izolacja.
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Ogolne wytyczne dotyczace obstugi zestawow Syngen DNA

Kolumienki Mini pasujg do wiekszosci probowek wirowkowych o
pojemnosci 1.5 ml lub 2 ml (tzw. eppendorfek).

Kolumienki Maxi pasujg do wiekszosci probowek wirdwkowych o
pojemnosci 50 ml (tzw. falkonek 50).

Wszystkie wirowania w zestawach Mini wykonywane sg z petng
predkoscig (ok. 14.000 rpm lub 10.000 x g), aczkolwiek mozliwe jest
zastosowanie nizszych predkosci (8000 rpm Ilub 6000 x g), gdy
uzytkownik nie posiada szybszej wiréwki lub przeszkadza mu hatas — w
takim przypadku nalezy proporcjonalnie wydtuzy¢é wirowanie. Zaleca sie
jednak, aby przynajmniej wszystkie drugie kroki ptukania, kroki
dosuszania membrany oraz elucja odbywaty sie przy najwyzszych
obrotach wiréwki. Wszystkie wirowania nalezy przeprowadzaé w
temperaturze pokojowej, chyba ze w protokole zaznaczono inaczej.

Wirowania w zestawach Maxi wykonywane sg z predkoscig 4000 x g w
temperaturze pokojowej. Zalecamy stosowanie rotora wychytowego, a
nie statokgtowego.

Podczas obstugi zestawdw Syngen zalecamy, aby ogranicza¢ dotykanie
membran w kolumienkach koncowka pipety, przed wirowaniem zamykac
wieczka kolumienek i probéwek, a z wirowki kolumienki wyjmowac
razem z probéwkami — dopiero po ustawieniu w statywie mozna wyjgcé
kolumienke z probowki. Ponadto, dla ograniczenia kontaminacji
pomiedzy probkami (cross-contamination), zalecamy, aby utrzymywac w
czystosci rekawiczki ochronne, uzywaé koncowek do pipet z filtrem i po
kazdym worteksowaniu lub mieszaniu zwirowywac probowki, aby usungé
krople ze spodu wieczek.
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Elucja DNA

Typowo elucje wykonuje sie buforem DE ogrzanym do 60-65°C o
objetosci 200 ul w zestawach Mini i 1000 ul w zestawach Maxi. Jest to
wystarczajgce dla wiekszosci probek.

Elucje z kolumny mozna wykonywac¢ dostarczonym buforem elucyjnym
DE Ilub wodg destylowang o pH=7.5-9.0. Woda o innym pH moze
znacznie ograniczy¢ wydajnosc¢ elucji, lub nawet uniemozliwi¢ ja.

Nie nalezy eluowa¢ DNA zimnym buforem lub wodg. W przypadku eluciji
na zimno bufor do elucji (lub woda) powinien by¢ doprowadzony co
najmniej do temperatury pokojowej (15-25°C). Elucje na ciepto wykonuje
sie buforem ogrzanym do temperatury 60-65°C.

W przypadkach, gdy izolacje wykonywano z materiatlu wyjgtkowo
bogatego w DNA i uzytkownikowi zalezy na odzyskaniu catego DNA z
kolumny, zalecamy drugg elucje do oddzielnej probéwki przy pomocy
drugiej porcji buforu. W niektérych sytuacjach pierwsza elucja pozwala
na odzyskanie 60% DNA z kolumny, druga — 40%. Drugim sposobem na
odzyskanie wiekszej ilosci materiatu z kolumny jest inkubacja kolumny z
buforem elucyjnym przez 5-10 minut w 37°C (np. w cieplarce
hodowlanej), dzieki czemu wiecej DNA zwigzanego w kolumnie rozpusci
sie w buforze elucyjnym DE.

