PRACOVNI LIST VI.

PLAzmIDY

Vypracoval:
Jméno, Pfijmeni, UCO

Semestr (skupina)

1. NavrZeni primerl

e Navrhnéte primery pro plazmidovy gen tetK (kdduje protein pro efluxni pumpu — navozuje
rezistenci k tetracyklinu).

e Pfistupové Cislo proteinu TetK je YP_006958133
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/YP_006958133.1 ).

a) Napiste nukleotidovou sekvenci navrzenych primerd ve sméru 5°- 3" a jejich Tm teplotu.
pPrimer tetK _Fi . s 1 2 SR
primer tetK R ... s 1 o RN

b) Navrhnéte program PCR reakce a sloZeni PCR smési, budete-li pouZivat:
OneTaqg® 2X Master Mix with Standard Buffer
(https://international.neb.com/products/m0482-onetag-2x-mas-
ter-mix-with-standard-buffer#tProduct%20Information)

Rid'te se doporucenim vyrobce.

Program PCR:

Teplota Doba trvani v sekundéch Pocet opakovani

Pocatecni denaturace

Denaturace

Pripojeni primer(

ProdluZovani primera

Zavérecné prodluzovani primerd




PCR smés:

Reagencie Z3asobni koncentrace Vysledna O bjem () pro
koncentrace
jednu reakci
One Taq® 2X Master
Mix with Standard 2% 1x
Buffer | L s
primer -F 10 uM 0.2 uM
primer -R 10 uM 0.2 uM
Templatova DNA <1000 ng
Voda X X
Celkem 25,0 ul

Sefadte jednotlivé typy konformace plazmidti podle jejich elektroforetické mobility od nejnizsi
po nejvyssi a priloZte elektroforetogram Vasich vzorku:

e Stépend, oteviena cirkularni forma (nicked)
e Uvolnéna cirkuldrni forma (relax circular)
e Linearni forma (linear)

e Superspiralizovana forma (supercoiled)



