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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
Metodicky list Biologie — DNA v rostlinnych bunkach Pokyny pro utitele 1
Tematicky celek Ill. Zakladni struktury Zivota

Konkrétni ukoly
1. Pomoci uvedeného postupu ziskejte DNA z rostlinného materialu napt. bananu (Eervené papriky, kiwi)
2. Vyplite pracovni list

Cil laboratorni prace

Cilem pokusu je demonstrovat moznost izolace DNA. DNA neni v ¢isté formé, jde o pokus motivacni, bez nutné znalosti
biochemie. U zika pomoci pracovniho listu provéiime jiz probrané znalosti z cytologie. Plnime o¢ekavané vystupy SVP
oblasti Clovék a piiroda: zdk objasni funkci organel, dodrzuje pravidla bezpe&nosti prace a ochrany Zivotniho prostiedi pii
experimentalni praci, vybere a prakticky vyuziva vhodné pracovni postupy, pfistroje a pomtcky.

Casova narocnost:
45 minut, je nutno zakam piipravit uvedena mnozstvi, s vazenim nelze stihnout za 1 vyu¢ovaci hodinu, béhem ¢ekani Zaci
pracuji s pracovnim listem

Potfebné pomducky:
e Sampon obsahujici EDTA (ethylene diamine tetraacetic acid), kuchyiska sil
e destilovana voda (mozno i z kohoutku, pokud neni pfili§ tvrda)
e  banan (Ize i jiné rostliny — vyzku$eno s Cervenou paprikou a s Kiwi)
e papirovy kapesnik nebo filtra¢ni papir
e podchlazeny lih (denaturovany) neni tfeba pfesné méfit teplotu, sta¢i na né€kolik hodin ulozit do mrazaku
e odmérny valec a vahy (neni tfeba presné¢ odméfovat uvedena slozek mnozstvi, ale je mozné, ze se tim vyrazné snizi
viditelnost vysledku)
e kadinky, zkumavky a libovolné nastroje na rozmélnéni bananu a manipulaci s roztoky

Priprava a postup

Ptipravte rozdéleny banan, 1g navazte, dalsi kousky pak mizete odhadnout. Pfipravte dostatek nadobi podle poctu skupin, na
skupinu alespon dvé kadinky a jednu zkumavku. Pfipravte roztok soli nebo navazte pro jednotlivé skupiny stl. Je dobré mit
alesponi dvé baleni Samponu nebo jej rozlit, aby nekoloval jen jeden. Pii koupi si ohlidejte slozeni, ne vSechny znacky obsahuji
EDTA. Dbejte na diikladné rozmackani bananu a promichani smesi, nejlepsi je pouziti 1zicky. Po odstati a odd€leni casti do
zkumavky, je potieba dolit, co nejvice podchlazenym lihem. Pozor nenechte jej zteplat. Bila vlaknita srazenina stoupajici

z dolni ,,zamlzené* faze (filtrat) do horni prithledné faze (lih) je DNA (obsahujici n€¢které jaderné proteiny, piipadné jiné
molekuly s podobnymi chemickymi vlastnostmi jako DNA).

Po chemickeé strance je DNA linearni makromolekula, jejiz dva komplementarni fetézce jsou k sobé ptipoutané vodikovymi
mistky. Molekula DNA nese naboj (resp. je to kyselina), takZe je rozpustna ve vod¢, nicméné mize byt z vodného roztoku
vysrazena (precipitovana) ethanolem. Vlastnosti DNA by bylo mozno samoziejmé vyjmenovat mnohem vic, nicméné praveé
vyse uvedené vyuZzijeme k izolaci.

Kdyz do rozmackaného bananu nalijeme roztok Samponu s EDTA, s vodou a soli, sledujeme tim vlastn¢ n¢kolik krokd.
Detergenty obsazené v Samponu prodéravi a vysrazi buné¢nou membranu bandnu a také nékteré proteiny. EDTA inhibuje
proteiny obsahujici kovy, z nichz jsou n€které schopné poskodit DNA. Sl se pfidava kvili zachovani osmotického tlaku
roztoku. Voda je reakénim prostiedim a mimo jiné latkou, ve které je DNA rozpustna. Neni rozpustna jako tfeba sil,

ale ve vodném roztoku je schopna projit filtrem.

Naslednou filtraci se tedy odstrani vSechny latky, které jsou nerozpustné ve vodé¢. Do filtratu projde kromé DNA 1 fada dalsich
latek z ptivodni buniky, ale i stl a nékteré slozky Samponu. Podchlazeny lih se pfiléva, protoZe se za nizsi teploty pfili§ nemisi
s vodou. DNA se vysrazi (precipituje) a vyplave do horni, lihové faze. V lihu je nerozpustna. Kdybychom ji ptevedli z lihu
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opét do vody, znovu se rozpusti (i kdyz jeji chemicka struktura nebude uplné¢ stejna, jako pfedtim). Nutno dodat, Ze kromé
DNA se mohou podobné chovat i nékteré jiné slozky buiiky, a Ze se timto zpiisobem nezbavime vétSiny proteind vazanych na
DNA (napt. histont).

Nami ziskana hmota tedy obsahuje pfedevsim DNA, nicméné ta by byla pro dalsi pouziti v biochemii pfili§ znecisténa

a pravdépodobné i poskozena. V laboratornich podminkach by bylo mozno ji dokéazat napt. pomoci barveni ethydium
bromidem nebo DAPI.
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