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Predmétem praktického laboratorniho cviceni zpredmétu Genetika F (GENF) je
seznameni studentd s jednotlivymi kroky detekce mikrosatelitnich (SSR — Simple Sequence
Repeats) markert u tritikale (X7riticosecale Wittmack.).

Pii detekci variability mikrosatelitd jsou detekovany opakujici se motivy, které vykazuji
tésnou vazbu s konkrétnimi geny. Tandemové repetice 1-5ti nukleotidd v poctu opakovani 10-
60x (GA)n, (A)n, (CAG)n, aj. jsou oznacovany jako mikrosatelity. Obvykle se tato
polymorfni mista vyskytuji v nekddujicich oblastech, protoze by ménily cteci rdmec
odpovidajiciho bilkovinného produktu.

Mikrosatelitni markery se vyznacuji nasledujicimi vlastnostmi:

vysoky stupent polymorfizmu,
jsou relativné rovnomeérné zastoupeny po celém genomu,

>

>

> jsou kodominantni,

» jsou zalozeny na PCR,
>

vyzaduji minimalni mnozstvi analyzované DNA.

Jednotlivé kroky metodiky detekce SSR markert zahrnuji:

1) napéstovani rostlinného materialu,

2) odbér, uchovani a homogenizace rostlinného materialu,

3) izolace DNA,

4) stanoveni kvality, popf. kvantity vyizolované DNA (kontrolni elektroforéza),
5) priprava mastermixu a vlastni pribéh PCR (SSR),

6) elektroforetickd separace produktti po probéhlé PCR (SSR),

7) dokumentace a vyhodnoceni ziskanych vysledkaii,

8) statistické zpracovani vysledkd.

Studenti se postupné sezndmi se vSemi vyse uvedenymi kroky pocinaje bodem 2. Prvni
krok, tj. napéstovani rostlinného materidlu nebude soucésti cviceni a bude proveden
s Casovym predstihem tak, aby v den cviceni byly studentim k dispozici mladé zelené
rostlinky ve fazi jednoho listu. Tyto pak budou pouzity jako vlastni experimentalni material

pro izolaci DNA a naslednou analyzu DNA markert.



2. Odbér, uchovani a homogenizace rostlinného materiilu

Mnozstvi experimentalniho materidlu, jez je potieba navazit pro izolaci DNA, znacné
zavisi na zvolené metodice izolace DNA. V naSem pfipad¢ bude izolace DNA provadéna
pomoci izola¢niho kitu DNeasy Plant Mini Kit od f. Qiagen. Tato metodika predpoklada
navazku cca 100 mg Cerstvého rostlinného materialu.

Ptislusné mnoZzstvi rostlinného materialu (cca 100 mg) odvazime na analytickych vahach,
ntizkami mladé rostlinky rozstihd&me na mensi ¢asti a pfeneseme do pfipravené¢ 1,5 ml
mikrozkumavky typu eppendorf (obr. 1a).

Ihned po tomto kroku nésleduje zmrazeni rostlinného materidlu. Toho dosahneme
ponofenim mikrozkumavky do kapalného dusiku, ktery mame ptipraven ve specidlni PVC
misce. Homogenizaci zmrzlého rostlinného materialu provedeme specialni drtickou (obr. 1b).
Cilem homogenizace je dokonale rozdrceni zmrzlého experimentdlniho materidlu tak, aby
ziskal formu svétle zeleného prasku. Béhem drceni je tfeba dbat na to, aby byl rostlinny
materidl neustdle ve zmrzlém stavu, tzn. je nutné opakované ponofovani mikrozkumavky

s rostlinnym materidlem do kapalného dusiku.

(b)

(a)

Obr. 1 (a) - 1,5 ml mikrozkumavka typu eppendorf, (b) - drticka

3. Izolace DNA z rostlinného materialu

Izolace rostlinné DNA bude probihat formou bezfenolové extrakce za pomoci komeréné
dodavaného kitu DNeasy Plant Mini Kit od firmy Qiagen. Jednd se o pomérné Casove
1 manualné nenarocny postup. Cilem vlastni izolace DNA je ziskdni DNA v dostate¢ném
mnozstvi a dostatecné Cistoté (oprosténé od piimési jako jsou bilkoviny, polysacharidy, soli,
RNA apod.).