W przypadku probek ubogich w DNA, aby zatezyé otrzymany materiat,
zalecamy elucje mniejszg objetoscig. W zestawach Mini, dla prébek o
zawartosci DNA < 3 ug zalecamy zastosowanie buforu DE w objetosci
100 ul na ciepto, dla prébek o zawartosci DNA < 1 ug — 50 ul na ciepto.
W zestawach Maxi, dla prébek o niskiej zawartosci DNA zalecamy
zredukowanie objetosci buforu DE do elucji na ciepto do 200-500 ul.

Do przypadku przechowywania wyizolowanego DNA do 4 tygodni,
wystarczg  warunki  chtodnicze 2-8°C. Do dtugoterminowego
przechowywania wyizolowanego DNA zalecamy temperature -20°C.
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Protokot 1 do zestawu Mini

Izolacja DNA z tkanek roslinnych swiezych,
mrozonych lub liofilizowanych

Zanim zaczniesz

Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen Plant DNA Mini Kit, najpierw przeczytaj
wszystkie rozdzialy poprzedzajgce protokoty.

Upewnij sie, ze przygotowates wszystkie potrzebne odczynniki i sprzety opisane w rozdziale
~Sprzet i odczynniki potrzebne do wykonania procedury, a niedostarczone z zestawem”.
Upewnij sie, ze bufor wigzacy i bufory ptuczgce zostaly przygotowane zgodnie z instrukcjami
zawartymi w rozdziale ,Przygotowanie odczynnikow przed pierwszym uzyciem”.

Jezeli w ktéryms buforze wytracit sie precypitat, rozpus¢ go inkubujgc w 37°C przez kilka
minut i mieszajgc (bufor DLR1 mozna inkubowa¢ w 65°C).

Doprowadz wszystkie bufory do temperatury pokojowej (15-25°C).

Nastaw taznie wodng, blok grzejny lub termomikser na 65°C.

Wstaw odpowiednig ilos¢ buforu elucyjnego DE do 65°C.

Procedura

Umies¢ odmierzong ilos¢ 50-100 mg swiezej lub mrozonej tkanki
roslinnej, lub 5-20 mg suszonej tkanki roslinnej w mozdzierzu z
ciektym azotem.

Przy pomocy tluczka rozetrzyj tkanke na drobny pyt.

Przesyp pyt z ewentualnymi resztami ciektego azotu do probdowki
1,5 ml lub 2,0 ml z wieczkiem (nie dostarczono).

Pozwol na odparowanie pozostato$ci ciektego azotu z probowki.

Homogenizacje mozna wykonac¢ inaczej. Wiecej szczegdtdbw znajdziesz w rozdziale
.,Homogenizacja”.

Dodaj 400 ul buforu DLR1.

Dodaj 8 ul roztworu RNazy A, zamknij i wymieszaj na worteksie.
Inkubuj w temperaturze pokojowej przez 2 minuty, a nastepnie w
65°C przez 10 minut, mieszajgc co 5 minut przez odwrdcenie
probowki, az do catkowitej lizy tkanki.

Zwiruj krétko probowki, aby usung¢ krople z wieczka.

Nie wolno miesza¢ RNazy A bezposrednio z buforem DLR1 przed dodaniem do prébki.
Zamiast okresowego mieszania mozna zastosowaé¢ termomikser.
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Dodaj 130 ul buforu DLR3, zamknij i zmieszaj na worteksie.
Inkubuj na lodzie przez 5 minut.
Zwiruj krétko probowki, aby usung¢ krople z wieczka.

Umies¢ kolumienke klarujgcg KL w probdéwce 2 ml.

Przenies zawartos¢ probowki z kroku 3 na kolumienke.

Zamknij wieczko i wiruj przez 3 minute z maksymalng predkoscia.
Usun kolumienke klarujgcg KL ze statymi czgstkami lizatu.

Przenies przesacz (sklarowany lizat) do nowej probowki 1,5 ml lub
2,0 ml z wieczkiem (nie dostarczono).

Dodaj 1,5 objetosci buforu wigzgcego DWR (ok. 800 ul), zamknij i
zmieszaj na worteksie przez 5 sekund.

