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INFORMAGOES SOBRE O PRODUTO
Platus Taq DNA Polimerase
(recombinante)

#51104 500 U

Lot:

Concentragdo: 5 U/uL
Armazenamento a -20°C

Platus Tag DNA polymerase (recombinante)

Componentes #51104 #51105 #51106
Platus Taq DNA

Polymerase 500 U 5x500U | 10x500U
5U/uL

10X tampao com

kel 2x1.25mL |10x1.25 mL | 20x1.25 mL
10X tampao com

(NHe):SO4 2x1.25mL |10x1.25 mL [ 20x1.25 mL
25 mM MgCl2 2x1.25mL |10x1.25 mL | 20x1.25 mL
Descrigao

Platus Taq € uma polimerase de DNA altamente
termoestavel da bactéria termofila Thermus aquaticus. A
enzima catalisa a sintese de DNA 5'-3', ndo tem atividade
revisora detectavel 3-5'. Além disso, a Platus Tag DNA
polimerase exibe atividade que resulta na adi¢éo de
adeninas adicionais na extremidade 3' dos produtos de
PCR. E ideal para a PCR padréo de amplificago de
produtos até 5 kb.

Aplicagoes

+ Amplificagao por PCR de rotina de fragmentos de até
5 kb.

+ Geragao de produto de PCR para clonagem TA.

* Rotulagem de DNA.

+ Sequenciamento de DNA.

Fonte
Células de E.coli com um gene pol clonado da Thermus
aquaticus YT1.

Definigdo de Unidade

Uma unidade da enzima a incorporragéo de 10 nmol de
desoxirribonucleotideos em uma fracgao polinucleotidica
(adsorvido DE-81) em 30 min a 70°C.

A atividade da enzima ¢ testada na seguinte mistura: 67 mM
Tris-HCI (pH 8.8 a 25°C), 6.7 mM MgClz, 1 mM 2-
mercaptoethanol, 50 mM NaCl, 0.1 mg/mL BSA, 0.75 mM
activated salmon milt DNA, 0.2 mM de cada dNTP, 0.4
MBg/mL [3H]-dTTP.

Tampao de Armazenamento

A enzima é fornecida com: 20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1 mM
DTT, 0.1 mM EDTA, 100 mM KCl, 0.5% (v/v) Nonidet® P40,
0.5% (v/v) Tween® 20 e 50% (v/v) glicerol.

Concentragdo de Magnésio

A concentragdo de MgClz em geral estabiliza complexos de
primers e amostra. Devido a ligagdo de MgCl. com dNTPs,
primers e amostras de DNA, a concentragdo precisa ser
otimizada para o rendimento maximo da PCR. A gama de
concentragdes recomendada é de 14 mM. Se a
concentragdo de Mg é demasiado baixa, o rendimento do
produto de PCR pode ser reduzido. No caso de
concentragdes muito altas, os produtos de PCR néo
especificos podem aparecer e a fidelidade da PCR pode ser
reduzida. A Platus Tag DNA polimerase é fornecida com
dois tampdes: tampao com KCI e tamp&o com (NH4).SOs.
Para a PCR padrdo com Taq DNA polimerase e dNTPs 0,2
mM as concentragbes de MgCl2 recomendadas s&o, em
geral, inferior a 1,5 £ 0,25 mM e se utiliza o tamp&o com
KCI. Para concentragdes de MgCI2 com 2,0 £ 0,5 mM se
utiliza o tamp&o com (NH4)2SOx.

10X Tampéo Taq com KClI
100 mM Tris-HCI (pH 8.8 a 25°C), 500 mM KCl, 0.8% (v/v)
Nonidet P40.

10X Tampé&o Taq com (NH4)2S04
750 mM Tris-HCI (pH 8.8 a 25°C), 200 mM (NH4)2SOs, 0.1%
(v/v) Tween 20.

Inibigéo e inativagado

Inibidores: detergentes idnicos (desoxicolato, sarkosyl e
SDS) em concentragdes maiores do que 0.06, 0.02 e 0.01%,
respectivamente.

Inativado por extragdo com fenol/ cloroférmio.

PROTOCOLO

Para preparar varias reagdes paralelas e para minimizar a
possibilidade de erros de pipetagem, preparar um mix
principal de PCR através da mistura de agua, tampéo,
dNTPs, iniciadores e Taq DNA polimerase. Preparar a
mistura mestre suficiente para o numero de reagdes, mais
um adicional. Separar a mistura principal em tubos de
PCR individuais e adicionar a amostra de DNA.

