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EliGene® Soil DNA Isolation Kit
Navod k pouziti

Skladovdni:

Vsechny reagencie a komponenty kitu by mély byt skladovany pri pokojové teploté
(15 — 30 °C). Pri dodrZeni téchto skladovacich podminek si kity plné udrzi svou

Kat. Cislo Velikost baleni
412050 50 izolaci
aktivitu, dokud neubéhne expiracéni doba uvedena na kitu.
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Uvod

EliGene® Soil DNA Isolation Kit je navrzeny pro rychlou izolaci genomické DNA ze vzorkd prostredi.
Vyuziva specialni technologie odstranéni inhibitord. Primarné je izola¢ni kit urceny pro vzorky
prostiedi s vysokym obsahem huminovych kyselin, véetné rliznych typu plid, jakymi jsou kompost,
cerna puda nebo hnuj a dalsi typy béznych pld. Izolovand DNA ma vysokou Cistotu, ktera je dllezita
pro uspésnou PCR amplifikaci DNA organismU ze vzorkd plady. Pomoci PCR a 16S metagenomickych
NGS studii byly z izolovanych vzorkud Uspésné detekovany rozmanité druhy bakterii, plisni a fas.

Vzorky jsou homogenizovany ve zkumavce s rozbijejicimi ¢asticemi pomoci mechanickych a
chemickych metod. Detergenty lyzuji buriky a denaturuji proteiny. V pfitomnosti chaotropnich soli je
DNA vazana na spin filtr, promyta a eluovana do TRIS-HCI pufru bez EDTA. DNA je pak pfipravena k
pouziti v PCR, gPCR a sekvenovani.

PoZadavky na vybaveni

Mikrocentrifuga (12 000 x g)
Vortex
Termostat/Termoshaker
Stojan na zkumavky

Pipety: 100 — 700 pl

Obsah kitu

Homogenization Bead Tubes 50 ks
Lysis Buffer S1 3,5ml
Inhibitor Removal Buffer S2 14 ml
Inhibitor Removal Buffer S3 17 ml
Binding Buffer S4 23 ml
Binding Buffer S5 31 ml
Wash Buffer S6 27 ml
Elution Buffer S7 6 ml

Spin filtry (vloZeny v 2 ml Tubes) 50 ks
2 ml Tubes 150 ks
2 ml Collection Tubes 100 ks
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Preventivni opatreni

Pti pouzivani produktu prosim pouZivejte ochranné rukavice a vyhnéte se kontaktu reagencii s kazi.
V pripadé kontaktu reagencii s klizi omyjte zasazené misto proudem tekouci vody. Zabrarnte poziti. V
pfipadé kontaktu nebo ndhodného poziti nahlédnéte do MSDS listU.

Reagencie oznacené jako hoflavé uchovavejte v bezpecné vzdalenosti od otevieného ohné a jisker.

UPOZORNENI: Binding Buffer S5 a Wash Buffer S6 jsou hoFlavé.

Detailni izolacni protokol

Dlirazné doporucujeme prostudovat si nasledujici informace pred prvnim pouzitim EliGene® Soil
DNA Isolation Kitu.

Dulezitd upozornéni pred pouzitim

Prosime, noste rukavice po cely ¢as prace s kitem.
Pokud je v Lysis Bufferu S1 precipitat, zahfejte lahev s pufrem na 60 °C a rozpustte ho. Pro efektivni
eluci DNA ze spin filtru do Elution Buffer S7 je klicové odstranéni zbytkového etanolu ze spin filtru.

1. Do homogenizacni Bead Tube (soucasti baleni) vlozte 0,2 g pldniho vzorku a zvortexujte. U
vzork( s velmi vysokym obsahem huminovych kyselin pouzijte pouze 0,1 g.
Pozndmka: Homogenizacni Bead Tube obsahuje roztok zabrariujici degradaci nukleovych kyselin
a rozpousti huminové kyseliny.

