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Taq DNA Polinierase‘
P1011 (500U)

Concentragdo: 5 U/ul

Conteldo: Tag DNA Polimerase 100ul
10x PCR Buffer (Mg Plus)  1.25m!

6x Loading Dye 1ml

Armazenar a -20°C
Apenas para uso em pesquisa

Descricdo ‘

Taq DNA Polimerase é uma enzima DNA polimerase
termoestével recombinante derivada da bactéria
Thermus aquaticus. O peso molec‘uylar‘da enzima é de
94kDa. Taq DNA Polimerase pode ambliﬁcar DNA de
até 5kb. A velocidade de amplificagdo é de
0.9~1.2kb/min (70~75°C)." A enzima tem atividade
exonuclease 5’ - 3’, mas, ndo tem atividade 3’ - 5’ o
que resulta em finalizagdo com 3’-dA no produto da
SERpiaEe sk I ;

Definicio de Unidade

Uma unidade é definida como a quantidade 'de enzima
necessdria para incorporar 10nmol de dNTPs em uma
forma &cida insoldvel em 30 min a 70°C usando DNA
de esp‘érma de arenqu'e como substrato. '

Tamp&o de armazenagem

20mM TrisCl (pH 8.0), 100mM KCI, 3mM MgCl,-1mM
DTT, 0.1% NP-40, 0.1% Tween20, 0.2mg/ml BSA, 50%
(v/v) glicerol.

10x PCR Buffer (Mg2+ Plus)
100mM Tris-Cl (pH 8.8), 500mM KCl, 1% Triton-X-100,
16Mm MgCl,.

Aplicagdes
. PCR - amplificagdo de fragmentos de DNA
de até 5kb
. Marcagdo de DNA
. Sequenciamento de DNA

. PCR para clonagem

Protocolo para PCR convencional

O protocolo bésico serve como um:guia e ponto de
Inicio para qualquer amplificagio por PCR. As
condigBes étimas para reagdo (tempo e temperatura
de incubagdo, concentracio de enzima, primers,
magnésio e amostra de DNA) podem variar e precisar
de otimizag&o. 42

1. Adicione os seguintes componentes em um 3
microtubo estéril disposto em gelo:

14, Reacdo recomendada com PCR Buffer

(Mg2+ Plus): i
Quantidade para 4
Reagente reacio de S0ul i Cg_ncentrac;ﬁo final
Agua : .
deionizada e Variavel =
- estéril
10x PCR Buffer Sul Loy
(Mg2+ Plus)
dNTPS (10mM 1ul : © 1 02mMcada
cada) ; 4
Primer | Variavel © 1 04-1uM
Primer Il Varidvel | 041um
Taq DNA
Polimerase 0.25-0.5ul 1.25-2.5U/ 50ul
(5U/ul)
Amostra de .
DNA Varidve! 10pg ~ lug
Total 50ul

1.2.  RecomendacGes para amostra de DNA
em uma reagdo de 50ul

DNA genémico:Humano f 0.1ug - lug
DNA plasmidial - 0.5ng - 5ng
0.1ng - 10ng

DNA de fago

DNA gendmico de E. coli 10ng - 100ng

2, Misturar o conteudo no tubo. Fechar os tubos
e centrifugar brevemente para coletar o
contetido no fundo do tubo. S

2.1.  Ao.utilizar. um termaociclador que n3o

contém uma tampa:aquecida, sobrepor-
se a mistura de reagdo com 25 ul de éleo
mineral.




3. Realizar 25-35 ciclos ‘de ampllficagio de PCR
conforme abaixo:

P?'Tat“m“ﬁ” 94°C 3 minutos.
inicial i g
a1 % 94°C i 30 segundos
25-35 ciclos 55-68°C 30 segundos
72°C 1 minuto
Extenssofinal 1 72°C 10 minutos

4. Incubar por mais 10 minutos em 72°C e manter
o produto de reagdo a 4°C. As amostras podem
ser armazenadas a -20°C até o uso.

S. ' Analisar os produtos da amplificagdo em gel de
agarose por eletroforese e visualizar com
brometo de etidio ou outro corante
interlacante de DNA. Utilizar marcadores de
DNA apropriados.

Notas para condi¢des de ciclagem
. Taq DNA Polimerase é a enzima mais
comum para a maioria das reagdes de

PCR;

. A meia-vida da enzima é de >40 minutos
em 95°C;

. A taxa de erro da

HS™ Taq DNA Polimerase ¢ 2.2x10° erro
por nucleotideo por ciclo; A precisdo de
nticleotideos -incorporados antes de
cometer um erro (inverso da taxa de
erros) é de 4.5x10°%;

. Taq DNA Polimerase aceita nucleotideos
modificados (com biotina, digoxigenina,
fluorescéncia) como substratos ‘para a
sintese de DNA;

. O ndmero de ciclos da PCR depende na
quantidade de amostra de DNA presente
no mix de reagdo e o rendimento
esperado dos produtos de PCR. 25-35
ciclos é o suficiente para a maioria das
reagdes de PCR. Para baixa concentragio
de amostra podem ser necessarios cerca
de 40 ciclos.

