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PCR DE SEQUENCIA: PROTOCOL PER BIG DYE™ V3.1
1º) PREPARACIÓ DE LA REACCIÓ DE SECUENCIACIÓ
	Reactius
	Protocol Recomanat.

	PREMIX SEQUENCIACIÓN
	2.0 (l 

	DNA Sequencing Buffer 5X *

PRIMER


	1  (l   

                                                                                           3.2 pmol.

	DNA MOTLLE**


	                taula adjunta*



	DMSO (opcional)***
	0.1 – 0.14 µl (conc. final 5 -7%)

	ddH2O
	Fins 10 (l Vol. Final


* Aquest buffer és opcional i s’utilitza amb 2 (l de BigDye o menys per asegurar les condicions de PCR i prevenir une posible degradació de la qualitat de la seqüència. 
**Quantitat de DNA motlle a usar como molde en una reacción de secuenciación

	DNA MOTLLE
	Quantitat

	Producte PCR: 


	100-200bp

200-500bp 

500-1000bp

1000-2000bp

>2000bp
	1-3 ng

3-10 ng

5-20 ng

10-40 ng

20-50

	Simple Cadena 
	25-50 ng

	Doble Cadena
	150-300  ng

	Cosmid, BAC
	0.5-1.0 ug

	DNA genomic bacteria
	2-3 ug


***Es recomana afagir de 5 a 7% de DMSO per afavorir la reacció de seqüència de DNAs rics en GC, amb estructures segundaries, o grands fragments de DNA. També es pot afagir DMSO per obtenir millor resultats amb productes de PCR, o amb l’utilització de primers universals com T7, T3, o SP6. 
Per DNAs rics en GC, es pot valorar afagir 5%DMSO-5%Glycerol (el Glycerol pot dificultar la precipitació post-PCR). 
2º) PROGRAMACIÓ TERMOCICLADORS

Secuenciació amb GeneAmp® PCR 2400., 9600, 9700 o similars 
94(C

3 min.

96(C

10 sec.



50(C *

5 sec.

25 Cicles


60(C

4 min.

4(C

(
* Es pot ajustar la Tª en funció de la Tm del primer 
BIGDye™ Terminators i DNAs amb zones de Gs o regions riques en GT on la reacció de seqüència es pot parar en condicions normals..
Es recomana baixar la temperatura d’extensió a 50ºC per solventar el problema de parada de la reacció de seqüència en aquesta zona ja que el Kit de BDT porta dITPs en lloc de dGTPs. Veure també el kit dGTP BigDye™ Terminador (100rxns) Ref. 4307175. 
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