Zwiruj krotko probéwke, aby usung¢ krople z wieczka.

Umies¢ kolumienke DR w nowej probowce 2 ml.

Przenies 750 ul mieszaniny z kroku 5 na kolumienke.

Zamknij wieczko i1 wiruj przez 2 minuty z maksymalng predkosciag.
Wylej przesgcz (nie wyrzucaj probowki) i powtarzaj, az do
natozenia catego lizatu na kolumne.

Wylej przesacz, nie wyrzucaj probowki.

Dodaj do kolumienki 400 ul buforu DP1.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscia.
Wylej przesacz, nie wyrzucaj probowki.

Dodaj do kolumienki 650 ul buforu DP2.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscia.
Wylej przesacz, nie wyrzucaj probdowki.

Wiruj przez 3 minuty z maksymalng predkoscig, aby wysuszyc
membrane 1 pozby¢ sie =z kolumienki resztek buforow
zawierajgcych etanol.
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10.

11.

Upewnij sie, ze w rogu kolumienki nie zostat zaden ptyn.
Ewentualnie usun go pipetg i powtérz wirowanie.

Przenies kolumienke DR do probowki elucyjnej 1,5 ml (nie
dostarczono) i wyrzuc¢ starg proboéwke 2 ml z resztkami buforu
ptuczgcego.

Ostroznie, nie dotykajgc membrany, dodaj na sam $rodek
membrany 200 ul podgrzanego buforu do elucji DE.

Zamknij wieczko i inkubuj przez 3 minuty w temperaturze
pokojowej, az bufor wsigknie w membrane.

Wiruj przez 2 minuty w temperaturze pokojowej z maksymalng
predkoscia.

Objetos¢ elucji moze by¢ mniejsza. Elucje mozna wykona¢ wodg o pH=7,5-9,0. Wiecej na
temat zwiekszania wydajnosci elucji znajdziesz w rozdziale ,Elucja DNA”.

Warunki inkubacji mogg by¢ inne. Wiecej na temat zwiekszania wydajnosci elucji znajdziesz
w rozdziale ,Elucja DNA".

Ostroznie wysun kolumienke i zamknij wieczko w proboéwce z
wyizolowanym DNA.

Nie wyrzucaj kolumienki do czasu okreslenia stezenia wyizolowanego DNA. Jak w
przypadku kazdej metody chromatograficznej, niewtasciwe pH wody uzytej do elucji moze
wyraznie zmniejszy¢ wydajnos¢ elucji, a nawet uniemozliwi¢ ja, powodujgc pozostanie
catego DNA na  kolumience. Przy pomiarze stezenia DNA  metodami
spektrofotometrycznymi, stosuj bufor uzyty do elucji jako prébe slepa (blank).

Wyizolowany DNA mozna przechowywac¢ w temperaturze 2-8°C
do 4 tygodni, lub w -20°C przez dtuzszy czas.
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Protokot 2 do zestawu Mini

Izolacja DNA z komorek roslinnych hodowanych w zawiesinie

Zanim zaczniesz

Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen Plant DNA Mini Kit, najpierw przeczytaj
wszystkie rozdzialy poprzedzajgce protokoty.

Upewnij sie, ze przygotowates wszystkie potrzebne odczynniki i sprzety opisane w rozdziale
~Sprzet i odczynniki potrzebne do wykonania procedury, a niedostarczone z zestawem”.
Upewnij sie, ze bufor wigzacy i bufory ptuczgce zostaly przygotowane zgodnie z instrukcjami
zawartymi w rozdziale ,Przygotowanie odczynnikOw przed pierwszym uzyciem”.

Jezeli w ktéryms$ buforze wytracit sie precypitat, rozpus¢ go inkubujac w 37°C przez kilka
minut i mieszajgc (bufor DLR1 mozna inkubowa¢ w 65°C).

Doprowadz wszystkie bufory do temperatury pokojowej (15-25°C).

