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Seminar ,, Genetika ryb

IZOLACE GENOMOVE DNA Z TKANE
JETQUICK Tissue DNA Spin Kit (GENOMED)

. Homogenizovat 20 mg izolované tkaneg, vliozit do 1,5 ml

eppendorfovy zkumavky, ptridat 200 pl pufru Tl a vortexovat 10 s.

. P¥idat 25 wpl ©proteindzy K (20 mg/ml), vortexovat 15 s.

Inkubovat 56 °C/2 hod.

. P¥idat 200 pl pufru T2, vortexovat 15 s a inkubovat 70°C/10min.
. Roztok zchladit na ledu 1 min, ptidat 200 pl ethanolu (96-100%)

a vortexovat 15 s.

. Vlozit kolonku do centrifugac¢ni zkumavky, prepipetovat do ni

smés ziskanou v kroku 4 a centrifugovat 14 000 rpm/1 min.

. Vylit centrifugac¢ni zkumavku, vratit do ni =zpét kolonu, ptridat

do kolony 500 pl pufru TX a centrifugovat 14 000 rpm/1 min.

. Vylit centrifugac¢ni zkumavku, vratit do ni zpét kolonku, ptridat

do kolonky 500 upl pufru T3, centrifugovat 14 000 rpm/l1 min a

potom vylit centrifugac¢ni zkumavku.

. Centrifugovat 14 000 rpm/2 min. prézdnou kolonku - z davodu

odstranéni veskerého T3 pufru.

. Umistit kolonku do ¢&¢isté 1,5 ml eppendorf. zkumavky, eluovat DNA

100 pl eluéniho pufru (10mM Tris-HCl) pfedehtédtého na 70°C.
Inkubovat 2 min. pfi pokojové teploté.
Centrifugovat 14 000 rpm/2 min - nevylivat! DNA se nachazi

v roztoku uvnitf¥ eppendorfovy zkumavky.

Ziskand DNA bude vyzualizovana na 1% agardzovém gelu a

ndsledné pouzita na polymerdzovou tretézovou reakci (PCR).
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