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0 1) Desefio dunha PCR a 2,5 mM de MgCl, con duas mostras de ADN e un control
negativo (tres tubos):

" x3

Reactivo Conc. final 20yl tubos
10x PCR Buffer 1X
(con MgCl, 20 mM) 1ox (2mM deMaCl) 2 6
MgCl, 25 M +05mM 04 12

0mM 0.5mM

dNTPs (2.5mM cadaun) | (0.2,mM cada un) 1.6 438
Cebador ITSF 10uM 025 1M 0 pmeles/20 05 15
Cebador ITSRevb 10uM 020 M D pmeles/20 05 1.5
i-Taq DNA
o rase 5 U 0,06 Ul (1.2 U120 ) 0,24 0,72
ADN [ (3)
HO 13,76 41,28

O 3) Engadirlle 41,28 pl de auga desionizada autoclavada.
[ 4) Engadirlle 6 pl de buffer.

[ 5) Engadirlle 1,2 pl de MgCl,.

[ 6) Engadirlle 4,8 pl de dNTPs.

0 7) Engadirlle 1,5 pl de cebador ITSF.

[ 8) Engadirlle 1,5 pl de cebador ITSRevb.

[ 9) Engadirlle 0,72 pl da polimerasa.

[J 10) Mezclar todo cun vortex (pode ser necesario centritugaio degpdis para baixar as gotas das
paredes) ou pipeteando.

O 11) Coller tres tubos de 200 pl e identificalos do 1 6 3 e co nimero do voso grupo.
[ 12) Pipetear en cada un 19,5 pl do MIX.

[J 13) Pofier os tres tubos no transiluminador UVA dirante 1 minuto (para desactivar
posibles contaminacions).

[ 14) No tubo 1 pipetear 1 ul do ADN da vosa mostra.
O 15) No tubo 2 pipetear 1 l do ADN das bacterias.

[J 16) Pofier os 3 tubos no termociclador e programar o ciclo:
(94 OC-3', (94 0C-45”, 55 0C-60", 72 0C-2')x30, 72 OC-7', 4 OC-1))

1-2: 1 ul de cultivo de Salmonella en 50 ul H20 10 min a 95 °C

2-2: 1 ul de cultivo de Escherichia coli

3-2: 1 ul de saliva en 50 ul H20 10 min a 95 °C

4-2: 1 ul de cultivo de Escherichia coli en 50 ul H20 10 min a 95 °C
5-2: Contaminacion de la PCR con punta de pipeta frotada en la piel.