Nastaw taznie wodng, blok grzejny lub termomikser na 65°C. Wstaw bufor elucyjny DE.
Przygotuj PBS i narzedzia do liczenia komorek

Procedura

1. Przenies maksymalnie 1x10” komoérek do probéwki wiréwkowej

1,5 lub 2,0 ml (nie dostarczono).

Wiruj przez 5 minut z predkoscig 300 x g w temperaturze +10°C
(schtodzenie opcjonalne).

Ostroznie usun caly supernatant, nie naruszajgc pelletu.

Uwaga: Pellet komérek moze by¢ niewidoczny lub tworzyé nalot na ukosnej $ciance
wewnatrz probowki.

Dodaj 0,5-1,0 ml PBS wolnego od RNaz i zawies komorki —
mozna zastosowac energiczne worteksowanie.

Wiruj przez 5 minut z predkoscig 300 x g w temperaturze +10°C
(schtodzenie opcjonalne).

Ostroznie usun caly supernatant, nie naruszajac pelletu.

Uwaga: Pellet komérek moze by¢ niewidoczny lub tworzyé nalot na ukosnej $ciance
wewnatrz probowki.

Przejdz do Protokotu 1 ,lzolacja DNA z tkanek roslinnych
swiezych, mrozonych Ilub liofilizowanych”. Zacznij od
poczatku.
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Protokot 3 do zestawu Maxi

Izolacja DNA z tkanek roslinnych swiezych,
mrozonych lub liofilizowanych

Zanim zaczniesz

Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen Plant DNA Maxi Kit, najpierw przeczytaj
wszystkie rozdzialy poprzedzajgce protokoty.

Upewnij sie, ze przygotowates wszystkie potrzebne odczynniki i sprzety opisane w rozdziale
~Sprzet i odczynniki potrzebne do wykonania procedury, a niedostarczone z zestawem”.
Upewnij sie, ze bufor wigzacy i bufory ptuczgce zostaly przygotowane zgodnie z instrukcjami
zawartymi w rozdziale ,Przygotowanie odczynnikow przed pierwszym uzyciem”.

Jezeli w ktéryms buforze wytracit sie precypitat, rozpus¢ go inkubujgc w 37°C przez kilka
minut i mieszajgc.

Doprowadz wszystkie bufory do temperatury pokojowej (15-25°C).

Nastaw taznie wodng, blok grzejny lub termomikser na 65°C.

Wstaw odpowiednig ilos¢ buforu elucyjnego DE do 65°C.

Procedura

—
=)

Umies¢ odmierzong ilos¢ do 1000 mg swiezej lub mrozonej tkanki
roslinnej, lub 50-100 mg suszonej tkanki roslinnej w mozdzierzu z
ciektym azotem.

Przy pomocy ttuczka rozetrzyj tkanke na drobny pyt.

Przesyp pyt z ewentualnymi resztami ciektego azotu do probéwki
50 ml z wieczkiem (nie dostarczono).

Pozwal na odparowanie pozostatosci ciektego azotu z probowki.

Homogenizacje mozna wykona¢ inaczej. Wiece] szczegOtow znajdziesz w rozdziale
.Homogenizacja”.

Dodaj 4 ml buforu DLR1.

Dodaj 50 ul roztworu RNazy A, zamknij i wymieszaj na worteksie.
Inkubuj w 65°C przez 20 minut, mieszajgc co 5 minut przez
odwrocenie probowki, az do catkowitej lizy tkanki.

Zwiruj krétko probowki, aby usung¢ krople z wieczka.

Nie wolno miesza¢ RNazy A bezposrednio z buforem DLR1 przed dodaniem do prébki.
Zamiast okresowego mieszania mozna zastosowaé¢ termomikser.
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Dodaj 1 ml buforu DLR3, zamknij i zmieszaj na worteksie.
Inkubuj na lodzie przez 5 minut.
Zwiruj krétko probowki, aby usungé krople z wieczka.

