
Experiments:	  
	  
Experiment	  1	  	  
	  
Rxn	  ID	   Strain:	  SIMD#	   Primer	  A	   Primer	  A	  TM	   Primer	  B	   Primer	  B	  TM	   Expected	  Product	  Size	  in	  bp	  

0	   40	   40F	   55.76	   40R	   58.42	   909	  
2	   42	   42F	   55.62	   42R	   59.83	   861	  
5	   45	   45F	   55.53	   45R	   58.33	   846	  
7	   47	   47F	   55.29	   47R	   60.97	   930	  
8	   48	   48F	   55.02	   48R	   58.6	   966	  

	   	   	   	   	   	  
Experiment	  2	  	  
Rxn	  ID	   Strain:	  SIMD#	   Primer	  A	   Primer	  A	  TM	   Primer	  B	   Primer	  B	  TM	   Expected	  Product	  Size	  in	  bp	  
58	   58	   45F	   55.29	   ExoR	   57.1	   1545	  
59	   59	   47F	   55.62	   ExoR	   57.1	   1611	  

	   	   	   	   	   	  
Experiment	  3	   	  
Rxn	  ID	   Strain:	  SIMD#	   Primer	  A	   Primer	  A	  TM	   Primer	  B	   Primer	  B	  TM	   Expected	  Product	  Size	  in	  bp	  

3	   43	   43F	   56.43	   43R	   58.73	   783	  
4	   44	   44F	   57.21	   44R	   58.91	   969	  
9	   49	   49F	   57.24	   49R	   61.07	   855	  
10	   50	   50F	   56.95	   50R	   58.8	   831	  

	   	   	   	   	   	   	   	   	   	  
Experiment	  4	  
Rxn	  ID	   Strain:	  SIMD#	   Primer	  A	   Primer	  A	  TM	   Primer	  B	   Primer	  B	  TM	   Expected	  Product	  Size	  in	  bp	  
57	   57	   44F	   57.21	   ExoR	   57.1	   1650	  
60	   60	   49F	   57.24	   ExoR	   57.1	   1536	  
61	   61	   50F	   56.95	   ExoR	   57.1	   1512	  

	   	   	   	   	   	  
Experiment	  5	  
Rxn	  ID	   Strain:	  SIMD#	   Primer	  A	   Primer	  A	  TM	   Primer	  B	   Primer	  B	  TM	   Expected	  Product	  Size	  in	  bp	  

1	   41	   41F	   58.35	   41R	   59.97	   1107	  
6	   46	   46F	   57.67	   46R	   61.33	   966	  

	   	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  



Protocols	  from	  Kappa:	  

	  

	  
	  
	  



Experiment	  #1:	  
Rxn	  ID	   Strain:	  SIMD#	   Primer	  A	   Primer	  A	  TM	   Primer	  B	   Primer	  B	  TM	   Expected	  Product	  Size	  in	  bp	  

0	   40	   40F	   55.76	   40R	   58.42	   909	  
2	   42	   42F	   55.62	   42R	   59.83	   861	  
5	   45	   45F	   55.53	   45R	   58.33	   846	  
7	   47	   47F	   55.29	   47R	   60.97	   930	  
8	   48	   48F	   55.02	   48R	   58.6	   966	  

	  
1. Dissolve	  colonies	  40,	  42,	  45,	  47,	  48	  in	  25	  ul	  nuclease-‐free	  water	  separately	  (1	  colony	  sample	  in	  25ul)	  

in	  1.5ml	  eppendorf	  tubes.	  Heat	  the	  samples	  for	  5	  min	  at	  95C.	  Centrifuge	  at	  13,000	  RPM	  for	  3	  
min.	  	  	  

	  
2.	  Make	  master	  mix	  for:	  6	  x	  25ul	  Reactions:	  
	   Combine	  the	  following	  in	  a	  500ul	  tube:	  (22ul	  x	  6	  	  =	  132ul)	  

97.5	  ul	  nuclease-‐free	  H2O	  
30ul	  HiFi	  Buffer	  (5x)	  
4.5ul	  dNTP	  Mix	  
	  

3.	  Aliqot	  22	  ul	  of	  master	  mix	  from	  previous	  step	  into	  5	  labeled	  PCR	  tubes	  (0,	  2,	  5,	  7,	  8)	  	  
	  
4.	  Add	  .75ul	  10uM	  Primers	  A	  and	  B	  each	  and	  1ul	  template	  into	  corresponding	  tubes:	  
	  
Tube	  ID	   Template	  (SIMD#)	   Primer	  A	   Primer	  B	  
0	   40	   40F	   40R	  
2	   42	   42F	   42R	  
5	   45	   45F	   45R	  
7	   47	   47F	   47R	  
8	   48	   48F	   48R	  
	  
5.	  Add	  .5ul	  HiFi	  DNA	  Polymerase	  to	  each	  tube	  
	  
6.	  Thermocycle	  as	  follows:	  
	  
Initial	  denaturation:	  4min	  30sec	  at	  95C	  
35	  cycles	  of:	  
	   Denaturation:	  20sec	  at	  98C	  
	   Annealing:	  15sec	  at	  55	  
	   Extension:	  30sec	  at	  72C	  
Final	  Extension:	  2min	  at	  72C	  
	  
Experiment	  #2:	  
Rxn	  ID	   Strain:	  SIMD#	   Primer	  A	   Primer	  A	  TM	   Primer	  B	   Primer	  B	  TM	   Expected	  Product	  Size	  in	  bp	  
58	   58	   45F	   55.29	   ExoR	   57.1	   1545	  
59	   59	   47F	   55.62	   ExoR	   57.1	   1611	  

	  
1.	  Follow	  same	  directions	  as	  in	  Experiment	  1	  for	  colonies	  58	  and	  59	  but	  make	  66ul	  of	  master	  mix:	  	  
	   Combine	  the	  following	  in	  a	  500ul	  tube:	  (2	  x	  22ul)	  

48.75ul	  nuclease-‐free	  H2O	  
15ul	  HiFi	  Buffer	  (5x)	  
2.25ul	  dNTP	  Mix	  



	  
3.	  Aliqot	  22	  ul	  of	  master	  mix	  from	  previous	  step	  into	  2	  labeled	  PCR	  tubes	  (58,	  59)	  	  
	  
4.	  Add	  .75ul	  10uM	  Primers	  A	  and	  B	  each	  and	  1ul	  template	  into	  corresponding	  tubes:	  
	  
5.	  Add	  .5ul	  HiFi	  DNA	  Polymerase	  to	  each	  tube	  
	  
6.	  Thermocycle	  as	  follows:	  
	  
Initial	  denaturation:	  4min	  30sec	  at	  95C	  
35	  cycles	  of:	  
	   Denaturation:	  20sec	  at	  98C	  
	   Annealing:	  15sec	  at	  55	  
	   Extension:	  1min	  20sec	  at	  72C	  
Final	  Extension:	  3min	  at	  72C	  
	  
	  
Experiment	  #3:	  
Rxn	  ID	   Strain:	  SIMD#	   Primer	  A	   Primer	  A	  TM	   Primer	  B	   Primer	  B	  TM	   Expected	  Product	  Size	  in	  bp	  

3	   43	   43F	   56.43	   43R	   58.73	   783	  
4	   44	   44F	   57.21	   44R	   58.91	   969	  
9	   49	   49F	   57.24	   49R	   61.07	   855	  
10	   50	   50F	   56.95	   50R	   58.8	   831	  

2. Dissolve	  colonies	  43,	  44,	  49,	  and	  50	  in	  25	  ul	  nuclease-‐free	  water	  separately	  (1	  colony	  sample	  in	  
25ul)	  in	  1.5ml	  eppendorf	  tubes.	  Heat	  the	  samples	  for	  5	  min	  at	  95C.	  Centrifuge	  at	  13,000	  RPM	  
for	  3	  min.	  	  	  

	  
2.	  Make	  master	  mix	  for:	  5	  x	  25ul	  Reactions:	  
	   Combine	  the	  following	  in	  a	  500ul	  tube:	  (22ul	  x	  5	  	  =	  110ul)	  

81.25ul	  nuclease-‐free	  H2O	  
25ul	  HiFi	  Buffer	  (5x)	  
3.75ul	  dNTP	  Mix	  
	  

3.	  Aliqot	  22	  ul	  of	  master	  mix	  from	  previous	  step	  into	  5	  labeled	  PCR	  tubes	  (3,4,9,10)	  	  
	  
4.	  Add	  .75ul	  10uM	  Primers	  A	  and	  B	  each	  and	  1ul	  template	  into	  corresponding	  tubes:	  
	  
5.	  Add	  .5ul	  HiFi	  DNA	  Polymerase	  to	  each	  tube	  
	  
6.	  Thermocycle	  as	  follows:	  
	  
Initial	  denaturation:	  4min	  30sec	  at	  95C	  
35	  cycles	  of:	  
	   Denaturation:	  20sec	  at	  98C	  
	   Annealing:	  15sec	  at	  56C	  
	   Extension:	  30sec	  at	  72C	  
Final	  Extension:	  2min	  at	  72C	  
	  
	  
	  
	  



Experiment	  #4:	  
Rxn	  ID	   Strain:	  SIMD#	   Primer	  A	   Primer	  A	  TM	   Primer	  B	   Primer	  B	  TM	   Expected	  Product	  Size	  in	  bp	  
57	   57	   44F	   57.21	   ExoR	   57.1	   1650	  
60	   60	   49F	   57.24	   ExoR	   57.1	   1536	  
61	   61	   50F	   56.95	   ExoR	   57.1	   1512	  

	  
	  
Experiment	  #5:	  
Rxn	  ID	   Strain:	  SIMD#	   Primer	  A	   Primer	  A	  TM	   Primer	  B	   Primer	  B	  TM	   Expected	  Product	  Size	  in	  bp	  

1	   41	   41F	   58.35	   41R	   59.97	   1107	  
6	   46	   46F	   57.67	   46R	   61.33	   966	  

	  
3. Dissolve	  colonies	  41,	  46,	  57,	  60,	  61	  in	  25	  ul	  nuclease-‐free	  water	  separately	  (1	  colony	  sample	  in	  25ul)	  

in	  1.5ml	  eppendorf	  tubes.	  Heat	  the	  samples	  for	  5	  min	  at	  95C.	  Centrifuge	  at	  13,000	  RPM	  for	  3	  
min.	  	  	  

	  
2.	  Make	  master	  mix	  for:	  6	  x	  25ul	  Reactions:	  
	   Combine	  the	  following	  in	  a	  500ul	  tube:	  (22ul	  x	  6	  	  =	  132ul)	  

97.5	  ul	  nuclease-‐free	  H2O	  
30ul	  HiFi	  Buffer	  (5x)	  
4.5ul	  dNTP	  Mix	  
	  

3.	  Aliqot	  22	  ul	  of	  master	  mix	  from	  previous	  step	  into	  5	  labeled	  PCR	  tubes	  (1,	  6,	  57,	  60,	  61)	  	  
	  
4.	  Add	  .75ul	  10uM	  Primers	  A	  and	  B	  each	  and	  1ul	  template	  into	  corresponding	  tubes:	  
	  
5.	  Add	  .5ul	  HiFi	  DNA	  Polymerase	  to	  each	  tube	  
	  
6.	  Thermocycle	  as	  follows:	  
	  
Experiment	  4	  samples:	  
	  
Initial	  denaturation:	  4min	  30sec	  at	  95C	  
35	  cycles	  of:	  
	   Denaturation:	  20sec	  at	  98C	  
	   Annealing:	  15sec	  at	  56.5C	  
	   Extension:	  1min	  20sec	  at	  72C	  
Final	  Extension:	  3min	  at	  72C	  
	  
Experiment	  5	  samples:	  
	  
Initial	  denaturation:	  4min	  30sec	  at	  95C	  
35	  cycles	  of:	  
	   Denaturation:	  20sec	  at	  98C	  
	   Annealing:	  15sec	  at	  57C	  
	   Extension:	  1min	  at	  72C	  
Final	  Extension:	  2min	  30sec	  	  at	  72C	  
	  


