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Kit EASY PLANT PCR DIRECTO Highway

Presentacion
El kit (K1211) contiene:

- 2viales con 1,25 ml c/u de Master Mix 2X Easy Plant (M030) para 200 reacciones x 25 pl é 100 reacciones x 50 pl
- 1vial con 150 pl de Mix Primers control positivo (M200)

- 3viales con 1,4 ml c/u de Buffer de lisis (B0510)

- 1vial con 1,8 ml de agua ultrapura para PCR (A0103)

Descripcion

El Kit Easy Plant PCR directo (K1211) permite realizar la reaccion de PCR directamente a partir de plantas mediante lisis de hojas o semillas, sin necesidad de purificacién
previa del ADN.

El kit incluye una Master mix 2X, que contiene todos los componentes necesarios para realizar la PCR de punto final (buffer de reaccion, MgCl2, dNTPs, Taq T-Plus). El
buffer de reaccidn esta especialmente disefiado para neutralizar la accidn de posibles inhibidores presentes en la muestra. Esta mix permite ademas la siembra directa
en gel de agarosa tras la amplificacién debido a la presencia de dos colorantes. Esto no afecta aplicaciones posteriores del amplicon como secuenciacion, enzimas de
restriccidn, ligacidn. La concentracidn final de MgCl, sera de 1,5 mM.

Se provee de agua calidad biologia molecular y de un par de primers correspondientes a una regién conservada del ADN del cloroplasto para ser empleados como
control positivo u optimizar las condiciones de la reaccidn, si fuera necesario. Se incluye un buffer de lisis/dilucidn para preparacion de muestras dificiles y/o realizar
multiples reacciones de una misma muestra.



PROTOCOLOS
1. CONTROL POSITIVO
a. Preparacion del cocktail de PCR para el CONTROL POSITIVO

Para 25 pl volumen final de reaccion:

b. Programa de termociclado
Duracion total: 26 min

Tamafio del amplimero: 297 pb

REACTIVO VOLUMEN CONCENTRACION FINAL
MINT Master Mix 2X Easy Plant 12,5 ul 1X
Highway (M030)
Mix Primers Control Positivo 1,3 ul 0,26 uM
Highway (M200)
Agua ultrapura Highway (A0103) cs.p 25pl
MUESTRA Porcion de hoja-semilla o
0,5 ul de lisado
Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
D(.es.naturalizacién 94°C 5 min 1
Inicial
Desnaturalizacién 94°C 5 seg
Annealing 62°C 5 seg 40
Extension 72°C 20 seg
Extension final 72°C 1 min 1




2. MUESTRAS

REACTIVO VOLUMEN CONCENTRACION FINAL
.P i6 | cocktail de PCR | t
a. Preparacion del cocktail de para las muestras MINT Master Mix 2X _Easy Plant 125 4l X
Para 25 pl volumen final de reaccién: Highway (M030)
Primer Forward 10 uM 1,25-2,5 ul 0,5-1 uM
Primer Reverse 10 uM 1,25-2,5 ul 0,5-1 uM
Agua ultrapura Highway (A0103) c.s.p 25ul
MUESTRA Porcién de hoja- semilla o
0,5 ul de lisado

b. Preparacion de muestras de HOJAS
-Por PCR directo

Permite realizar una Unica amplificacidn, colocando la muestra directamente en el cocktail de PCR.

Preferentemente elegir hojas frescas y jévenes, aunque también pueden usarse muestras conservadas en heladera o congeladas. A partir de la hoja seleccionada cortar
un trocito de aproximadamente 0.5 mm de lado, empleando un bisturi; colocar la muestra en un vial conteniendo el cocktail de PCR aplastandolo contra en fondo del
vial con el tip de la pipeta de manera de disgregarlo ligeramente. Si se procesardn varias muestras diferentes, limpiar bien el bisturi entre muestra y muestra. Mantener
los viales en frio hasta su termociclado. Cuidar que la muestra haya quedado sumergida en la mix. En el termociclado es aconsejable una desnaturalizacidon de 5 min en
el paso inicial para completar la liberacién del ADN de la muestra.

- Por Lisis/Dilucién previa

Empleando el Buffer de lisis/dilucidn, se extrae el ADN de la muestra que es suficiente para realizar varias PCRs.

En este caso cortar un trocito de hoja de 2 mm de lado y colocarlo en un vial con 20 pl de Buffer de lisis/dilucion. Tratar de disgregarlo sobre el fondo con el tip de la
pipeta como en el procedimiento anterior. La soluciéon se tornara verdosa. Eliminar los restos de la hoja por centrifugacién. Guardar el sobrenadante a -20°C para largo
tiempo o a 4°C durante una semana. Usar 0.5 pl de este lisado para una PCR de 25 pl de volumen final o variar segln los resultados obtenidos con el control positivo o
con la amplificacion especifica. Recordar que la Master mix 2X provista contiene agentes que neutralizan la accién de inhibidores de PCR de una gran variedad de
especies aunque también depende del grado de dilucion de la muestra en el Buffer de lisis/diluciéon. Mantener los viales en frio hasta su termociclado.



c. Preparacion de muestras de SEMILLAS

El rendimiento en la extraccién de ADN depende de la naturaleza de cada semilla, porcentaje de humedad, contenido lipidico y de carbohidratos. Se recomienda para el
caso de semillas el protocolo por lisis y dilucion previa.

- Por PCR directo

En el caso de partir de semillas secas, la hidratacion previa facilita la toma de la muestra. Con un bisturi de punta fina separar la capa externa de la semilla y extraer un
trocito del interior no mayor a este tamafio (e); colocarlo directamente en un vial conteniendo el cocktail de PCR y tratar de disgregarlo contra en fondo y paredes del
vial con el tip de una pipeta. Mantener los viales en frio hasta su termociclado. Cuidar que la muestra haya quedado sumergida en la mix. En el termociclado es
aconsejable una desnaturalizacién de 5 min en el paso inicial para completar la liberaciéon del ADN de la muestra.

- Por Lisis/Dilucién previa

Empleando un bisturi de punta fina tomar una muestra del interior de la semilla de aproximadamente este tamafio (e); colocarlo en 20 pl de Buffer de lisis/dilucion y
vortexear 10 a 15 segundos. Dejar 3 a 4 min a temperatura ambiente cuidando que restos de la muestra hayan quedado sumergidos en el buffer. Luego de una breve
centrifugacidn, pasar el sobrenadante a un nuevo vial y usar 0.5 ul para una PCR de 25 ul final. El volumen de templado podra depender del tipo de semilla. La
conservacion del lisado puede hacerse a -20°C para largo plazo o a 4°C para usar dentro de la semana.

Conservacion: -20°C. El buffer de dilucién puede conservarse a 4°C

Para uso en investigacion in vitro.