2. Pridejte 60 ul Lysis Buffer S1 a kratce zvortexujte. Inkubujte 10 min pfi 70 °C s obfasnym
michanim.
Pozndmka: Lysis Buffer S1 je lyzacni ¢inidlo obsahujici SDS a dalsi slozky potfebné pro kompletni
lyzu bunky. Pii nizké teploté tvori SDS bily precipitat v lahvi. Zahfdatim na 60 °C se SDS rozpusti.
Lysis Buffer S1 mizZe byt pouZity, i kdyZ je zahrdty.

3. Pomoci pasky upevnéte homogenizacni Bead Tube na vortexovaci podlozku v horizontalni
poloze a vortexujte 10 minut pfi maximalni rychlosti.

4. Centrifugujte homogenizaéni Bead Tube 30 vtefin pfi 10 000 x g a pokojové teploté.
UPOZORNENI: Nepiekragujte 10 000 x g, zkumavky by se mohly rozbit.

5. Preneste supernatant do Cisté 2 ml zkumavky (soucasti baleni), pridejte 250 ul Inhibitor
Removal Buffer S2 a vortexujte 5 vtefin. 5 minut inkubujte na ledu.
Pozndmka: Inhibitor Removal Buffer S2 obsahuje cinidlo na vysrdZeni organickych a
anorganickych sloZek jakymi jsou huminové kyseliny a proteiny.
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6. Centrifugujte zkumavku 1 minutu pfi 10 000 x g a pokojové teploté.

7. Preneste aZz 600 pl supernatantu do Cisté 2 ml zkumavky (soucasti baleni). Pracujte opatrné, aby
nedoslo k naruseni peletu.
Pozndmka: Pelet obsahuje organické a anorganické slozky jako napfiklad huminové kyseliny a
proteiny. Pro docileni co nejlepsich izolacnich vysledkiim se vyhnéte poruseni peletu.

8. Pridejte 300 ul Inhibitor Removal Buffer S3 a vortexujte 5 vtefin. Poté 5 minut inkubujte na
ledu.
Pozndmka: Inhibitor Removal Buffer S3 vysrdzi zbytkové organické a anorganické slozky, jako
jsou huminové Idtky nebo proteiny.

9. Centrifugujte zkumavku 1 minutu pti 10 000 x g a pokojové teploté.

10. Preneste az 700 pl supernatantu do cisté 2 ml Collection Tube (soucasti baleni). Pracujte
opatrné, aby nedoslo k naruseni peletu.
Pozndmka: Pelet obsahuje organické a anorganické slozky jako napfiklad huminové kyseliny a
proteiny. Pro docileni co nejlepsich izolacnich vysledki se vyhnéte poruseni peletu.

11. Pridejte 450 ul Binding Buffer S4 a vortexujte 5 vtefin. Kratce stoCte, abyste odstranili roztok
z vicka zkumavky.
Pozndmka: Binding Buffer S4 obsahuje chaotropni soli, které poskytuji optimdIni podminky pro
vazbu DNA, avsak ne pro organické a anorganické slozky.

12. Pridejte 600 pl Binding Buffer S5 a vortexujte 5 vtefin. Kratce stoéte, abyste odstranili roztok
z vicka zkumavky.
Pozndmka: Binding Buffer S5 obsahuje chaotropni soli, které poskytuji optimdlni podminky pro
vazbu DNA, avsak ne pro organické non-DNA a anorganické slozky.

13. Premistéte 700 ul supernatantu do spin filtru a pfi pokojové teploté 1 minutu centrifugujte pfi
10 000 x g. Odstrante odstfedény roztok a pridejte 700 ul supernatantu do spin filtru. Znovu
1 minutu centrifugujte pfi 10000 x g a pokojové teploté. Odstrante odstfedény roztok a
pridejte zbyly supernatant (do 700 pl) do spin filtru. Znovu 1 minutu centrifugujte pti 10 000 x g
a pokojové teploté.
Pozndmka: DNA se navdze diky chaotropnim solim k silika membradné spin filtru. Tekutd sloZka
prochdzejici skrz membrdanu obsahuje nenavdzany bunécny materidl jako denaturované
proteiny a RNA.