Vlastni izolace DNA bude provadéna podle nasledujiciho postupu:



k dokonale zhomogenizovanému rostlinnému materidlu ptiddme pomoci automatické
pipety (pfiloha 1) 400 pl pufru AP1 (pufr vyvolavajici lyzi bunék) a 4 ul Rnazy (enzym
degradujici nezadouci RNA), cely obsah mikrozkumavky pak dikladné promichdme
na vortexu (pfiloha 2),

po té vlozime mikrozkumavky na dobu 10 minut do vodni lazn¢ o teploté 65°C,
béhem inkubace zkumavky 2 — 3x protiepeme,

nasledné ptidame 130ul pufru AP2, zvortexujeme a inkubujeme 5 minut na ledu,

v meziCase si pfipravime mikrozkumavky s fialovymi kolonkami a po uplynuti
pottebné doby piepipetujeme cely obsah ptivodni mikrozkumavky do fialové kolonky,
mikrozkumavky centrifugujeme 2 minuty na stolni chlazené odsttedivce (pfiloha 5)
pti 18 000 ot./min.,

po centrifugaci odstranime fialovou kolonku a napipetujeme 400 pl tekuté frakce do
nové 1,5 ml mikrozkumavky, nésledn¢ ptidame 600 pl pufru AP3/E (pro vysrdzeni
DNA a jeji zachyceni na membrané kolonky) a jemné promichame,

650 pl takto pripravené smeési preneseme na bilou kolonku nové mikrozkumavky
(membrana je tvorena kiremicitym sklem, na které se navazuje DNA ) a centrifugujeme
1 minutu pii 6 000 ot./ min.,

po centrifugaci odstranime tekuty podil z mikrozkumavky (DNA je zachycena na
membrané kolonky) a do téze mikrozkumavky napipetujeme zbylych 350ul pfipravené
smesi,

znovu centrifugujeme 1 minutu pii 6000 ot./min. a po centrifugaci tekuty podil
odstranime,

bilou kolonku nésledné umistime do nové mikrozkumavky a pfipipetujeme 500ul
pufru AW (promyvaci pufr), centrifugujeme 1 minutu pti 6000 ot./min.,

po centrifugaci tekutou frakci odstranime a znovu pfiddme 500 pl pufru AW,
provedeme centrifugaci po dobu 2 minut pii 18 000 ot./min.,

nasledné¢ umistime bilou kolonku do nové mikrozkumavky a piidame 100 pl
pfedehiatého pufru AE (,,uchovdvaci pufr* s nizkym obsahem soli) nechame
inkubovat po dobu 5 min. pfi labolatorni teploté a po té centrifugujeme 1 minutu pfi
6000 ot./min.,

po centrifugaci znovu do systému piiddme 50 pl predehifatého pufru AE a
centrifugujeme jednu minutu pii 6000 ot./min.,

po centrifugaci odstranime bilou kolonku a mikrozkumavku uzavieme vickem.



4. Stanoveni kvality, popf. kvantity vyizolované DNA

Ve cviceni bude provedeno pouze stanoveni kvality vyizolované DNA, a to

prostfednictvim elektroforetické separace vzorki DNA na 1 % agarézovém gelu na

horizontélni elektroforéze (tzv. kontrolni elektroforéza).

Stanoveni kvantity DNA je mozno provést spektrofotometrickym méfenim pii vinové

délce Asg= 260nm.

Prvnim krokem kontrolni elektroforézy je ptiprava nosného média, tj. agar6zového gelu.

Tato bude probihat podle nasledujiciho postupu:

1)

2)

3)
4)

odméiime si 357 ml destilované vody a smisime ji se 7 ml 10x TAE (trisacetatovy
pufr, pH= 8,5); smés dikladné promichame sklenénou ty¢inkou,

ze smeési odlejeme presné 70 ml do pfipravené nadoby a ptidame 0,7 g agardzy,
kterou jsme odvazili na analytickych vahach; cely obsah nadoby krouZivym pohybem
ruky promichame,

smés v nddob& ddme na dobu cca 3,5 minut povafit do mikroviné trouby,

v mezicase sestavime vanicku pro nalévani gelu a htebinek pro tvorbu jamek, do nichz

pak budeme nanaset vzorek DNA (obr. 2),

5) jakmile bude agardza dostatecn¢ povaiend nalijeme ji do vanicky a nasadime

6)

7)

8)

hiebinek; gel pak nechame tuhnout po dobu minimalné¢ ptl hodiny,

v dob¢ tuhnuti gelu si pfipravime vzorky DNA pro nandSeni na gel. Vzorek DNA
v mnozstvi 12 pl smisime s 2 pl nanaSeciho (loadovaciho) pufru. Vyznam pouziti
loadovaciho pufru spociva ve zhusténi nandSeného vzorku, diky kterému je pak
samotné nandSeni snaz$i (vzorek snadnéji klesd ke dnu jamky) a zarovein umoziuje
vizualizaci vzorku pfi jeho priuchodu gelem.

