PRACOVNI PROTOKOL PRO METODY MOLEKULARNI A BUNECNE
BIOLOGIE

Nazev ulohy: Demostrace a srovndni zvysovdni koncentrace DNA produktu béhem
Jjednotlivych cyklit PCR

Pouzité pristroje:  horizontdlni elektroforéza se zdrojem
Proffesional Basic Gradient Termocycler (Biometra)
gelovy dokumentacni systém (GDS)

Pracovni pomiicky: jednokandlové pipety Nichiryo
spotiebni plast — Spicky, mikrozkumavky pro PCR

Pouzité chemikalie: Promega GO Tag-polymerdza s pufrem, smés dNTPs Serva,
oligonukleotidy pro specifickou PCR amplifikaci jaderné DNA (ITS),
genomova DNA Nicotiana benthamiana izolovand kitem DNEasy Plant
Mini Kit (Qiagen), protieby pro agardzovou elektroforézu (agardza,
TAE pufr, roztok ethidium bromidu

Pracovni postup:

1. Namichat reakéni smés podle tabulky. VSechny komponenty, které byly zamrazeny
(vyjma polymerazy), je potieba po rozmrazeni promichat pomoci vortexu:

14 x 15 pul 1 reakce 14 reakci
Ultracistéd voda 10,1 pl 151,5 ul

Pufr pro Green Taq (Promega) 3,0 ul 45 ul

dNTPs (12,5 mM) 0,1 pl 1,5 ul

Primer ITS1 (10 pmol/ul) 0,6 ul 9 ul

Primer ITS4 (10 pmol/ul) 0,6 ul 9 ul

Taq DNA-polymerdza (5U/ul) (Promega) | 0,1 ul 1,5 ul
Templatovd DNA 0,5 ul 7,5 ul
Rozpipetovat 12 x 15 pl 15 pl (soucet) 225 ul (soucet)

2. Promichat reakéni smés pomoci vortexu.

3. Rozd¢lit reakéni smés po 15 pl do 12 zkumavek pro PCR (0,2 ml) oznacenych 9, 11,
13, 15,17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31 a 33.

4. Zkumavky vlozit do termocykleru a spustit program:

Cyklus &. Polet opakovani Teplota (°C) Cas

1 1 94 3 min
2 35 94 30 sec
57 30 sec
72 30 sec
3 16 o
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5. V priibéhu PCR reakce odebirat zkumavky po cyklech 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25,
27,29,31 a33.

6. Odebrané PCR zkumavky uchovavat v chladnicce.

7. Po skonceni programu rozdélit produkty PCR pomoci elektroforézy na 1%

agar6zovém gelu obarveného ethidium bromidem.

Gel nasnimat pomoci gelového dokumentacniho systému (GDS).

9. Produkty PCR kvantifikovat pomoci software. Vyhodnotit dspéSnost semikvantitativni
PCR.
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Vysledky

Gel byl nasnimdn pfi tfech riznych expozi¢nich podminkach
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Na elektroforetogramu s produkty PCR oblasti ITS s primery ITS1 a ITS4 1ze pozorovat
narast amplifikovaného produktu PCR. Prvni naznaky amplifikovaného produktu na
elektroforetogramu jsou po 15 cyklu PCR v pfipadé snimku s nejvyS$i expozici.
Stoupajici koncentraci DNA, kterd je pfimo imérna fluorescenci ethidium bromidu v UV
zéfeni, miZeme pozorovat az do konce PCR (cyklus 33), v kone¢nych cyklech je patrna
kulminace nartstu amplifikovaného produktu PCR.
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