Umies¢ kolumne Kklarujgcg KL w probéwce 50 ml (nie
dostarczono).

Przenies zawartos¢ probowki z kroku 11 na kolumienke.

Zamknij wieczko i wiruj przez 5 minut z predkoscig 4000 x g.

Usun kolumienke klarujgcg KL ze statymi czgstkami lizatu.

Dodaj 1,5 objetosci buforu wigzgcego DWR (ok. 7,5 ml), zamknij i
zmieszaj na worteksie przez 10 sekund.
Zwiruj krotko probowke, aby usungc¢ krople z wieczka.

Umies¢ kolumne DR Maxi w nowej probowce 50 ml.
Przenies mieszanine z kroku 17 na kolumne.

Wiruj przez 5 minut z predkoscig 4000 x g.

Wylej przesacz, nie wyrzucaj probowki.

Dodaj na kolumne 4 ml buforu ptuczgcego DP1.
Wiruj przez 3 minuty z predkoscig 4000 x g.
Wylej przesacz, nie wyrzucaj probowki.

Dodaj 6 ml buforu ptuczgcego DP2.

Wiruj przez 3 minuty z predkoscig 4000 x g.

Wylej przesacz, nie wyrzucaj probowki.

Jesli membrana jest zabarwiona na zielono lub na inny kolor, ktéry posiadata tkanka

pobrana do izolacji, nanie$ na kolumne 4 ml etanolu 96-100% i zwiruj przy 4000 x g przez 5
minut. Nastepnie wylej przesacz, nie wyrzucaj probowki.

Wiruj przez 10 minut z predkoscig 4000 x g, aby wysuszycC
membrane i pozbyé sie z kolumienki resztek buforow
zawierajgcych etanol.

Upewnij sie, ze w rogu kolumienki nie zostat zaden ptyn.
Ewentualnie usun go pipetg i powtérz wirowanie.
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10.

11.

Przenies kolumne DR Maxi do probdéwki elucyjnej 50 ml (nie
dostarczono) i wyrzu¢ starg probowke 50 ml z resztkami buforu
ptuczgcego.

Ostroznie, nie dotykajgc membrany, dodaj na sam $rodek
membrany 1 ml podgrzanego buforu do elucji DE.

Inkubuj przez 5 minut w temperaturze pokojowej, az bufor
wsigknie w membrane.

Wiruj przez 3 minuty z predkoscig 4000 x g.

Objetos¢ elucji moze by¢ mniejsza. Elucje mozna wykona¢ wodg o pH=7,5-9,0. Wiecej na
temat zwiekszania wydajnosci elucji znajdziesz w rozdziale ,Elucja DNA”.

Warunki inkubacji moga by¢ inne. Wiecej na temat zwigkszania wydajnosci elucji znajdziesz
w rozdziale ,Elucja DNA”".

Ostroznie wysun kolumne i zamknij wieczko w probéwce z
wyizolowanym DNA.

Nie wyrzucaj kolumny do czasu okre$lenia stezenia wyizolowanego DNA. Jak w przypadku
kazdej metody chromatograficznej, niewtasciwe pH wody uzytej do elucji moze wyraznie
zmniejszy¢ wydajnosé elucji, a nawet uniemozliwi¢ ja, powodujgc pozostanie catego DNA na
kolumnie. Przy pomiarze stezenia DNA metodami spektrofotometrycznymi, stosuj bufor
uzyty do elucji jako prébe slepa (blank).

Wyizolowany DNA mozna przechowywac¢ w temperaturze 2-8°C
do 4 tygodni, lub w -20°C przez dtuzszy czas.
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Protokot 4 do zestawu Maxi

Izolacja DNA z tkanek roslinnych swiezych, mrozonych lub
liofilizowanych, bogatych w polisacharydy

Zanim zaczniesz

Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen Plant DNA Maxi Kit, najpierw przeczytaj
wszystkie rozdzialy poprzedzajgce protokoty.

