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Presentaciones

Product Components EA1101 EA1102
Agro Taq 100U 500 U
Buffer 10x 1.5ml 1.5ml

Buffer de dilucion 0,5ml 0,5ml
Primers control 10X 50 ul 50 ul
H20 1ml 1ml
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Introduccion

Agro Tag, es una ADN polimerasa termoestable
modificada y desarrollada para la amplificacion de
moléculas de ADN mediante PCR a partir de hojas de
plantas, sin necesidad de realizar una purificacién de ADN
previa. Como material de partida se pueden utilizar, hojas
frescas, almacenadas a 4°C o -20°C.

La ADN polimerasa provista esta desarrollada para ser
resistente a inhibidores presentes en muestras vegetales.
Para la amplificacion de la muestra es posible utilizar dos
estrategias: muestra directa o dilucion.

La estrategia de muestra directa permite utilizar como
material de partida, pequefios fragmentos de hoja
directamente como molde de reaccién. Por otro lado, la
segunda alternativa se basa en un pretratamiento de la
hoja en buffer de dilucion incluido en este sistema. Esta
es una alternativa 6ptima para muestras dificiles (hojas

fibrosas), poca cantidad de muestra.

Notas importantes

-Limpiar el material de corte, entre el seccionamiento de
una muestra y otra.

-Utilice el buffer de dilucion para muestras dificiles (hojas
fibrosas o que no presentan amplificacion mediante la
alternativa de muestra directa.

-Incorporar la muestra al tubo de reaccion como Ultimo
componente

Protocolo

Muestra directa

Tomar una muestra de hoja de 0,5-1 mm de diametro e
introducirla directamente en el tubo de reaccion.
Protocolo “dilucién”

Tomar una muestra de hoja de 2-5 mm de diametro e
introducirla en un tubo conteniendo 20 ul de buffer de
dilucion. Si el fragmento es mayor, incrementar el

volumen de buffer de dilucién a 50 ul.

. Presionar con el tip el fragmento vegetal contra las
paredes del tubo (la solucién deberia colorearse de
verde). Utilizar 0,5ul del sobrenadante como molde de la

reaccion de PCR.

Ejemplo
1.
Muestra Control
Template Hoja 6 Hoja 6
0,5ul 0,5ul
Primer 1(10 uM) 1l -
Primer 2(10 uM) 1ul -
Primers Control 10X - 2ul
Buffer 10X 2ul 2ul
dNTP (2.0 mM) 2ul 2ul
Agro Taq (1 U/ul) 1ul 1ul
ddH,0 13 pl 13 pl
2. Ciclado :
94°C 5 min
94°C 30 sec

72°C 1min/ 1k
72°C 5 min

3. Deteccion: Sembrar 10 ul del producto de la PCR en
un gel de agarosa.

55°C 30 sec ] 30 -35 cicloss
pb
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