Soucasné s ptipravou vzorkl se piipravuje také velikostni standard (ladder) diky
némuz je po stanoveni mozné odvodit velikost ziskanych fragmenti prostym
srovnanim. Velikostni standard se pfipravuje obdobné jako vzorky, tj. smisenim 12ul
deionizované vody, 2 pl loadovaciho pufru a 1 pl zdsobniho roztoku ladderu.

Je—li agar6zovy gel dostateCné¢ ztuhly a jsou — li vzorky a velikostni standard
piipraveny, je mozno zacit s nanaSenim vzorkl na gel,

nejprve ze ztuhlého gelu odstranime hieben, pak jej umistime do elektroforetické vany

a vanu naplnime elektrodovym pufrem,



9) postupné pak do jednotlivych jamek nandSime ptipravené vzorky v mnozstvi cca 14
ul. Jako prvy v fadé byva vétSinou nanasen velikostni standard,

10) jsou—li vSechny vzorky naneseny, nasadime na vanu elektroforézy bezpe€nostni viko a
zapneme zdroj stejnosmérného napéti. Elektroforetické stanoveni bude probihat pti 72
V po dobu cca 45 minut (obr. 3).
Po uplynuti této doby zdroj napéti vypneme, sundame bezpecnostni viko elektroforézy
a gel pfeneseme na transiluminator, kterd ndm umozni vizualizaci ziskanych produkta.
Chceme —li vysledek analyzy zdokumentovat je mozné pouzit fotoaparat Polaroid

nebo zatizeni s CCD kamerou (ptiloha 3).

Obr. 3 Sestavena horizontalni elektroforetickd aparatura



5. Priprava master mixu a vlastni pribéh PCR

Z nize uvedenych komponent si pfipravime mastermix neboli reakéni smés. Mastermix se

zpravidla pfipravuje v objemu o jeden vé&tsi nez jaky je pocet analyzovanych vzorka

(. mame-li 7 vzorkl, pfipravime mastermix pro vzorkil 8). Mastermix pfipravujeme

postupnym pipetovanim a promichavanim jednotlivych komponent v 1,5 ml mikrozkumavce.

Jednotlivé reagencie je potieba pfed samotnym pouzitim promichat (zejména vSak primery

a ANTP).

reagencii vynasobit poctem vzorki + 1):

Potiebné objemy komponent pro 1 vzorek ( pro vice vzorki je potieba piislusSna mnozstvi

pocet vzorki

slozka reakm 1 o) 3 4 5 6
deionizovand H,O 16,8 33,6 50,4 67,2 84 100,8
pufr 5 10 15 20 25 30
dNTP 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
primer zacinajici 1 2 3 4 5 6
primer kondici 1 2 3 4 5 6
DNA Tagq polymeraza 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Pro praktocké cviceni byly vybrany nasledujici 4 SSR markery tritikale (tab. 1), které¢

se vyznacCovali nejvysSim stupném polymorfizmu pfi testovacich analyzach (z 20 SSR

markert):

7 ruzné velikych amplionti (tzv. alel) — Xbarcl195 a Xbarc170,
6 alel — Xbarc004 a Xbarc024.

Tab. 1 Charakteristika pouZivanych SSR markeri

Primérna
SSR marker | Lokalizace velikost Motiv Primer -for (5°- 3") Primer -rev (5°- 3')
Xbarc004 5B 158 (TTA)n GCGTGTTTG TGT CTGCGT TCTA CAC CACACATGCCACCTTCTTT
Xbarc024 6B 188 (TCAN(TAA)N CGCCTC TTATGGACCAGCCTAT GCG GTG AGC CAT CGG GTT ACA AAG
Xbarc170 4A 231 (ATT)n CGC TTG ACT TTG AAT GGC TGA ACA CGC CCACTTTTTACCTAATCCTITTGAA
Xbarc195 6A 163 (TTAN(TTAA)N CCCACATGT CATTGGCTG TTT AA GCC CGG CCC AGA ACG ATT TAAATG

