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Porovnani uéinnosti a specifity Taq purple
polymerazy a Supreme NZY Taq DNA polymerazy

pri PCR amplifikaci fragmentu DNA.

I Material

Supreme NZYTaq DNA polymeraza Katalogové ¢islo (SKU): MB0790

Popis: Supreme NZYTaq DNA polymeréza je rekombinantni modifikovana forma Taq DNA polymerazy s “hot-
start like PCR capacity”. Enzym je neaktivni v laboratorni teploté, coz zabrani prodluZzovani nespecificky
navazanych primer( nebo dvojic primert ¢imz je zajisténa vy$si specifita amplifikace DNA. Enzym dosahne piné
aktivity jiz béhem 5-minutové inkubace v 95°C. Tato vysoce robustni DNA polymeraza je enzym s Sirokym
pouzitim vhodny pro celé spektrum PCR aplikaci amplifikujicich cilovou DNA sekvenci az do délky 3kb. Pri jejim
pouZiti pak fada komplexnich PCR reakci vykazuje vy$$i specifitu i vytéZek v rozsahu koncentraci DNA od 5 do
10pg. Aktivovany enzym vykazuje stejnou funkcnost jako Taq DNA polymeraza. Supreme NZYTaq DNA
polymeraza nema 3°-5" exonuklazovou aktivitu. Vysledny produkt PCR reakce tedy méa A presah a je pouZitelny
pro klonovani pomoci NZYTech's NZY-A PCR cloning kits (MB05301 or MB05302).

Supreme NZYTaq DNA polymeraza umoZriuje snadnou manipulaci a pfipravu za pokojové teploty.

Skladovani: Supreme NZYTaq DNA polymeraza by méla byt skladovana pfi stabilni teploté -20 °C. Supreme

NZYTaqg DNA polymeraza si zachova pfi spravném skladovani aktivitu po dobu 3 let.

Pufr: 20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 50% (v/v) glycerol.

Koncentrace enzymu: 5 U/l

Reakéni pufr (10x): 670 mM Tris-HCI, pH 8.8, 160 mM (NH.)2SO4, 400 mM KCI, 0.1% Tween 20. Po roztaveni,
jesté pred pouzitim, reakéni pufr dukladné promichejte.Opakované cykly zamrazeni/rozmrazZeni ovlivriuji stabilitu

pufru (pfi teploté +4 °C zustava pufr stabilni pfiblizné jeden mésic).

Roztok Chloridu horec¢natého: 50 mM MgCl,. Pro optimalizaci koncentrace MgCl, (1.5-4.0 mM). Po roztaveni,

jesté pred pouzitim, roztok dikladné promichejte.
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Templatem pro PCR amplifikaci DNA fragmentu byla GC bohata chromozomalni DNA pochazejici
ze Streptomyces lincolnensis a Streptomyces albus.

Jako primery slouZily 15bp dlouhé a na tfech mistech (uprostfed sekvence) degenerované

oligonukleotidy.

Slozeni premixu pro PCR:

Protokol PCR reakce:

pro Taq purple

pro Supreme

94°C 5min.

72°C pfidani 0,5 pl
polymerazy

94°C 1min.

57°C 45s

72°C 20s

72°C 5min.

polymerazu NZYTaq polymerazu
10x reakc¢ni pufr | 5ul 5ul
25mM MgCl, 3 ul 3 ul
DMSO pro PCR 2,5 ul 2,5 ul
100xBSA 3ul 3 ul
10mM DNTPs Tul 1 ul
10pM primer Fwd | 2 ul 2 ul
10pM primer Rev | 2 ul 2 ul
H.0 30 pl 30 pl
templatova DNA 1 ul 1 ul
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Vysledky:

Na 1% agardzovy gel s EtBr bylo naneseno po 10 ul od kazdého vzorku a 5 pl standardu (uprostfed).

Taq purple polymeraza Supreme NZYTaq polymeraza

Str. lincolnensis  str. albus —— Str. lincolnensis

Str. albus

Z obrazku je patrné, Ze pfi takto obtiznych podminkach PCR reakce (GC bohata oblast, degenerované
primery) vykazovala vétsi specifitu pfi PCR amplifikaci fragmentu Supreme NZY Taq DNA polymeréza
a zaroven pak tato polymeraza dosahovala i vétsiho vytézku.
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