1. Agitar gentilmente e centrifugar brevemente todas as
solugdes depois do descongelamento.

2. Coloque um tubo de PCR fino no gelo e adicione os
seguintes componentes para cada reag&o de 50 mL:

10X Tampao taq 5uL
dNTP Mix, 2 mM cada 5 pL (0.2 mM of each)
Forward primer 0.1-1.0 yM
Reverse primer 0.1-1.0 yM
25 mM MgCl>* 1-4 mM
Template DNA 10pg-1ug
Platus Taq DNA Polimerase | 1.25U
Agua livre de nucleases to 50 pL
Volume Total |50 uL

*Volumes de MgCI2 a 25mM, necessarios para a concentragao final de
MgCI2 especifico:

Concentragao final de MgClz, em mM 11152 (25|3 |4

Volume de 25mM MgCl. para adicionar na
reagéo de 50pL, em pL

3. Suavemente agitar as amostras e girar para baixo.

4. Se estiver usando um termociclador que ndo utiliza uma
tampa aquecida, sobrepor-se a mistura de reagdo com 25uL
de 6leo mineral.

5. Realizar PCR usando condigdes de ciclos térmicos
recomendados:

Temperatura °C| Tempo Nﬂ‘r:ril;::;de
Denaturagao inicial 95 1-3 min 1
Denaturagéo 95 30s
Anelamento Tm-5 30s 2540
Extens&o 72 1 min/kb
Extenséo final 72 5-15 min 1

ORIENTAGOES PARA A PREVENGAO DE
CONTAMINAGAO DA REAGAO DE PCR

Durante a PCR, mais de 10 milhdes de copias de DNA sdo
geradas. Portanto, deve-se tomar cuidado para evitar a
contaminagdo com outras amostras e produtos de
amplificagéo que podem estar presentes no ambiente
laboratorial. Recomendagdes gerais para reduzir o risco de
contaminagao sdo os seguintes:
* Prepare a sua amostra de DNA, criar a mistura de PCR,
realizar ciclos térmicos e analisar os produtos de PCR em
areas separadas.
+ Configure misturas de PCR em uma camara de fluxo
laminar equipado com uma lampada UV.
+ Usar luvas novas para a purificagdo do DNA e mix da
reagao.
+ Use recipientes de reagentes dedicados para PCR. Use
pipetas de deslocamento positivo, ou utilizar pontas de
pipeta com filtros de aerossdis para preparar amostras de
DNA e realizar o mix da PCR.
+ Use reagentes PCR-certificadas, incluindo 4gua de alta
qualidade (por exemplo, agua livre de nuclease).
+ Realize sempre reagdes controle sem nenhuma (NTC)
para verificar se hé contaminag&o.

GUIA PARA O DESIGN DE PRIMERS
Siga as recomendagdes para desenho de primers para
PCR, conforme descrito abaixo:
+ Iniciadores de PCR s&o geralmente de 15-30 nucleotideos
de comprimento.
+ Contetido GC no primer é de 40-60%. O ideal é distribuir o
contetido C e G de nucleotideos uniformemente ao longo do
iniciador.
+ Evitar mais de trés nucleotideos G ou C na extremidade 3
'para reduzir o risco de iniciagdo de sintese nao especifica.
Se possivel, o iniciador deve terminar com G ou C na
extremidade 3'.

+ Evite regides de primers auto-complementares, para evitar
a formag&o hairpin e dimerizagéo de primer.

+ Verificar a existéncia de possiveis locais de
complementariedade indesejada entre primers e a amostra
de DNA.

+ Ao projetar primers degenerados, coloque pelo menos 3
nucleotideos conservados na extremidade 3'.

+ Ao introduzir locais de enzimas de restrigdo nos
iniciadores, verificar tabelas de eficiéncia de clivagem nos
fragmentos de PCR para determinar o nimero de bases
extras necesséarios para a clivagem eficiente.

+ As diferengas nas temperaturas de fus&o entre os dois
iniciadores ndo devera exceder 5°C.

Estimativa da temperatura de fusao do iniciador

Para os iniciadores que contém menos do que 25
nucledtidos, a temperatura aproximada de fus&@o (Tm) pode
ser calculada utilizando a seguinte equagdo Tm=4 (G + C) +
2(A+T),emqueG,C, A, T representa o niimero de
respectivos nucleotideos no iniciador.