Pfipraveny mastermix budeme v mnozstvi 24 ul rozpipetovavat do jednotlivych 0,2 ml

PCR mikrozkumavek. Do kazdé mikrozkumavky s mastermixem pak jesté ptipipetujeme 1 pl

analyzovaného vzorku DNA (templatova DNA). Celkovy objem v mikrozkumavce tak bude

Cinit 25ul. Po napipetovani mikrozkumavku peclivé uzavieme a umistime do jamky




termocycleru (pfiloha 4). Jsou-li vSechny analyzované vzorky umistény v termocycleru,

uzavieme viko komory termocycleru a spustime teplotni a casovy program piislusné reakce.
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Obr. 4 (a) - Tag polymeraza + barveny pufr (Promega, USA), (b) - zasobni roztoky jednotlivych
nukleotid (Promega, USA)

Teplotni a Casovy profil PCR reakce:

Iniciaéni denaturace 93°C 120 s.
Denaturace (rozvolnovani vidken) 93°C 60 s.

Annealing (nasedani primerir) 54°C 120 s.
Elongace (prodluzovani primerit) 72°C 120 s.

6. Elektroforeticka separace produktii po probéhlé PCR

a) separace produkti PCR reakce pomoci agarézového gelu (kontrolni

elektroforéza)

Po dobéhnuti ptislusného teplotniho a ¢asového programu v termocycleru se
vytvorené produkty PCR podrobi horizontalni elektroforetické analyze obdobného charakteru
jako v pripad¢ kontrolni elektroforézy. Znovu se tedy pfipravuje agarozovy gel o koncentraci
1%, ktery se barvi ethidium bromidem. Elektroforéza probiha pti 70 V po dobu cca 45 minut.
Na ni pak navazuje vizualizace na transilumindtoru a dokumentace na zafizeni s CCD
kamerou. Pii prosviceni gelu UV svétlem transiluminatoru by mélo byt u velikostniho
standardu patrné ostré spektrum fragmenti a u analyzovanych vzorki DNA jeden vyrazny
fragment (obr.5). Analyza slouzi k vybéru vhodnych vzorki pro separaci elektroforetickych

produkti pomoci polyakryamidového gelu (viz. b).



Obr. 5 Ukazka elektroforeogramu - 1,10 — velikostni standard (20bp), 2 — negativni kontrola, 3 — 9
produkty PCR reakce (Xbarc004) o riznych velikostech (140 — 160 bp)

b) separace vysledkii PCR reakce pomoci polyakrylamidového gelu (8% PAA)

Sestaveni elektroforetickych desek

Pro sestaveni pouzijeme dokonale Cisté elektroforetické desky (1 desku s mezernikem,
1 desku s drazkami). Na sklenénou desku s drazkami polozime silikonové tésnéni a shora
ptriklopime deskou se spacerem. Sestavu po bocich sepneme malymi svorkami (na kazdou
stranu pouzijeme 3 ks malych svorek), spodni Cast sestavy sepneme velkymi svorkami

(ptiloha 6).

Priprava PAA gelu

Pro ptipravu 50 ml polyakrylamidového gelového roztoku (1 soustava desek = 1 gel)

smisime:
34,65 ml destilovana voda
5ml 10x TBE
10 ml zéasobni roztok akrylamidu/bisakrylamidu
334 ul 10% roztoku persiranu amonného (APS)

334,5 ul TEMED
Smés na michac¢ce nechame jen velmi kratce promichat (TEMED je inicidtorem polymeracni
reakce) a ihned vzniklou smés nalévame mezi sklenéné desky. Pro vytvofeni nanasecich
jamek vlozime do prostoru mezi desky hiebem. Polymerace gelu trva 1 hodinu. Po ztuhnuti

gelu opatrné vyjmeme hieben.