14. Premistéte spin filtr do nové 2 ml Collection Tube (soucasti baleni).

15. Pridejte 500 pl Wash Buffer S6 do spin filtru. Centrifugujte 1 minutu pfi 10 000 x g.
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Pozndmka: Wash Buffer S6 je promyvaci roztok, ktery procisti DNA navdzanou na spin filtru
od necistot.

Vyjméte spin filtr a odstranite roztok z 2 ml Collection Tube. Poté umistéte spin filtr zpatky do
stejné 2 ml Collection Tube.

Pro vysuSeni membrany spin filtru znovu centrifugujte 1 minutu pfi 12 000 x g.
Pozndmka: Membrdna spin filtru je zcela vysusena od zbytk( ethanolu, ¢imzZ se zvysi vytéZznost
DNA v elu¢nim kroku.

Opatrné vyjméte spin filtr a pfemistéte ho do nové 2 ml Collection Tube (soucasti baleni).

Pridejte 100 pl Elution Buffer S7.
Pozndmka: Pro zvyseni vytéZnosti inkubujte 5 minut pfi 65 °C.

Centrifugujte 1 minutu pf¥i 10 000 x g.
Vyjméte spin filtr. Genomova DNA ve zkumavce je nyni pfipravena k pouZiti pro dalsi aplikace.

Pozndmka: Elution Buffer S7 je 10 mM TRIS-HCI (pH=8.0). Uvolriuje DNA z filtru a ta prechdzi do
2 ml Collection Tube. DNA je uvolnéna diky nepfitomnosti soli a etanolu.
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Strucny izolaéni protokol

10.

11.

12.

13.

Do homogeniza¢ni Bead Tube (soucasti baleni) vioZte 0,2 g vzorku pldy a
vortexujte.

Pridejte 60 ul Lysis Buffer S1 a vortexovanim lehce promichejte. Inkubujte 10 min
pfi 70 °C s ob¢asnym michanim.

Pomoci pdsky upevnéte homogenizacni Bead Tubes na vortexovaci podlozku
v horizontalni poloze a vortexujte 10 minut pfi maximalni rychlosti.
Centrifugujte 30 sekund pfi 10 000 x g.

Pfemistéte supernatant do Cisté 2 ml zkumavky, pfidejte 250 pl Inhibitor Removal
Buffer S2 a vortexujte 5 vtetin. Poté 5 minut inkubujte na ledé.

Centrifugujte zkumavku 1 minutu pfi 10 000 x g a pokojové teploté.

Premistéte az do 600 ul supernatantu do Cisté 2 ml zkumavky, pridejte 300 pl
Inhibitor Removal Buffer S3 a vortexujte 5 vtefin. Poté 5 minut inkubujte na ledé.

Centrifugujte zkumavku 1 minutu pf¥i 10 000 x g a pokojové teploté.

Premistéte az do 700 ul supernatantu do Cisté 2 ml zkumavky, pridejte 450 pl
Binding Buffer S4 a vortexujte 5 vtefin. Kratce stocte, abyste odstranili roztok
z vicka zkumavky.

Pridejte 600 ul Binding Buffer S5 a vortexujte 5 vtefin. Kratce stoCte, abyste
odstranili roztok z vicka zkumavky.

Pfemistéte 700 pl supernatantu do spin filtru a 1 minutu centrifugujte pfi 10 000 x
g a pokojové teploté. Odstrarnte odstfedény roztok a pridejte zbyly supernatant
(po 700 pl) do spin filtru. Znovu 1 minutu centrifugujte pfi 10 000 x g a pokojové
teploté.

Pfemistéte spin filtr do nové 2 ml Collection Tube a pfidejte 500 ul Wash Buffer
S6. Centrifugujte 1 minutu pfi 10 000 x g.

Vyjméte spin filtr a odstrante roztok. Poté umistéte spin filtr zpatky do stejné 2 ml
Collection Tube a 1 minutu centrifugujte pfi 12 000 x g.