Upewnij sie, ze przygotowates wszystkie potrzebne odczynniki i sprzety opisane w rozdziale
~Sprzet i odczynniki potrzebne do wykonania procedury, a niedostarczone z zestawem”.
Upewnij sie, ze bufor wigzacy i bufory ptuczgce zostaly przygotowane zgodnie z instrukcjami
zawartymi w rozdziale ,Przygotowanie odczynnikOw przed pierwszym uzyciem”.

Jezeli w ktéryms buforze wytracit sie precypitat, rozpus¢ go inkubujgc w 37°C przez kilka
minut i mieszajgc.

Doprowadz wszystkie bufory do temperatury pokojowej (15-25°C).

Nastaw taznie wodng, blok grzejny lub termomikser na 65°C. Wstaw buforu elucyjny DE.

Procedura

Umies¢ odmierzong ilos¢ do 1000 mg swiezej lub mrozonej tkanki
roslinnej, lub 50-100 mg suszonej tkanki roslinnej w mozdzierzu z
ciektym azotem.

Przy pomocy tluczka rozetrzyj tkanke na drobny pyt.

Przesyp pyt z ewentualnymi resztami ciektego azotu do proboéwki
50 ml z wieczkiem (nie dostarczono).

Pozwadl na odparowanie pozostatosci ciektego azotu z probowki.

Homogenizacje mozna wykona¢ inaczej. Wiece] szczegOtow znajdziesz w rozdziale
.Homogenizacja”.

Dodaj 4 ml buforu DLR2.

Dodaj 50 ul roztworu RNazy A, zamknij i wymieszaj na worteksie.
Inkubuj w 65°C przez 25 minut, mieszajgc co 5 minut przez
odwroécenie probowki, az do catkowitej lizy tkanki.

Nie wolno miesza¢ RNazy A bezposrednio z buforem DLR2 przed dodaniem do prébki.
Zamiast okresowego mieszania mozna zastosowaé¢ termomikser.

Przejdz do protokotu 3 "lzolacja DNA z tkanek ros$linnych
Swiezych, mrozonych Ilub liofilizowanych” do miejsca
0znaczonego czarng strzatka. #
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Protokot 5 do zestawu Maxi

Izolacja DNA z komorek roslinnych hodowanych w zawiesinie

Zanim zaczniesz

Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen Plant DNA Maxi Kit, najpierw przeczytaj
wszystkie rozdzialy poprzedzajgce protokoty.

Upewnij sie, ze przygotowates wszystkie potrzebne odczynniki i sprzety opisane w rozdziale
~Sprzet i odczynniki potrzebne do wykonania procedury, a niedostarczone z zestawem”.
Upewnij sie, ze bufor wigzacy i bufory ptuczgce zostaly przygotowane zgodnie z instrukcjami
zawartymi w rozdziale ,Przygotowanie odczynnikOw przed pierwszym uzyciem”.

Jezeli w ktéryms$ buforze wytracit sie precypitat, rozpus¢ go inkubujac w 37°C przez kilka
minut i mieszajgc.

Doprowadz wszystkie bufory do temperatury pokojowej (15-25°C).

Nastaw taznie wodng, blok grzejny lub termomikser na 65°C.

Wstaw odpowiednig ilos¢ buforu elucyjnego DE do 65°C.

Przygotuj PBS i narzedzia do liczenia komorek

Procedura

Przenie§ maksymalnie 5-10x107 komoérek do probéwki (nie
dostarczono).

Wiruj przez 5-10 minut z predkoscig 300 x g w temperaturze
+10°C (schtodzenie opcjonalne).

Ostroznie usun caly supernatant, nie naruszajac pelletu.

Uwaga: Pellet komérek moze by¢ niewidoczny lub tworzyé nalot na ukos$nej $ciance
wewnatrz probowki.

Dodaj 5 ml PBS wolnego od RNaz i zawies komorki — mozna
zastosowac energiczne worteksowanie.

