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Técnica de RT-PCR (Dos pasos)
Concentracion | Concentracién |Volumen (uL) 1| Volumen No. De R .
Reactivos Inicial final reaccion (uL) Mix 0. bereacciones
RNA 50-100 ng/ul - 5 -
Agua ° PCR 6.5 Temperatura| Tiempo Ciclo
SMyEV detb 10 pM 0.25 pM 0.5 70 °C 10 1
Volumen subtotal 12
Buffer de 5x 5X 1.0X 4 Temperatura| Tiempo Ciclo
dNTP’s 10 mM 0.5 mM 1 37 °C 10 ' 1
DTT 100 mM 10 mM 2
M-MLV 200 U/uL 100 U/rnx 1 Temperatura| Tiempo Ciclo
Volumen subtotal 8 42 °C 50" 1
Volumen final RT 20 70 °C 10" 1
Buffer de PCR 10 X 1X 25 Temperatura| Tiempo Ciclo
MgCl2 50 mM 2.0mM 0.8 94 °C 2" 1
dNTP’s 10 mM 0.4 mM 0.7 94 °C 1"
SMyEV deta 10 uM 0.5 pM 1 50 °C 40s 35
SMyEV detb 10 uM 0.5 uM 1 72 °C 40 s
Tag polimerasa 5 U/uL 1.25 U/mx 0.25 72 °C 5' 1
cDNA - -- 2 ---
Agua ° PCR 11.75
Volumen final 20
Anotaciones
Secuencias de oligos
SMYEVdeta GTGTGCTCAATCCAGCCAG
SMYEVdetb CATGGCACTCATTGGAGCTGGG
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