PRÁCTICA 6: PCR BACTERIAS
Xoves 27 de xuño
FUNDAMENTO:

ARISA (Automated Ribosomal Intergenetic Spacer Anallysis): A Análise automática dos Espacios Interxenéticos Ribosomales de comunidades bacteriana complexas baséase en amplificar o fragmento comprendido entre o gen 16S rRNA e o 23S rRNA, o cal ten distinta lonxitude en distintas bacterias o que permite facer unha estimación da variedade de microorganismos dunha mostra ambiental. 
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MATERIAIS E EQUIPOS:

Rotulador permanente

Tubo de 1.5 ml

Tubos de 200 µl

Micropipeta 2-20

Micropipeta 10-100

Puntas de micropipeta 10

Puntas de micropipeta 200
Recipiente para o xeo
H2O desionizada autoclavada

Kit de PCR: i-Taq DNA Polymerase

Buffer 10x (con MgCl2 20 mM)
dNTPs 10mM (2.5 mM cada un)
Polimerasa
MgCl2 25 mM

Cebador forward: ITSF 10 µM (5’-GTCGTAACAACAAGGTAGCCGTA-3’)
Cebador reverse: ITSRevb 10 µM (5’-GCCAAGGCATCCACC-3’)
Termociclador
PROTOCOLO

□ 1) Deseño dunha PCR a 2,5 mM de MgCl2 con dúas mostras de ADN e un control negativo (tres tubos):

	1
	2
	3

	1 µl
	1 µl
	C-

	
	Bacterias
	


	Reactivo
	Conc. inicial
	Conc. final
	20 µl
	x 3 tubos

	10x PCR Buffer

(con MgCl2 20 mM)
	10X
	1X 

(2mM deMgCl2)
	2
	6

	MgCl2
	25 mM
	+0,5 mM
	0,4
	1,2

	dNTPs
	10 mM 
(2.5 mM cada un)
	0,8 mM 
(0.2 mM cada un)
	1,6
	4,8

	Cebador ITSF
	10 µM
	0.25 µM (5 pmoles/20 µl)
	0,5
	1,5

	Cebador ITSRevb
	10 µM
	0.25 µM (5 pmoles/20 µl)
	0,5
	1,5

	i-Taq DNA Polymerase
	5 U/µl
	0,06 U/µl (1,2 U/20 µl)
	0,24
	0,72

	ADN
	
	
	(1)
	(3)

	H2O
desionizada autoclavada
	
	
	13,76
	41,28


□ 2) Identificar un tubo de 1.5 ml como MIX.

□ 3) Engadirlle 41,28 µl de auga desionizada autoclavada.

□ 4) Engadirlle 6 µl de buffer.

□ 5) Engadirlle 1,2 µl de MgCl2.

□ 6) Engadirlle 4,8 µl de dNTPs.

□ 7) Engadirlle 1,5 µl de cebador ITSF.

□ 8) Engadirlle 1,5 µl de cebador ITSRevb.

□ 9) Engadirlle 0,72 µl da polimerasa.

□ 10) Mezclar todo cun vortex (pode ser necesario centrifugalo despóis para baixar as gotas das paredes) ou pipeteando.
□ 11) Coller tres tubos de 200 µl e identificalos do 1 ó 3 e co número do voso grupo.

□ 12) Pipetear en cada un 19,5 µl do MIX.

□ 13) Poñer os tres tubos no transiluminador UVA dirante 1 minuto (para desactivar posibles contaminacións).
□ 14) No tubo 1 pipetear 1 µl do ADN da vosa mostra.

□ 15) No tubo 2 pipetear 1 µl do ADN das bacterias.

□ 16) Poñer os 3 tubos no termociclador e programar o ciclo:

(94 ̊C-3’, (94 ̊C-45’’, 55 ̊C-60’’, 72 ̊C-2’)x30, 72 ̊C-7’, 4 ̊C-1’)
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