Initial PCR
Identify Annealing Temperatures

Master mix minus Taq Pol (prepared by GJW) 

· 80 μl 
dH2O

· 10 μl 
10 X PCR buffer with 1.5mM Mg++
· 2 μl 
10 mM dNTP



92 μl Total Volume

Set up a 100µl reaction on ice
· 92 μl 
Master Mix

· 1 μl 
50 μM Left Primer

· 1 μl 
50 μM Right Primer

· 5 μl 
Worm Lysate

· 1 μl 
Taq Pol (5 Units/ μl)

100 μl 
Total Vol
Divide into two PCR tubes, 50µl each.

Insert into appropriate position in block and run AAT4 program
Column 
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

Temp
49º
49.3º
50º
50.8º
52.1º
53.7º
55.6º
57.2º
58.3º
59.2º
59.8º
60º

Row

1    hsp70-1

2    hsp110

3    grp170a

4    grp170b

5    hsp70-3

6    hsp70-4

7    hsp70-11

8    cnx-1/crt-1

AAT4 Program
Step

1 95º 3:00 min

2 95º 0:30 min

3 49º-- 60º 1:00 min

4 72º 2:00min

5 Go to step2 29 times

6 72º 8:00 min

7 4º forever

8 End






