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Genious 2X SYBR Green 
Fast qPCR Mix (Low ROX 
Premixed) 

 
Catálogo: RK21206 

Tamaño: 5ml / 25ml 

Componentes: 
Genious 2X SYBR Green 

Fast qPCR Mix (Low ROX) 

RM21205 

 

Introducción:  
La PCR Cuantitativa en Tiempo Real (qPCR) es 

una técnica de alta sensibilidad para detectar la 

entrada inicial de ADN en una reacción del PCR 

por acumulación de señal de fluorescencia. El 

ADN con enlaces de doble hebra, SYBR® 

Green I, es el tinte mas común en qPCR. 

ABclonal Genious 2X SYBR Green Fast qPCR 

Mix (Low ROX) es una mezcla de reacción 

SYBR Green para qPCR optimizada que puede 

ser utilizado en máquinas con modo Low ROX y 

que contiene todos los componentes requeridos 

en qPCR excepto los cebadores y las plantillas. 

Es conveniente para cualquier experimento y 

adecuado para diferentes especies. Las 

características anteriores lo convierten en un 

herramienta experimental ideal para la 

investigación cuantitativa de genes. 

 

Productos Componentes: 
Catálogo 500 RXN  2,500 RXN 
2X Genious SYBR Green 

Fast qPCR Mix (Low ROX)* 

1 ml X 5 1 ml X 25 

* Incluye Taq ADN polimerasa HotStart de ABclonal, Mg2+, 

dNTPs, SYBR® Green I, Tinte Universal ROX... 

 

Instrumentos: 
La Mezcla Genious 2X SYBR Green para qPCR 

Rápido (ROX bajo) es adecuada para todos los 

equipos de qPCR que requieren el modo ROX 

bajo, incluyendo los equipos ABI 7500, ABI 

ViiATM7, Series ABI QuantaStudio, Series 

Stratagene y Corbett Rotor Gene 3000. 

 
Almacenamiento de productos:  
a temperatura de - 20 ℃ para almacenamiento a 

largo plazo y 4 ℃ para un período corto. Es 

necesario proteger el producto de la luz. 

 

Materiales necesarios: 
1. Tubos EP, tubos PCR y otros materiales 

relacionados. 

2. Plantillas y cebadores específicos de qPCR. 

3. Placas qPCR y membrana de sellado. 

 

Notas de uso: 
1. Antes de utilizar la Mezcla Genious 2X 

SYBR Green para qPCR Rápido (ROX 

bajo), asegúrese de que esté 

completamente descongelada y 

posteriormente colóquela sobre hielo para 

su uso. 

2. Mezcle los otros componentes de qPCR con 

la Mezcla hasta el fondo suavemente 

mediante pipeteo o agitación vorticial. 

Después de su uso, regrese la mezcla 

nuevamente a temperatura de -20 ℃ para 

un almacenamiento prolongado o a 4 ℃ 

para su uso en un período corto. 
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3. La Mezcla Genious 2X SYBR Green para 

qPCR Rápido (ROX bajo) contiene Taq 

polimerasa, todas las operaciones deben 

realizarse sobre hielo. 

4. La Mezcla Genious 2X SYBR Green para 

qPCR Rápido (ROX bajo) premezclada con 

tinte Rox bajo está especialmente diseñada 

para equipos de qPCR que requieran el 

modo ROX bajo. 

5. Para evitar la contaminación, se recomienda 

utilizar puntas de pipeta con filtros. 

6. Para garantizar mejores resultados de 

qPCR, se sugiere que la plantilla de ADN 

sea de buena calidad. 

 

Protocolo: 
Antes de usar: 
1. Se debe comprobar la especificidad de los 

cebadores y se debe obtener una 

concentración final de 0.2 μM que es lo 

adecuado para la mayoría de cebadores. 

2. La longitud de los productos de 

amplificación suele ser de rango de entre 70 

pb a 200 pb [Par de Bases]. 

3. Diluir la plantilla en el gradiente. 

4. Agregar 1 pg-50 ng de ADN como moldes 

de PCR y se sugiere realizar “Muestra de 

Control sin Plantilla”. 