Pouzité chemikdlie a roztoky:

10x TBE Zasobni roztok akrylamidu/bisakrylamidu

54 g Tris baze Pomér akrylamidu : bisakrylamidu 19 : 1

27,5 g kyselina borita 76 g akrylamid

20ml 0,5M EDTA (pH=8) 4 ¢  bisakrylamid

- promisit a doplnit destilovanou vodou - doplnit vodou na 300 ml (rozpoustét pii 37 °C)
na 500 ml

10% roztok persiranu amonného (APS) TEMED (N. N, N. N — tetramethylethylen diamine)
l g  amonium persulfatu komer¢ni produkt (napi. SERVA)

- rozpustit v 10 ml destilované vody

Naneseni vzorkii na gel

Jamky gelu vytvofené hiebenem naplnime pomoci injekéni stiikacky 1x TBE pufrem.
Do kazdé jamky pak naneseme vzorek. MnoZzstvi nandseného vzorku je zavislé na kvalité
PCR reakce a pohybuje se v rozmezi 5,5 — 10 pl.
Pouzité roztoky:
100 ml 10x TBE

- doplnime destilovanou vodou na 1000 ml a promichame

Sestaveni elektroforetické aparatury

Cerstvé piipravenym roztokem 1x TBE naplnime dolni zasobnik elektroforetické
vany. Pak uvolnime svorky a odstranime silikonové tésnéni z prostoru mezi sklenénymi
deskami s nanesenymi vzorky. Piebyte€nou tekutinu po odstranéni silikovoného tésnéni
odsajeme pomoci filtraéniho papiru. Desky opatrné ponofujeme do dolniho zasobniku
elektroforetické vany tak, aby se ndm do prostoru mezi deskami nedostavali vzduchové
bubliny. Nasledné sklenéné desky ptipevnime za pomoci svorek k télu elektroforézy (2 malé
svorky na kazdou stranu). Upevnénim dvou skel vytvoiime horni zdsobnik, kam nalévame 1x

TBE pufr. Nasledné na elektroforézu umistime bezpecnosti viko.

Viastni prubeh elektroforézy a jeji ukonceni
Provedeme kontrolu sestaveni elektroforetické aparatury (diraz klademe na utésnéni,
které zabranuje Uniku elektrodového pufru). Nasledné na elektroforetickém zdroji nastavime

hodnotu 100V po dobu 15 minut. Po uplynuti této doby zvySime napéti na 310V. Doba béhu
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elektroforézy je zavisla na velikosti o¢ekavaného produktu v bp. Pohybuje se v rozpéti 2 (150
bp) az 3 hodin (300 bp). Jakmile je ukoncena elektroforetickd separace, vypneme zdroj napéti
a opatrn¢ sejmeme bezpecnostni viko elektroforézy. V horniho zasobniku pomoci injekcni

stiikacky odsajeme pufr, uvolnime svorky a vytdhneme sklenéné desky.

Barveni produktiit PCR reakce stribrem

PAA gel opatrné sejmeme se sklenénych desek a preneseme do nadoby s fixatnim
roztokem a za mirného tfepani na tfepacce (obr. 6) inkubujeme po dobu 3 minut. Nasledné gel
pfeneseme do nové nadoby zroztokem 0,2% dusi¢nanu stfibrného a za mirného tfepani
inkubujeme 5 minut. Nasledné gel opatrné promyjeme destilovanou vodou (3x) a po promyti
umistime gel do nové nadoby s vyvojkou a za mirného tfepani inkubujeme 15 minut.
Zastaveni barveni je mozné promytim gelu v 10% kyselin¢ octové. Obarvené gely zatavime
do eurofolie a vyhodnotime nebo uchovame do vyhodnocenti pfi teploté 4 °C.

Pouzité chemikalie a roztoky:

Fixacni roztok 0.2% dusi¢nan stiibrny
41,6 ml ethanol 2 g  dusiCnan stiibrny
2 ml kyselina octova doplnit destilovanou vodou na 1000 ml

356,4 ml destilovana vody

Obr. 6 Trepacka Duomex 1030 (f. Heidolph Instruments) s ndbodou na barveni geli
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Vyvojka

10 ml 37% formaldehyd
222¢ NaOH
730 ml destilovana voda

Upozornéni: vyvojku nutno uchovavat ve tmavych lahvich

7. Dokumentace a vyhodnoceni ziskanych vysledku

Vyhodnoceni gelu

Na obarvenych a zatavenych gelech vyhodnocujeme ptiblizné velikost ziskaného PCR
produktu porovnanim s velikostnim standardem (obr. 7). Pro vyhodnoceni variability PCR
produktii u riznych genotypti a PCR produktt sestavujeme binomickou matici (1 —
ptitomnost produktu, 0 absence produktu) (tab. 2).

T T Y —

{ rETrn
' [
( (<4 oo

q

1 2345 6 78 9 101112

Obr. 7 Ukazka barveného PAA gelu stiibrem
Vysvétlivky: 1, 12 velikostni marker (20 bp), 2 — negativni kontrola, 3 — 11 produkty PCR reakce
(Xbarc004).

