DELECIA RESTRIKCNYCH MIEST NA 5-KONCOVYCH EXTENZIACH POMOCOU MUNG BEAN NUCLEASE

Reagencie:

Stiepeny plazmid — 0,4 ug

Mung Bean Nuclease Reaction Buffer 10X — 2 ul
Mung Bean Nuclease-0,5 U

H20 —do 20 ul

Postup:

1.

Premiesajte reagencie aby vznikol 1X reaction buffer, nukledzu priddvame ako poslednu! Znova

premiesame, shortspin — aby na skimavke neostali kvapky.

2.
3.
4.

Inkubacia 30 °C/30 min
Pridanie SDS do kocnentracie 0,01 %.
Precistenie konstruktu etanolovou precipitaciou alebo PCR purification kitom.

PRECIPITACIA DNA ETANOLOM

Reagencie:

Mungo-zmes (alebo akdkolvek DNA zmes vhodna na precistenie)
Na3-acetat (3M, pH =5,2)

Etanol 96%

Etanol 70%

TE buffer (pH = 8)

Postup:

N o U A WN R

. Pridajte k DNA zmesi 1/10 objemu Na3-acetatu, premiesajte.

. Pridajte 3 objemy 96% etanolu, premiesajte.

. Inkubujte na lade/15 min

. Centrifugujte 14 000G/15 min

. Odstrarnite supernatant, DNA pelet mdZe a nemusi byt viditelny okom.

. Prevrstvite 70% etanolom, centrifugujte 14 000G/10 min.

. Nechajte vyschnut v digestori (cca 20 min), alebo vo vakuovej odparke (5 min), rozpustite v 10 ul TE

pufru.



BLUNT-END LIGACIA

Reagencie:

Mungom-osetreny nastiepeny plazmid — 50 ng
Ligation Buffer 10X — 2 ul

Ligdza — 4 weiss unit (0,67 ul)

H20 —do 20 ul

Postup:

1. Premiesajte reagencie aby vznikol 1X reaction buffer, ligdzu priddvame ako poslednu! Znova
premiesame, shortspin — aby na skimavke neostali kvapky.
2. Inkubdcia 16 °C/cez noc.