5. Para garantizar la efectividad del 

experimento, se sugiere realizar al menos 2 

repeticiones de cada muestra. 

 

Experimento: 
1. Prepare los siguientes sistemas de reacción 

en hielo 
Componentes Volumen 
Genious 2X SYBR Green Fast 

qPCR Mix (Low ROX) 

10 μl 

Cebador Directo (10 μM) 0.4 μl 

Cebador Inverso (10 μM) 0.4 μl 

ADNg o ADNc (<50 ng) 2 μl 

ddH2O libre de RNasa  Hasta 20 μl 

1.1. Disuelva la Mezcla 2X Genious SYBR 

Green para qPCR Rápido (ROX bajo) a 

temperatura ambiente e 

inmediatamente colóquelo sobre hielo 

para su uso. Antes de usar, agite la 

mezcla rigurosamente y centrifugue 

para recolectar toda la solución. 

1.2. Calcule la cantidad de mezcla 

necesaria, generalmente se sugiere 

una cantidad adicional del 10%. 

1.3. Dispense la solución en tubos PCR o 

EP estériles en caso de cualquier 

contaminación. 

1.4. Agregue todos los componentes 

enumerados en la tabla anterior, agite 

los tubos suavemente para mezclar 

bien (evitar burbujas) y centrifugue. 

1.5. Dispensar la solución de reacción en 

placas de qPCR y selle las placas con 

membrana óptica. 

1.6. Centrifugar las placas de qPCR a 2500 

rpm para recolectar toda la solución. 

 

2. Programe la reacción de qPCR de la 

siguiente manera: 
Paso Temperatura Tiempo Ciclos 
Desnaturalización 95°C 3 min 

 
1 

Ciclos 95°C 5 s 
40-45 

60°C 30-34 s* 

Curva de Fusión                Predeterminada      1 

* Confirme que hay una recopilación de señales después de 

cada paso de extensión. El tiempo de extensión varía según 

las diferentes máquinas: 30 s para el equipo StepOne Plus, 

31s para el equipo 7300 y 34s para el equipo 7500. 
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Análisis de los datos: 
1. Dibuje una curva estándar de acuerdo con 

los valores de Ct del gen endógeno. El valor 

de R2 debe de ser más de 0.98 y la 

pendiente de la curva debe de estar en el 

rango de -3 a -3.5 lo que significa que la 

eficiencia de amplificación del PCR está en 

el rango de 90% a 120%. 

2. La desviación estándar (STD) de los valores 

de Ct debe de ser menos de 0.2 y la 

variación del valor de Ct para diferentes 

experimentos debe de ser inferior a 0.5 (el 

valor del umbral de diferentes experimentos 

debe de ser el mismo comparando los 

valores de Ct). 

3. La curva de fusión simple indica la ausencia 

de especificidad en los productos de 

amplificación o dímeros cebadores, y el 

valor de Tm en la curva de fusión suele 

estar en el rango de 80 a 95℃. 

 

Solución de problemas 
1. La curva de fusión muestra múltiples 

picos 

1.1. Diseño del cebador: Diseñe el cebador 

siguiendo los protocolos básicos de 

diseño de cebadores. 

1.2. Concentración de cebador demasiado 

alta: Disminuya la concentración de 

cebadores 

 

2. Curvas de amplificación inusuales 

2.1. Curva de amplificación no uniforme: Si 

se encuentra demasiado baja la señal 

de amplificación, aumente la entrada 

de plantilla y asegúrese que la mezcla 

de qPCR  se almacene de manera 

apropiada. 

2.2. Curva de amplificación inconsistente: 

Las burbujas pueden provocar 

resultados anormales de qPCR, por lo 

tanto, asegúrese de centrifugar la placa 

antes de ejecutarla. 

2.3. Curvas de amplificación anormales: El 

valor predeterminado de la máquina 

está configurado para ser de 3 a 15, la 

configuración de la línea de base se 

puede cambiar según las condiciones 

actuales de amplificación. Además, la 

degradación de la plantilla puede 

afectar la curva. 

