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165 Metagenomik Kiitiphane Hazirlama Ve Dizileme

V3-V4 bélgesi hedeflemek icin, Dizileme kiitliphanelerini lllumina 165 Metagenomik Dizileme
Kutiphane protokollerine gére hazirfanacaktir. Kullanilan 2ng gDNA, 5x reaksiyon buffer, T mM
dNTP kangimi, evrensel F/R PCR primerinin her biri i¢in 500 nM ve Herculase Il flizyon DNA
polymerase (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) ile PCR amplifiye edilecektir.

1. PCR'In déngl kosulu 1si aktivasyonu icin 95°C'de 3 dakika, ardindan 95°C'de 30 saniyelik,
55°C'de 30 saniyelik ve 72°C'de 30 saniyelik 25 déngl ve ardindan 72°C'de 5 dakikalik son
uzatma gelecektir.

ilk amplifikasyonlar icin kullanilan lllumina adaptér overhang sekanslarina sahip evrensel
primer cifti asagidaki gibidir:

16S Amplikon PCR ileri Primer

5' TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCIWGCAG
16S Amplikon PCR Tersi Primer

5' GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC

Oretilen PCR  Ur(ini, AMPure boncuklant (Agencourt Bioscience, Beverly, MA) ite
saflastiralacaktir.  Saflastirmanin  ardindan  2ul  PCR Griind,  NexteraXT Indeksli  Primer
kullanilarak indeksi iceren nihai kiitiphane igin amplifiye edilecektir. 2. PCR icin dongl kosuly,
déngi sayisi disinda 1. PCR kosuluyla ayntdi. PCR Grind AMPure boncuklart ile
saflastirilacaktir.

Nihai saflastiiimis Griin daha sonra gPCR Kantifikasyon Protokol Kifavuzuna (llumina
Sequecing platformlart icin KAPA Library Quantification kitleriy gére qPCR kullantlarak sl¢tlir
ve TapeStation D1000 ScreenTape (Agilent Technologies, Waldbronn, Almanya) kullanilarak
nitelendirilir.

Daha sonra MiSeg™ platformunu (ilumina, San Diego, USA) kullanilarak ve 2x300bp
okumalar ile sekanslama yapilacaktir.
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