Guia para prevenir a contaminagdo na reagio de PCR
Durante a PCR mais de 10 milhGes de copias de
amostra’de DNA ‘s3o geradas. Por isso, é necessario
tomar alguns cuidados para prevenir a contaminagio
com outras amostras e amplicons que podem estar
presentes no ambiente do Iab'ora‘tério Seguem
algumas recomendagdes gerais para d:mmulr a os
riscos de contaminagio:
. Preparar a amostra de DNA; preparar o
mix da PCR e realizar os ciclos no
termociclador em diferentes areas;
. Preparar o mix para PCR em uma capela
de fluxo laminar equipada com uma luz
uv;

3 Usar luvas novas para a purificagdo de

b ~'DNA e preparo da reagéo;

. Usar recipientes diferentes dedicados a
PCR.:Usar ponteiras descartéveis ou com
filtros de aerossol para extrair o DNA e
preparar a reagéo; . -

. Sempre fazer reagbes de controle _sem
amostras para checar  se ' h&
contaminagdo.

Controle de Qualidade

A auséncia de endodeoxiribonuclases e
ribonucleases é confirmada por testes de
qualidade apropriados. Funcionalmente testada
na amplificagdo de uma Unica cépia de DNA

gendmico humano.

Ensaio de Endodeoxirribonuclease
Ndo se observou qualquer conversdo
detectdvel de DNA circular covalentemente
fechada a um DNA cortado apds incubacdo de
10U de Tag DNA Polimerase com 1lug de pBR32
ADN durante 4 horas a 37°C e 70°C.

Ensaio de Exodeoxirribonuclease

N&o foi detectada degradacdo de fragmentos
de DNA lambda-Hindlll apés incubacio de 10U
Taq DNA Polimerase com 1ug de DNA digerido
por 4 horas a 37°C e 70°C.

Ensaio de Ribonuclease bk iy
0% da radioatividade total foi liberada para
fragdo sollvel em dcido tricloroacético apéds
incubagdo com 10U de Taq DNA Polimerase
com lug de E. coli [3H]-RNA (40000 com/ug)
durante 4 horas a 37°C e 70°C.

LimitacSes de Uso

Este produto foi desenvolvido e fabricado para uso exclusivo em pesquisa

cientifica e uso apenas in vitro. O produto nio foi testado para uso em

dlagnésncos ou desenvolvimento de drogas e nfo estd adequado para
a animais ou h




1.

PREPARO DE BACTERIAS COMPETENTES PARA EETROPORAGAO

No dia anterior, realizar in6culo da cepa desejada em 10 mL de meig LB.
__Incubar em erlenmeyer 4 37°C; 2°7 5/ i o

e ———

2. Realizar a diluigio do inbculo overnight para uma D.O 0 1 em 200 mL de meio =3 /04 /201¢

> w

o o

© ®

11.
12.
13.

14.

-—

LB e incubar a 37°C por cerca de 2 horas;

Medir a D.O, que deve estar idealmente em 0,5;

Distribuir o contetido em 4 tubos de 50 mL (previamente imersos no gelo) e
incuba-los por cerca de 15 minutos;

Centrifugar a 4000g, 12 minutos, 4°C;

Descartar o sobrenadante. Colocar os tubos imediatamente de volta no gelo;
Ressuspender gentilmente o pellet bacteriano em 10 mL de agua MilliQ gelada
estéril e completar o volume de agua para 50 mL. Juntar os pellets de dois
tubos em um s6, ficando com dois tubos;

Centrifugar a 4000g, 12 minutos, 4°C;

Descartar o sobrenadante. Colocar os tubos imediatamente de volta no gelo;

. Ressuspender gentilmente o pellet bacteriano em 10 mL glicerol 10% gelado

estéril. Juntar os pellets dos dois tubos em um s6;

Centrifugar a 4000g, 12 minutos, 4°C;

Descartar o sobrenadante. Colocar os tubos imediatamente de volta no gelo;
Ressuspender gentiimente o pellet bacteriano em 1 mL glicerol 10% gelado
estéril;

Aliquotar em tubos de eppendorff (previamente imersos em gelo) e estocar a
-80°C.

PROTOCOLO PARA ELETROPORAGAO

Imergir previamente as cubetas (estéreis) em gelo;

2. Colocar 50 ul de bactéria competente + 1 ul do DNA em ependorff;

o

Distribuir o conteido do eppendorff na respectiva cubeta baté-la na bancada
para o contetido se depositar no fundo e retirar as bolhas;

Dar o choque na cubeta (1.8 KV, 25 pF, 200Q) e imediatamente adicionar 1 mL
de meio LB;

Incubar por 1h a 37°C;

Plaquear.
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