Opatrné vyjméte spin filtr a pfemistéte ho do nové 2 ml Collection Tube. Pfidejte
100 pl Elution Buffer S7 a 1 minutu centrifugujte pfi 10 000 x g.

14. Vyjméte spin filtr. Genomova DNA je pripravena k pouZiti pro dalsi aplikace.

Reseni problém(

Suchy vzorek pldy

V ptipadé pldnich vzorkd s velmi nizkym obsahem vody se zac¢ne izolace jenom s 0,1 g vzorku pudy.
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Vlhky vzorek pldy

V ptipadé, Ze ma vzorek pldy vysoky obsah vody, pfemistéte obsah homogeniza¢niho Bead Tube do
1,5 ml zkumavky. Zaroven pfridejte vzorek pady a 1 minutu centrifugujte pfi 10 000 x g. Odsajte
vSechnu kapalinu, kterou je mozno, a premistéte zbyly obsah zpét do homogeniza¢ni Bead Tube. Dale
pokracujte podle ndvodu od 2. kroku.

Problémy s amplifikaci DNA

e Zkontrolujte mnozstvi a Cistotu DNA gelovou elektroforézou nebo spektrofotometrem. Prilis
vysoké mnozstvi DNA mUze inhibovat PCR reakci.
e Roziedte templdtovou DNA.

Eluovany vzorek DNA je hnédé zbarveny nebo dochazi k ucpavani silikonového spin filtru

e Pokud dodrzujete doporuceni uvedena v tomto manualu, zadné zbarveni DNA by se nemélo
objevovat.
e NepouZivejte vice nez 0,2 g pldy.

Nizkda vytéZnost DNA
VytéZinost DNA muze byt nizsi, pokud ma vzorek pady vysoky obsah vody, byl skladovan dlouhou
dobu nebo opakované zmrazovan a rozmrazovan. Pokud mate problémy s nizkou vytéZnosti,
zkontrolujte nasledujici body:

o Ujistéte se, Ze jste dobre smichaly vzorek po pridani Lysis Buffer S1.

e Teplota pro lyzi by méla byt nastavena spravné.

e Nepreskakujte krok odstranéni zbytkového etanolu ze spin filtru. Je to klicovy krok pro

efektivni eluci DNA ze spin filtru do Elution Buffer S7.

DNA ma nizky pomér A260/280

Pomér A260/280 pro Cistou DNA by se mél pohybovat v rozmezi 1,7 — 1,9. Pomér nizsi nez 1,6 mlze
poukazovat na znecisténi DNA proteiny. Mate-li problémy s nizkym pomérem A260/280 zkontrolujte
nasledujici:

e Presvédcte se, Ze jste pouzili Wash Buffer S6.

e PouZivate-li Nanodrop, pouzivejte jako blank Elution Buffer S7.

DNA vyplavala z jamek pfi nanaseni na gel

e Ve vzorku zGstaly zbytky Wash Buffer S6. Nepreskakujte krok odstranéni zbytkového etanolu
ze spin filtru. Zaroven muzZete prodlouzZit dobu vysouseni centrifugaci na 2 minuty.
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Koncentrovani DNA

Finadlni mnozstvi eluované DNA je 100 pl. DNA mUlzZe byt koncentrovana pfidanim 10 ul 3M acetatu
sodného (pH = 5,2) a prevracenim zkumavky 3 — 5krat k promichani. Poté pridejte 200 pl studeného
100% etanolu, opét prevracenim zkumavky 3 — 5krat promichejte a centrifugujte 15 minut pfi 12 000
X g a pokojové teploté. Odstrante supernatant a promyjte DNA pelet 70% etanolem. Zbyly etanol
nechejte odpafit pomoci exsikatoru a resuspendujte DNA na poZadovany objem pomoci PCR vody
nebo pufru.

Viyrobce:

ELISABETH PHARMACON, spol. sr. o.

Rokycanova 4437/5, Brno-Zidenice 615 00

info@elisabeth.cz | www.elisabeth.cz | tel.: +420 542 213 851
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