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Polymerazova retézova reakce (PCR) - amplifikace
fragmentu genu GH lina obecného, CytB u jesetera sibirského a cast

mitochondrialniho genu candata obecného

Pracovni potieby: termalni cykler
stolni centrifuga
tenkosténna mikrozkumavka pro PCR 0,2 ml
sada mikropipet
Spicky k mikropipetam

Chemikalie: redestilovana H,O
dNTP mix (smés nukleotidi: dATP, dTTP, dCTP, dGTP)
LA pufr pro PCR (10x buffer PCR)
roztok primeru A (10 pmol/ul), roztok primeru B (10 pmol/ul)
LA polyméraza (5U/ul)
roztok DNA (Vami ziskany izolat)

Pracovni postup:
1. Na mikropipeté nastavite 18,8 pl, nasadite Spicku a odeberete 18,8 ul redestilované

vody do PCR mikrozkumavky.

2. Odeberete 2,5 pl pufru a ptidate k vodé v mikrozkumavce, mizete vyjimecné pouZit

stejnou Spicku.
3. Déle odeberte a ptidejte 0,5 pul ANTP mix, 0,5 pl primeru A a 0,5 pl primeru B.
4. Nyni pfidejte opatrné 0,2 pl LA polymerazy (enzym musi byt uchovavan pii -20 °C).

5. Na zavér pridejte 2 pl vlastniho izolatu DNA. Celou smés je nutno fadn€ promichat,
pouZzijte pipetu se Spickou nebo vortex. Nemichejte obracenim nebo tfepanim

zkumavkou!
6. Mikrozkumavku umistéte do centrifugy a kratce stocte, aby roztok nebyl po sténach.

7. Nyni umistéte mikrozkumavku s PCR smési do termélniho cykleru predem vyhtatého

na 95 °C a spustite reakci.
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Tab. 1. Slozeni reak¢éni smési PCR:

Slozka Objem ul

Redestilovana voda 18,8
Pufr pro PCR (10x buffer PCR) 2,5
dNTP mix (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) 0,5
Primer A (10 pmol/pl) 0,5
Primer B (10 pmol/ul) 0,5
LA Polymeraza (5U/ul) 0,2
DNA 2

Celkem 25

Tab. 2. Ptiklad cyklovani pii PCR reakci (teplotni profil reakce)

Nazev kroku Teplota | Cas K ¢emu dochazi
Uvodni denaturace DNA: 95°C | 2 min |Oddéli se vlakna dvousroubovice genomové DNA
0ddéeli se vlakna dvousroubovice amplifikované
. o
Denaturace: 95 °C 20's (templatové) DNA
Cyklovani . o Specifické nasedani primert na jednofetézce
35x Annealing: 56 °C 30s templatové DNA
Elongace: 68 °C 45 ¢ Sy.ntezii komplvemer}tarn}ch feté¢zcl DNA od mista
primeril ve sméru 5'—3
Zaveére¢na elongace: 68 °C | 7 min |Dosyntetizovani fetézct
Chlazeni: 4°C oo h | Preruseni polymeracni reakce

Vysledek PCR reakce ovéfime na 2,5% agar6zovém gelu, 100 V, 20 min.
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