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CERTAMP LONG

Ref. FORMATO | CONTENIDO

10.332 250 rxns
10.333 500 rxns

CERTAMP Long
CERTAMP Long

Almacenar a -20°C

Aviso a usuarios: Algunas de las aplicaciones que pueden llevarse a cabo con este producto estan cubiertas por
patentes aplicables en ciertos paises. La adquisicién de este producto no incluye o provee de una licencia para
realizar aplicaciones patentadas. En algunos casos, los usuarios tienen la obligacién de adquirir una licencia,
dependiendo del pais y/o la aplicacion.

Ed 25 — Febrero 2016

1. DESCRIPCION DEL PRODUCTO

CERTAMP Long esta especialmente disefiado para la optimizaciéon y mejora de
reacciones de amplificacién de fragmentos de ADN largos (superiores a 5 Kb). La
combinacién exclusiva de enzimas (proof-reading y no proof-reading), cofactores y
buffer especiales, permite conseguir alta fidelidad y excelente rendimiento en estas
amplificaciones.

USO EXCLUSIVO EN INVESTIGACION

La utilizaciéon de ADN polimerasas no proof-reading pero con alta procesividad o
tasa de sintesis puede introducir errores en la secuencia amplificada. En
amplificaciones mayores de 3 Kb, la acumulacién de mutaciones puede derivar en
consecuencias importantes comprometiendo la fidelidad y el rendimiento del
producto final.

La utilizacion de ADN polimerasas con actividad correctora de errores, en cambio,
proporciona una menor tasa de error (un orden de magnitud inferior que las
polimerasas convencionales), presenta menor procesividad y requieren mayor
tiempo de extension. La mezcla de polimerasas con actividad proof-reading y no
proof-reading presente en el CERTAMP Long (Certamp Long Enzyme Mix),
garantiza la maxima procesividad, manteniendo una tasa de error muy baja.

Aplicaciones del Certamp Long:
e Amplificacion de fragmentos de ADN hasta 40 Kb
 Amplificacion de ADN genémico eucariota hasta 15 Kb

e Clonaje: los productos obtenidos pueden ser utilizados tanto en T/A cloning
como en clonaje con extremos romos.

2. CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

Conservar a -20°C en un congelador que garantice una temperatura constante
(no se recomiendan congeladores frost-free). El tampdn de almacenamiento de la
mezcla enzimatica contiene glicerol al 50 % (v/v), lo que evita que las enzimas se
congelen a -20°C. En cualquier caso, si las enzimas se congelan, su actividad
no se veré afectada.

3. REACTIVOS SUMINISTRADOS CON EL KIT

Certamp Long Enzyme Mix (1 U/ul)-Mezcla de ADN polimerasas proof-reading y
no proof-reading.

10X Certamp Long Buffer MgCl, FREE- Este buffer ha sido formulado para
permitir un rendimiento y fidelidad 6ptimos en amplificaciones de fragmentos largos.
El buffer contiene aditivos y estabilizantes que permiten optimizar faciimente estas
reacciones.

10X Reaction Buffer MgCl, FREE- Tris HClI 750 mM (pH 9.0), KCI 500 mM,
(NH,4),S0O, 200 mM. Buffer alternativo para reacciones de amplificacion convencionales
(fragmentos < 5 Kb).

50 mM MgCl, Solution-Los buffers de reaccién suministrados con el kit no

contienen iones Mg en su composicion, el usuario deberd optimizar la
concentracién para cada reaccion.

www.biotools.eu

4. PROTOCOLOS DE USO

Las condiciones o6ptimas deben de ser determinadas para cada experimento.
Biotools recomienda dos protocolos de uso para el CERTAMP Long, conforme a la
longitud del molde a amplificar.

I. Alternativa 1 —10X Reaction Buffer MgCl, FREE

Este protocolo esta recomendado para amplificaciones de fragmentos <5 Kb.

1.- