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1. ���	
���
�10X Taq Buffer
 - 500 mM Tris pH 8.4  20.0 ml

 - 2M KCl   12.5 ml

 -150 mM MgCl2

 -1 mg/ml BSA   5.0 ml

  5.0 ml

 - 100% Tween 20  0.25 ml

	
�
�����������    50.0 ml

2. ���	
���
 1 mM Solution of dNTPs
 - 100 mM dATP 10.0 µl

 - 100 mM dCTP 10.0 µl

 - 100 mM dGTP 10.0 µl

 - 100 mM dTTP 10.0 µl
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- ����  960.0 µl

��
���	���������	������������� 
����
�
���
	�!�����1000.0 µl

��	�
������
���
����
�	����  !��(Electrophoresis)

1. ��"�	
���
�34% Acrylamide solution
 - Acrylamide    16.18 g

 - N,N’methylenebisacrylamide 0.81 g

  	
�
������� ��#������� $� #	��%&&�������
�
�	�!�����50 ml

2. ��"�	
���
��10X Gel buffer 
� -  $� #�Tris     8.0 g  

� -  �������������� ����������
�
��'������()� 200 ml 

� -  �����pH �����Sulfuric acid �������pH = 4.5  

 

3.  ����"�	
���
�8.5% Acrylamide gel 

 � -  ������� ����� 21.26 ml

 - 10X Gel buffer   3.7 ml

  - Acrylamide solution  9.3 ml

  - 87% Glycerol   2.55 ml

 - 10% Ammoniumpersulfate  191.0 µl

 - Tetramethylethylenediamine 14.0 µl
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         ��
������#�
����	������*���$��Stirrer plate ����1 ���������#�
!���	���+)#)���,
���!����
� 

         	��#��$'����&��������	
���
	&�����#������
�-�2 $� �*
#&.#��
��/�$������0��
0/���	)%�	)��� 

 

� 4.   ��"�	
���
�2.5X Running buffer (Stock solution)

 - Tris   54.0 g

 - EDTA  3.73 g

 - Boric acid  27.5 g

 � - �������������� ����������
�
��'������� 2000.0 ml 

��"�	
���
�Working Solution (1000 ml)

 - Running buffer (Stock solution) 400 ml

� -  ������� ����� 600 ml

5.   ��"�0��0/���	)%�	) 

��� � -  �$����0��++1��90 volt ����16.30 $� �*
#� 

��� � -  ��������)
	&�������"� Silver Staining�	2( )���	�%�0/���	)%�	) 
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1. 	
�
�1% Nitric acid (3 ml 65% Nitric acid + ������� ����������
�
��'������200 ml) 

	��!�����10 �����0���	����# 
2. ���#	&������������ �����5-10 �������0���	����#�2 ����# 
3. 	
�
�0.012M Silver nitrate solution (0.4 g Silver nitrate + ������� ����������
�
�

�'������200 ml) 	��!�����35 �����0���	����# 
4. ���#	&������������ �����5-10 �������0���	����#�2 ����# 
5. 	
�
�0.28M Sodium carbonate 0���0.019% Formalin (11.8 g Sodium carbonate

+ ������� ��390 ml 0���	
�
�37% Formalin 205 µl) �#�����
�-�50 ml 	
( )���)#
��������	��� ��	���������
�����	����#0��	
�
�!���� 	��()�#���	��!�&�	�%�0/���	)%�	)
��	&�$��	&��0���	����# 

6. ��'��3������������10% acetic acid (20 ml 100% Glacial acetic acid + ������� ��180

ml) 	��!�����5 ���� 
7. ���#����������� ����
�-�200 ml ����1 �����3 ����#���()&��
���� ��)# acetic acid 
8. �����������0��#����	��( )#)�0��#	&��(Gel dryer)
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��#��
$�%&�'���(�����	&)�*� 

 

 


���# 3 0��#�����	)����)#
��)�!�#,2�� �������������&4���!�
��&����	�
'���&
����&����� 12 ,2 


��)�!�#��������  �����	)��� 

1
$���)��'�21 �5�&
�����6	
()#������$���6
�2����7-��� �!#�)����&
����
$��	&��

2
$���)��'�39��5�&
��������!�������
��"8	��9�	���8������$���6
�2����7-��� 
�!#�)����&
����$��	&��

3
$����
!����)��'�	���$���
�� *�#2�����
����$�:&
����0���/6�$!��$���
�0
!
�
	���$���
��������#;� 

4
$���)��'�50 �5�&
�����6	
()#����2,2	�!�������$���6
�2��!���)���
����
������#�
����������	2���

5
$���)��'�34 �5�&
0
!�����<#����2,2	�� 
	�!�������$���6
�2��!��
�����)�6!	
%

���	2��)�����

6
$���)��'�40 �5�&
0
!�����<#������$���6
�2����7-��� �!#�)����&
����
$��	&��

7
$���)��'�60 �5�2�,2�)��� �����6����
(��������$���6
�2��!��
��)���
�����
0��2�*�������)��
�
�*�����&��
���()*������&�

8
�=�#�)��'�40 �5�&
����0
!���������$���6
�2����7-��� �!#�)����&
����
$��	&��
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���#�3  �:
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��)�!�#��������  �����	)��� 
9 �=�#�)��'�76 �5�2�,2��)!�#)�������
���� �0)��)>)��8�����'�# 

10

$���
!����)��'�2�,2&
�����	�
()#�� ����?�
)#������$���6
�2��!���)�
��
�����
!
������	2��)����
�����)�6!	
%
���)��

�	�()���+)#2��)��� 
�
)#�����!��!�&�	�����������	&%� 

11
$���)��'�22 �5�&
�����6	
()#������$���6
�2��!���)���
�����0��
�������
���	2��)�����

12
$���)��'�25 �5 �����$���6
�2��!���)���
����
������	2��)����
�����	
%
�

�+)#)���,����)��
�

 


���#�4 �0��#�����	)����)#
��)�!�#,2�� �������������&4���!�
��&����	�
')( ��&������24 ,2 

 


��)�!�#�������� � �����	)����

1
$���)��'�39 �5�
���� *�#2������)���!)������$���6
�2��!��@����*���
0
��

2
$���)��'�41 �5�
���� *�#2����������������$���6
�2��!���
)#��
�@��
��*���0
��

3
$���)��'�42 �5�
�����	�-�� 2��������$���6
�2��!��
�	�()�))����
)#�
��
&��*��"��
$�
��:	���	�()����
)#0
�;�

4
�=�#�)��'�64 �5�
�����	�-�� 2��������$���6
�2��!��	�()�))��)��
��&��
�)�)��	���

5
$���)��'�45 �5�
���� *�#2��������
��7A�8�
��&��)'��
�	�
'&��&�������
$���6
�2��!��
�	�()�))�����*����
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���#�4� :
!); 

�

��)�!�#��������  �����	)����

6
$���)��'�29 �5�
������ 	���	�
'�
��&��)'��
�	�
'&��&�������$���6
�2��!��
	�()�))�����*���0��$!)#��)#��)�0��
��4����� 

7
�=�#�)��'�63 �5�
������ 	���	�
'�
��&��)'��
�	�
'&��&�������$���6
�2��!��
���	&%���$!)#)��0��,��7��

8
$���)��'�62 �5�
������ 	���	�
'�
��&��)'��
�	�
'&��&�������$���6
�2��!��
�)�������	&%���$!)#)��
��0
��

9 $���)��'�47 �5�
������ 	���	�
'&�����0����)��
!2����0���

10
$���)��'�52 �5�
������ 	���	�
'������$���6
�2��!������
	�(�)����&���	�()��
�)���
����
���

11
$���)��'�22��5�2�,2����)#����������$���6
�2��!��
��&�����/6��++1�
$%)
�0���
��#���������

12 $���)��'�59 �5�
������ 	���	�
'�&�����0����)��
!2����0���

13
$���)��'�30 �5�
������ 	���	�
'&�����/6���������!�#���������$���6
�2��!��
���	&%��� ,��7���������'��

14 $���)��'�85��5�
��&�����
�	�%#��������)�)��	���
��	$(�)�����0�	�()��

15
$���)��'�54 �5�
���� *�#2�����&��*��"��
$�
�������$���6
�2��!��
�	���
	�()�B)����
)#0
��

16
$���)��'�54 �5�
������ 	���	�
'�
��&��)'��
�	�
'&��&�������$���6
�2��!��
	�()�))�����*����

17
�=�#�)��'�24 �5�
������ 	���	�
'�
��&��)'��
�	�
'&��&�������$���6
�2��!��
�)��������6���������� �	�()�))�����*���0��$!)#��)#�

18
�=�#�)��'�32 �5�
������ 	���	�
'�
��&��)'��
�	�
'&��&�������$���6
�2��!��
�)����@����*���0
��	�()�))���$!)#��)#�

19 $���
!����)��'�
������ 	���	�
'�
��&��)'��
�	�
'&��&��
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$���)��'�35 �5�
������ 	���	�
'�&�����/6���#������$���6
�2��!��
�	�()�))�
�� �)�0������&�

21
$���)��'�27 �5�
������ 	���	�
'�������$���6
�2��!���)���
�����
��&��
����&���	4���2����

22 $���)��'�48 �5�
���� ����������$���6
�2��!���)���
�����
��&��*������&�
23 $���)��'�33 �5 
������ 	���	�
'�&�����/6���#����	�-���
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��	$(�)������$���6
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���#�5��
���#�!����0���8�� �$���������)��


�@�� 

�

df �
0.99 0.95 0.90 0.80 0.70 0.60 0.50 0.40 0.30 0.20 0.10 0.05 0.025 0.01 0.005

1 0.0002 0.004 0.016 0.064 0.15 0.28 0.46 0.71 1.07 1.64 2.71 3.84 5.02 6.64 7.88

2 0.02 0.10 0.21 0.45 0.71 1.02 1.39 1.83 2.41 3.22 4.61 5.99 7.38 9.21 10.6

3 0.12 0.35 0.58 1.01 1.42 1.87 2.37 2.95 3.67 4.64 6.25 7.82 9.35 11.4 12.8

4 0.29 0.71 1.06 1.65 2.19 2.75 3.36 4.05 4.88 5.99 7.78 9.49 11.1 13.3 14.9

5 0.55 1.15 1.61 2.34 3.00 3.66 4.35 5.13 6.06 7.29 9.24 11.1 12.8 15.1 16.8

6 0.87 1.64 2.20 3.07 3.83 4.57 5.35 6.21 7.23 8.56 10.7 12.6 14.5 16.8 18.6

7 1.24 2.17 2.83 3.82 4.67 5.49 6.35 7.28 8.38 9.80 12.0 14.1 16.0 18.5 20.3

8 1.65 2.73 3.49 4.59 5.53 6.42 7.34 8.35 9.52 11.0 13.4 15.6 17.5 20.1 21.9

9 2.09 3.33 4.17 5.38 9.39 7.36 8.34 9.41 10.7 12.2 14.7 16.9 19.0 21.7 23.6

10 2.56 3.94 4.87 6.18 7.27 8.29 9.34 10.5 11.8 13.4 15.9 18.3 20.5 23.2 25.2

20 8.26 10.9 12.4 14.6 16.3 17.8 19.3 20.9 22.8 25.0 28.4 31.4 34.2 37.6 39.9

30 14.9 18.5 20.6 23.4 25.5 27.4 29.3 31.3 33.5 36.3 40.3 43.8 46.9 50.9 53.7

40 22.2 26.5 29.1 32.4 34.9 37.1 39.3 41.6 44.2 47.3 51.8 55.8 59.3 63.7 66.8

50 29.7 34.8 37.7 41.5 44.3 46.9 49.3 51.9 54.7 58.2 63.2 67.5 71.4 76.2 79.5
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�+��#�
��"�%
(,-� Streptococcus salivarius ���$���ure cluster

AAATGGGTCAAGTAAGTGACATACAGGAAGCAGGACACAAGACAGGCGACAATCAGTCCC
TTAATTTTCCAAATGTCTTTTGGTGAAAAATGTTCCAAGAATTTCTTGGTTTTGGTTTGAAGA
CTAGTCTTTTCGTCGGAATATTCCTGGGAGACTAGCTGTAAATCAGTAGTGTAGTTATTTGTT
TCCATCATAATTCTCCTTTTGGATTTTTGTCCAAAAAAGACTTTATCATAAAAAACGTTTGACT
TTGTTACCCAACTGTAAAATTACTAAAAATAGGTCTATGGACTTAGGTCTGGAGAATGAGTT
GGAAAAATAGGCGAGAAAAAAATATAATGCTCACATTGGATGATAGATTGTACGGACTATA
TTGTCAGAAACAGTCAAATACTAAAGGAAGCTTTTATAGATTAACTGTTTATTTATCTGGGAT
TAAGCAAAAGGACTCCTATCCAGCGGTACCAAAGGTAAAGTCATTTTTTGACACCACATGTT
AGCTTGACTAATATGTAAATGTTGCAAAATTTCTGAAAATTCGTTGACATGTGTTGTCAAAG
TAGTATGATATTAACATAAAAAACTTAGGAGGTTCTTATGTTAGGTGTCATCCTACTCTATGT
TGGTATGGTTTTGATGAGTAATGGACTCCATCGTTTAGCACTGTTAACCTACTCACGCAAAT
GTTGTCATGAATATCTTTACGGGTGGTTTGGGTTTGATTCTCAACATTATTGTCATTGCTTAT
GGAGCTTGTACAGGGCAAGGCGCTGAATGGTTTTATGGTAGCGCCACAGGTCTTTTATTTG
CCTTCACCTACCTTTACTCAGCTATCAATACGATTTTCGATTTTGATCAACGTTTGTATGGGTG
GTTTAGTTTATTTGTGGCAATTAATACGCTHCCAGCAGGGATTCTTTGCTTAACATCTGGATA
CGGTGGTAATGCTTGGTATGGTATTATTTGGTTCTTGTGGGGTATTCTATGGCTAACTGCCT
TTATTGAAATTAACCTTAAGAAGAACCTAGGAAAATTTGTCCCTTACCTAGCTATTTTTGAAG
GAATTGTAACAGCTTGGATTCCGGGGCTTTTGATGCTTTGGGGCAAGTGGTAA 
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��2  3  0��#��'!
�)#��� ure ��*��*
*9
 57.I �)#	$(�) Streptococcus salivarius 

(Chen et al., 1998)
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