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BioMixCell PCR MasterMix (Dye)

V.01

Cod.: MIX002-XS (50 reagbes)
MIX002-S (100 reacdes)
MIX002-M (250 reagdes)
MIX002-L (500 reacdes)

MIX002-XS MIX002-S MIX002-M MIX002-L
Componente

50 rxs 100 rxs 250 rx 500 rx
2 X PCR MasterMix (Dye) 1,25 mL 2,5mL 2x3,125mL 3x4,16 mL
ddH20 1,25 mL 2,5 mL 2x3,125mL 3 x4,16 mL

Nota: 2 X PCR MasterMix (Dye) contém Taq DNA Polimerase, 3 mM MgCl, e 400 uM dNTP mix.
Apenas para uso em pesquisa.

Armazenamento:

Armazenar entre -25°C e -15°C.

Especificages: BioMixCell PCR MasterMix (Dye) é uma solu¢do 2x concentrada para PCR. Este
produto ja contém o corante (azul) para que a analise por gel de eletroforese possa ser realizada
diretamente apds a reacdo. Um mastermix que proporciona estabilidade ao sistema de reacao,
permitindo bons resultados em mais de 98% dos casos e permitindo a execuc¢do de reacdes com
modelos e templates complicados. E de fécil utilizagdo e pode evitar erros e contaminagdo no
preparo das reac¢des. BioMixCell PCR MasterMix (Dye) catalisa a adicdo de um residuo de
adenina a extremidade 3' de ambas as fitas das moléculas de DNA, o que o torna adequado para
clonagem TA. E principalmente adequado para experimentos de PCR convencionais e clonagem
de genes que exijam alta fidelidade.

Instrugdes:

A seguir esta um exemplo de um sistema de reagdo e condi¢gdes de PCR para amplificagdao de um
fragmento de 1 kb usando DNA genémico humano como “template”. O protocolo basico a seguir
serve como orientac¢do geral e ponto de partida para qualquer amplificagdo por PCR. Condigoes
ideais de reacdo (tempos e temperaturas de incubagdo, concentracdo de PCR MasterMix,
primers e DNA template) variam e precisam ser otimizados de acordo com o template, estrutura
dos primers e tamanho do fragmento alvo.

1. Preparo dareagao

Componentes Volume Concentragdo Final
ddH20 g.s.p. 50 ul -
2 X PCR MasterMix (Dye) 25 ul 1x
Forward primer (10 uM) 2 uL 0.4 uM
Reverse primer (10 uM) 2 uL 0.4 uM
DNA template <0.5ug < 0.5 pg/reacdo
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Nota:

A. Concentracao final de primers: A concentracdo 6tima de primers é entre 0.1 - 1.0 uM
por primer. A utilizacdo de concentracdes mais elevadas de primers pode ter efeito no
aumento da amplificagdo. Uma concentragdo mais baixa de primers pode garantir um
produto de reagdo mais limpo e um menor background.

2. Protocolo

Fase Temperatura Tempo Ciclos

Pré-desnaturagao 94°C 2 min 1

Desnaturacgao 94°C 30 seg

Anelamento 55 -65°C 30 seg 25-35
Extensao 72°C 30 seg

Extensao Final 72°C 2 min 1

A. Tempo de extensdao: O tempo de extensdo da PCR depende da sequéncia do gene alvo
a ser amplificada. A Taqg DNA Polimerase contida no PCR MasterMix apresenta a
velocidade de 2 kb de DNA/minuto.

B. Temperatura de anelamento: A temperatura de anelamento recomendada é de
aproximadamente 5°C abaixo da Tm. Se bandas extras forem observadas, temperaturas
de anelamento mais altas devem ser consideradas. A auséncia do produto pode indicar
a necessidade de uma temperatura de anelamento mais baixa.

C. Numero de ciclos: O numero de ciclos vai depender basicamente das aplicagGes
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downstream desejadas para o produto de PCR. Se o numero de ciclos for alto, a
probabilidade do surgimento de um background de amplificagdo ndo especifica
aumenta. Portanto, o nimero de ciclos deve ser reduzido até o ponto que garanta o
rendimento necessario do produto.
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