Se o iniciador contém mais de 25 nucleotideos, por exemplo,
programas de computador, s&o recomendados para explicar as
interagBes de bases adjacentes, efeito da concentragdo de sal,
efc.

COMPONENTES DO MIX DE REAGAO

Amostra de DNA

Quantidades ideais de DNA no volume de reagao de 50uL
sd0 0,01-1ng para ambos plasmideos e DNA phage, e 0,1-
1ug de DNA gendmico. Maior quantidade de amostra
aumenta o risco de produgéo de produtos de PCR néo
especificos. Menor quantidade de amostra reduz a precisao
da amplificagdo.

Todos os métodos de purificagédo de DNA de rotina sdo
adequados para o modelo de preparagao. Vestigios de
certos agentes utilizados para a purificagéo de DNA tais
como fenol, EDTA e proteinase K, podem inibir as
polimerases. Precipitagdo com etanol e as lavagens
repetidas do pelet de DNA com etanol a 70%, normalmente
remove vestigios de contaminantes a partir de amostras de
DNA.

Concentragao de MgCl.

Devido & ligag&o de Mg?* para dNTPs, primers e amostras de
DNA, a concentragdo de Mg?* precisa ser otimizada para o
rendimento maximo da PCR. A faixa de concentragéo
recomendada é de 1-4 mm. Se a concentragdo de Mg+ é
demasiado baixa, o rendimento do produto da PCR pode ser
reduzido. Na situagéo contréria, produtos de PCR nao
especificos podem aparecer e a fidelidade da PCR pode ser
reduzida.

Se as amostras de DNA contém EDTA ou outros agentes
quelantes, a concentragdo de Mg?* na mistura de PCR
devera ser aumentada em conformidade (1 molécula de
EDTA se liga um Mg?*).



dNTPs

A concentragao final de cada dNTP recomendada é de 0,2
mM. Em certas aplicagdes de PCR, as concentrages de
dNTP mais elevadas podem ser necessarias. Devido a
ligagdo de Mg2* ao dNTP, a concentragdo de MgCI2 deve
ser ajustada em conformidade. E essencial ter
concentragdes iguais de todos os quatro nucleotideos
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP) presentes na mistura de

reagao.

Para alcangar 0,2 mM de concentragdo para cada dNTP na
mistura de PCR, use os seguintes volumes de misturas de

dNTP:
Volume de | dNTP Mix, | dNTP Mix, | dNTP Mix,
PCR mix |2 mM cada | 10 mM cada | 25 mM cada
50 uL 5puL 1l 04 puL
25 uL 2.5uL 0.5 uL 0.2 uL
20 uL 2L 0.4 uL 0.16 pL
Primers

A concentragdo recomendada de iniciadores de PCR é de
0,1-1 uM. Concentragdes excessivas de iniciadores
aumentam a probabilidade de mispriming e geragao de
produtos de PCR n&o especificos. Para iniciadores
degenerados concentragdes superiores de iniciadores na
gama de 0,3-1 uM sao frequentemente favoraveis.

PARAMETROS DE CICLAGEM

Desnaturagdo do DNA inicial

E essencial desnaturar completamente o DNA no inicio da
PCR para assegurar uma utilizagao eficiente da amostra
durante o primeiro ciclo de amplificagdo. Se o teor de GC da
amostra € 50% ou menos, 1-3 min de desnaturagéo a 95°C
é suficiente. Para amostras ricas em GC essa etapa deve
ser prolongada até 10 min. Se for necessario, um maior
tempo inicial de desnaturagéo, ou o uma temperatura mais
elevada, a Taq DNA polimerase deve ser adicionada apds o
passo de desnaturagao inicial a fim de evitar uma diminui¢éo
na sua atividade.

Desnaturagéo

Um tempo de desnaturagéo de DNA de 30 segundos por
ciclo a 95°C é, normalmente, suficiente. Para amostras de
DNA ricas em GC, este passo pode ser prolongada para 3-4
min. Desnaturagéo de DNA também pode ser aumentada
através da adicdo de 10-15% de glicerol e 10% de DMSO,
5% de formamida ou de 1-1,5 M de betaina. A temperatura
de fusdo do complexo iniciador-molde diminui
significativamente na presenca destes reagentes. Portanto,
a temperatura de recozimento tem de ser ajustada em
conformidade.

