Zaklady prace s aDNA - sekvenovani

e Vizualizace produktii PCR gelovouelektroforézou na 3% agar6zovém gelu (Agarose,
low gelling temperature, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA):

10 pl produktu PCR + 5 ul Gel Loading Solution (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA)
Do prvni jamky gelu 10 pl DirectLoad ~ 50 bp DNA Step Ladder (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, USA)

ladder PK | NK

e Piecisténi produktll PCR enzymem CleanSweep™ PCR Purification Reagent:
10 pul PCR produktu + 4 pl CleanSweep™ PCR Purification Reagent
Inkubace 10 minut pii 37 °C, nasledné deaktivace enzymu pii 80 °C
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CleanSweep™ reagent

37°C for 15 min (treatment)
80°C for 15 min (inactivation)
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PCR product ready
for downstream applications

e Pfidani sekvenacnich primert do precisténého produktu PCR:
5 wl roztoku primera (5 uM) + 5 ul nefedéného vzorku
e Zaslani do laboratofi firmy Seqme s.r.0.

Sekvence sekvenacnich primeru:

Oznaceni primeru Sekvence primeru Délka produktu

F15989 la | CCCAAAGCTAAGATTCTAAT 165 bp

R16153* 1b | CAGGTGGTCAAGTATTTATGG

F16097* 2a | TACATTACTGCCAGCCAC 137 bp

R16233* 2b | TGATAGTTGAAGGTTGATTGCTGT

F16159 * 3a | CATAAAAACCCAATCCACAT 146 bp

R16304 3b | ACTGTTAAGGGTGGGTAGGT

F16247* 4a | ACTCCAAAGCCACCCCTCA 164 bp

R16410 4b | GAGGATGGTGGTCAAGGGAC