Tab. 2 Binomicka matice (PAA gel na obr.7)

Marker Draha PAA gelu

3 4 5 6 7 8 9 10 11
Xbarc004 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Xbarc004 0 0 0 1 0 0 1 0 0
Xbarc004. 1 1 0 0 1 0 0 1 0
Xbarc004 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Xbarc004 0 0 0 0 1 0 0 0 1
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8. Statistické zpracovani vysledki

Matici statisticky zpracujeme pomoci softwaru FreeTree a do podoby dendrogramu
zobrazime pomoci programu FreeView (obr. 8).
Software FreeTree je dostupny na adrese:

http://web.natur.cuni.cz/flegr/programs/freetree.htm

Software TreeView je dostupny na sdrese:
http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview/treeview_manual.html

Student bude seznamen vyucujicim s obsluhou téchto software a zdrovenn bude studentim
ukazano navoleni statistickych ukazatelt, tzn. UPGMA, koeficienty podobnosti, bootstraping apod.

Na uvedenych webovych strankach jsou uvedeny i navod k pouziti.

Lupus

Trigmanl

Lamkbaria

H Presto

Kitaro

Ticinz

Gitek

- Tomade

LA

Obr. 8 Ukazka statistického zpracovani vysledkti formou dendrogramu (vystup programu FreeView)

Vypocty charakterizujici miru variability jednotlivych SSR markeri budou realizovany

pomoci hodnot indexu diverzity, pravdépodobnosti identity a polymorfniho informac¢niho obsahu.
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Z Cetnosti 1 az n alely vypocitejte pro kazdy SSR marker nésledujici hodnoty (tab. 3):

INDEX DIVERZITY (DI)

DI=1-1 p}

PRAVDEPODOBNOST IDENTITY (I)

l

. 4
I=1] p;it

7T

1 n

i1 j=itl

(2Pipj

)2

POLYMORFNI INFORMACNI OBSAH (PIC)

n
PIC=1-E§
i-1

n-1

p?%'i

n

2. 2
I 2pilpj

=1 jzitl

kde, pi a p; jsou frekvence i-té a j-té alely ve sledovaném souboru.

Tab. 3 Vzorova tabulka statistickych hodnot pro jednotlivé SSR markery

SSR marker | Lokalizace Pocet alel DI | PIC
Xbarc004 5B 6 0,80 0,02 0,79
Xbarc024 6B 6 0,79 0,03 0,78
Xbarc170 4A 7 0,84 0,01 0,83
Xbarc195 B6A 7 0,78 0,04 0,77

Pramér 6,5 0,80 0,03 0,79

Poznamka: Nejvhodnéjsimi SSR markery pro studium genetické variability jsou ty, které maji hodnoty PIC a DI

co nejblizsi 1 a hodnoty I co nejblizsi 0.
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Ptiloha 1
Automaticka pipeta f. Nichiryo o objemu 20 - 200ul

tlacitko pro odhazovani Spicek !
vymezeni objemu pipety ----

zamek pipety

------------------- télo pipety

zasobnik na Spicky

ukazatel nastaveného objemu pipety (ul)

------- nastavec pro nasazeni Spicky
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Ptiloha 2
Vortex MS1 Mikroshaker
- zafizeni pro promichavani vnitiniho objemu mikrozkumavek

- maximalni pocet otacek — 2000 ot./min.

gumovy nastavec pro umisténi
mikrozkumavky

------- regulator otacek
(max. 2000 ot./min)
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Ptiloha 3
Dokumentaéni systémy

Transiluminator Ultraviolet (f. UltraLum, Inc.) s instalovanou CCD kamerou
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Piiloha 4

Termocycler T3 (Biometra) se 3 nezavislymi komorami (bloky)

® DEE
H nonm @D@ BIEE

Detail displeje termocycleru T3

nastaveny program

teplota

krok/cyklus programu |
napovéda

_ _ _pro ovladani
termocykleru
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Priloha 5
Chlazena stolni odstfedivka Mikro 22R (f. Hettich)

Detail displeje odstfedivky Mikro 22R

program  teplota otacky Cas
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Ptiloha 6
Sestavena skla pro separaci produktii PCR na polyakrylamidovém gelu

Elektroforeticka aparatura f. Biometra pro separaci produktti PCR na polyakrylamidovém gelu
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