PCR

SloZeni PCR reakce: Pribéh PCR reakce:
destilovana voda 15,5 ul

10x PCR pufr 2,5ul 1. 94°C — 2 minuty
10mM smé&s dNTP 1ul 2.94°C-30s

20uM forward primer 2 ul 3.55°C-30s

20uM reverse primer 2ul 4.72°C-30s

100 ng plazmidové DNA 1 ul 5. bod 2-4 opakuj 30x
Taq polymeraza (5U/ul) 1ul 6. 72°C — 7 minut
celkem 25 ul 7.10°C — 1 minuta

Pti pipetovani PCR smési se obvykle postupuje tak, ze nejprve se zhotovi smés vSech slozek
(mimo plazmidové DNA) spocitand pro vSechny vzorky + negativni kontrolu (PCR reakce
bez plazmidové DNA) +1, pfi¢emz jednotlivé slozky se pipetuji ve vySe uvedeném poradi.
Jednotlivé vzorky plazmidové DNA se napipetuji do 0,5ml zkumavek a piida se k nim
odpovidajici mnozstvi PCR smési. Zkumavky s PCR smési se poté umisti do termocykléru a
spusti se dany program.

Pozn. Taq polymerazu a dNTP je tfeba pfi pipetovani uchovévat na ledu.



