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RESTRIKCNI MAPOVANI

Konstrukce restrikcni mapy
plazmidove DNA
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Restrikéni Stépeni

Do 3 oznacenych zkumavek pripravime
podle tabulky v protokolu 3 paralelni
restrikcni reakce (enzym vzdy jako
posledni)

Promichame a kratce zcentrifugujeme
Inkubujeme 60-75 minut pri 37 °C

V mezicase pripravime elektroforeticky
gel



Priprava 1% agarozovéeho gelu

pro vzorky A-C restrikcniho stepeni plazmidu
pDS1

* 1 g agarozy smichame se 100 ml TAE pufru a
rozvarime v mikrovinné troubé po dobu 90
sekund

« Nechame zchladit na cca 50 °C a pfipléme 5 ul
Ethidium bromidu (POZOR TOXICKY —
pracujeme v rukavicich)

* Poté nalijeme do elektroforeticke vany,
vlozime hrebinek a nechame zatuhnout



Nanaseni vzorku

Gel viozime do elektroforetického aparatu a
vyjmeme hrebinek

Vyjmutim hrebinku vznikaji v gelu jamky, do kterych
se nanasi vzorky

Do 1. Jamky naneseme DNA marker — 1kb NEB
(t.j- zebricek DNA fragmentu o znamé déice)

10 pl kazdéeho vzorku (A-D) smichame s 2,5 pl
nanaseciho pufru a naneseme do prislusnée jamky

Priklopime aparat a aplikujeme napéti 130 V po dobu
20-30 minut



Orientace gelu v el. poli

 DNA je negativne nabita a proto v el.
poli putuje ke kladné nabité elektrode

* Pri praci s elektroforetickym aparatem
respektujeme barevna oznaceni pro
jednotliveé elektrody
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Vysledek ELFO analyzy stepeni

plazmidu pDS1
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Zaver navrzena mapa plazmidu




Odpovedi na otazky K reseni:

1. Klonovany fragment ma velikost 7,4 kb.

2. Po stepeni obema enzymy soucasne
vznikaji fragmenty o velikosti:

— 2,6 kb (Clala Spell)

— 3,4 kb (Clala Spel)

— 4,8 kb (Clala Spel)

3. Existuje pouze jedna varianta mapy
plazmidu.

4. Rozdil délek predstavuje vzdalenost mezi
misty Clal a Spe |l v MCS (42 bp), a takovy
fragment nelze na 1% gelu detegovat.
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