Além disso, 10% de DMSO e 5% de formamida inibe as
polimerases de DNA em 50%. Assim, a quantidade da
enzima deve ser aumentada se estes aditivos séo utilizados.
Emparelhamento do iniciador

A temperatura de anelamento deve estar 5°C mais baixa do
que a temperatura de fusdo (Tm) dos iniciadores.
Anelamento por 30 segundos é suficiente em principio. Se
produtos de PCR n&o especificos aparecem, a temperatura
de anelamento deve ser otimizada em intervalos de 1-2°C.
Quando os aditivos que alteram a temperatura de fus&o do
complexo iniciador-molde sdo usados (glicerol, DMSO,
formamida e betaina), a temperatura de anelamento deve
também ser ajustada.

Extensdo

A temperatura 6tima para a extensao da Tag DNA
polimerase é de 70-75°C. O passo de extenséo
recomendada é de 1 min a 72°C para os produtos de PCR
de até 2 kb. Para produtos maiores, o tempo de extensao
deve ser prolongado por 1 min/kb.

Numero de ciclos

O numero de ciclos pode variar dependendo da quantidade
de DNA na mistura de PCR e o rendimento do produto
esperado de PCR.

Se menos de 10 cdpias da amostra esta presente na
reacao, cerca de 40 ciclos sdo necessarios. Para
quantidades mais elevadas do molde, 25-35 ciclos séo
suficientes.

Extensao final

Apbs o Ultimo ciclo, recomenda-se incubar a mistura de PCR
a 72°C durante 5-15 minutos adicionais para preencher
quaisquer possiveis produtos de reacdo incompleto. Se o

produto de PCR sera clonado em vetores de TA, o passo de
extens&o final pode ser prolongada para 30 minutos para
assegurar a mais alta eficiéncia do final 3'-dA do produto da
PCR.

CERTIFICADO DE ANALISE

Ensaio de Endodeoxyribonuclease

Nenhuma convers&o de DNA circular e DNA cortado foi
detectada apos incubagéo de 10 U de Tag DNA polimerase
com 1ug de DNA pUC19 durante 4 horas a 37°C.

Ensaio de Exodeoxyribonuclease

Nenhuma degradagao do DNA foi observada apos
incubagdo de 1ug de fragmentos de DNA lambda / Hindi Il
com 10 U de Taq DNA polimerase, durante 4 horas a 37°C.

Ensaio de Ribonuclease

Nenhuma atividade de RNase contaminante foi detectada
apos incubagédo de 10 U de Tag DNA Polimerase com 1ug
de [3H]-RNA por 4 horas a 37°C.

Ensaio Funcional

Taq DNA polimerase foi testada por amplificagéo de 950 pb
do gene de copia Unica a partir de DNA genomico humano e
por amplificagdo de cDNA.
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AVISO AO COMPRADOR: LICENGA LIMITADA

Este produto ou a sua utilizagéo é coberto por, pelo menos, uma
reivindicagdo de Patente dos EUAN° 5.834.201,6.680.378 , e /ou
7.132.520 de propriedade da Invitrogen Corporation. A compra deste
produto transmite ao comprador o direito ndo- transferivel para usar
a quantidade adquirida do produto em pesquisa interma. O
comprador ndo pode usar este produto ou materiais feitos pelo
emprego do produto para fins comerciais. Fins comerciais e qualquer
atividade que podem incluir, mas nao se limitam a: (1) a utilizagéo do
produto em fabrica; (2) o uso do produto para fomecer um servigo,
informagdes ou dados; (3) a utilizagdo do produto para fins
terapéuticos, diagnésticos ou profilcticas; ou (4) de revenda do
produto, se o produto é revendido para uso em pesquisa. Mais
informagdes sobre a aquisi¢do de licengas sob as patentes acima
podem ser obtidas entrando em contato com o Departamento de
Desenvolvimento de Negaécios, Invitrogen Corporation, 5791 Van
Allen Way, Carlsbad, CA 92008 E-mail:
outlicensing@invitrogen.com.

LIMITACAO DO USO DO PRODUTO

Este produto é desenvolvido, projetado e vendido
exclusivamente para fins de pesquisa e utilizagao in vitro
apenas. O produto ndo foi testado para uso em diagnésticos ou
para o desenvolvimento de drogas, nem é adequado para
administracdo a seres humanos ou animais. Por favor, consulte
a Ficha de Seguranga do produto.