 

3. Sin curvas de amplificación después de 
la reacción 

3.1. No hay suficientes ciclos de PCR:  El 

número de ciclos de PCR 

generalmente se establece en 40. 

Debe tenerse en cuenta que un mayor 

número de ciclos puede aumentar la 

señal de fondo. 

3.2. Degradación del cebador: Use 

electroforesis para confirmar la 

integridad de los cebadores. 

3.3. Confirme el paso de recopilación de 

señales: El paso de recopilación de 

señales generalmente se establece 

posterior al paso de recocido-extensión 

para qPCR de dos pasos y después del 

paso de extensión para qCPR de tres 

pasos. 
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3.4. Entrada de plantilla demasiado baja: 

aumentar la concentración de la 

plantilla o agregar una repetición extra. 

3.5. Degradación de la plantilla: Utilice una 

plantilla recién preparada (Use 

electroforesis para confirmar la 

integridad de la plantilla) 

3.6. Tiempo de desnaturalización inicial 

insuficiente: La Mezcla 2X Genious 

SYBR Green para qPCR Rápido (ROX 

bajo) usa a la Taq HotStart polimerasa, 

el tiempo de la pre-desnaturalización 

debe ser de al menos 3 min. 

 

4. Valor de Ct tardío 

4.1. Baja eficiencia de amplificación: 

Optimizar la condición de la reacción o 

cambie el cebador. 

4.2. Entrada de plantilla demasiado baja: 

Aumenté la concentración de la 

plantilla o agregué una repetición 

adicional. 

4.3. Degradación de la plantilla: Use la 

plantilla recién preparada (Use 

electroforesis para confirmar la 

integridad de plantilla) 

4.4. Productos de PCR demasiado largos: 

La longitud de los productos de 

amplificación suele estar en el rango de 

70 pb-200 pb. 

4.5. Inhibición del reactivo de PCR: Puede 

usar una nueva plantilla o proceder a 

diluir la plantilla. 

4.6. Tiempo de predesnaturalización 

demasiado corto: La Mezcla 2X 

Genious SYBR Green para qPCR 

Rápido (ROX bajo) para qPCR Rápido 

contiene Taq polimerasa Hot-Start, por 

lo tanto, el tiempo de la 

predesnaturalización debe ser por lo 

menos 3 min. 

5. NTC demuestra amplificación 
5.1. Contaminación: Utilice agua 

esterilizada para realizar los 

experimentos. Se sugiere que todas las 

operaciones sean en un ambiente 

estéril para evitar la contaminación por 

aerosoles. 

5.2. Productos de PCR no específicos: 

Analizar los productos de acuerdo a la 

curva de fusión. 

 

6. Resultados inconsistentes 
6.1. Muestra inconsistente añadida: Utilice 

correctamente las técnicas de pipeteo. 

6.2. Temperatura inconsistente en la 

máquina qPCR: Asegurarse que la 

maquina este calibrada de manera 

periódica. 

6.3. Concentración de plantilla demasiado 

baja: Entre más baja sea la entrada de 

la plantilla, peor será el resultado de la 

qPCR. Se recomienda aumentar la 

concentración de la plantilla. 

6.4. Conjunto de resultados con umbral 

inconsistente: Al comparar los 

resultados del qPCR en diferentes 

placas, asegúrese de que el valor del 

umbral de cada experimento es el 

mismo. 

 

Productos relacionados 
Nombre Catálogo 
ABScript II RT Master Mix for qPCR RK20402 
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ABScript II RT Mix for qPCR with gDNA 

Remover 

RK20403 

 

ABScript II cDNA First-Strand Synthesis Kit RK20400 

 

2X Universal SYBR Green Fast qPCR Mix RK21203 

Genious 2X SYBR Green Fast qPCR Mix (No 

ROX Premixed) 

RK21205 

Genious 2X SYBR Green Fast qPCR Mix (Low 

ROX Premixed) 

RK21206 

Genious 2X SYBR Green Fast qPCR Mix (High 

ROX Premixed) 

RK21207 

ABScript II One Step SYBR Green RT-qPCR Kit RK20404 
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