Wiruj przez 5-10 minut z predkoscig 300 x g w temperaturze
+10°C (schtodzenie opcjonalne).

Ostroznie usun caly supernatant, nie naruszajgc pelletu.

Uwaga: Pellet komérek moze by¢ niewidoczny lub tworzyé nalot na ukos$nej $ciance
wewnatrz probowki.

Przejdz do Protokotu 3 lub do Protokotu 4, zacznij od poczgtku.
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Samodzielne rozwigzywanie problemow

Mata lub zerowa wydajnosc izolacji

Przyczyna

Rozwigzanie

Niewydajna liza z powodu
niewystarczajgcej
homogenizacji tkanki

Zwro¢ uwage na etap homogenizacji
tkanki. Przeczytaj zalecenia w
rozdziale ,Homogenizacja”

Niewydajna liza z powodu za
duzej ilosci komorek w probce

Powtdrz izolacje. Zmniejsz ilosé
prébki do zalecanej porciji

Niewydajna liza z powodu
niewystarczajgcych warunkow
inkubacji

Powtorz izolacje. Wydtuz inkubacje w
65°C.

Niewydajna liza z powodu
duzej zawartosci
polisacharydow

Powtorz izolacje stosujgc protokot 3
(tylko Maxi)

Nie dodano etanolu do buforow
ptuczacych lub buforu
wigzgcego przed pierwszym
uzyciem lub zastosowano
etanol o ztym stezeniu

Powtorz izolacje, przygotu;
prawidtowo bufory, upewnij sie, ze
uzywasz etanolu minimum 96%

Niewydajna elucja wodg o za
niskim pH (nizsze niz 7.5-9.0)

Wykonaj elucje ponownie buforem DE

Niewydajna elucja — DNA nie
rozpuscito sie w buforze DE

Powtorz elucje buforem DE

- upewnij sie, ze nanosisz bufor na
sam srodek membrany

- pozwal buforowi wsigkngé w
membrane

- przed wirowaniem inkubuj 5 minut w
temperaturze pokojowej lub 5-10
minut w cieplarce

Niewydajna elucja w powodu
przedziurawienia membrany

Powtorz izolacje

Materiat po izolacji jest zdegradowany

Przyczyna Rozwigzanie
Prébka jest stara lub Zle Powtorz izolacje na nowej probce,
przechowywana izoluj DNA z probek swiezych lub
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prawidtowo przechowywanych

Wirowanie przy za wysokich
obrotach

Powtdrz izolacje, wiruj zgodnie z
zaleceniami  w rozdziale ,0g6lne
wytyczne dotyczgce obstugi
zestawow  Syngen  DNA”.  Nie
przekraczaj maksymalnej predkosci
wirowania 10.000 x g dla zestawu
Mini i 4.000 x g dla zestawu Maxi.

Kolumienka zatkata sie

Przyczyna

Rozwigzanie

Prébka jest zbyt gesta lub
lepka

Powtdrz izolacje z mniejszej ilosci
probki.

Niewydajna liza

Przeczytaj porady 1-4 w tabeli 1

Zbyt mata predkosc¢ wirowania

Powtorz wirowanie z maksymalng
predkoscig

Precypitat w probce po
dodaniu buforu DWR

- Powtdrz izolacje z mniejszej ilosci
probki

- Nie naktadaj czgstek statych na
kolumne

Materiat po izolacji zanieczyszczony, nieprawidtowa A230

Przyczyna

Rozwigzanie

Zanieczyszczenia
wprowadzone przez
uzytkownika

Stosuj sie do wskazowek w rozdziale
,Ogolne wytyczne dotyczgce obstugi
zestawow Syngen DNA” — 3 akapit.
Naktadaj bufory i probki do wnetrza
kolumny, nie zanieczyszczajgc
brzegu kolumny

Niewydajna liza z powodu
duzej zawartosci
polisacharydow

Powtorz izolacje stosujgc protokot 3
(tylko Maxi)
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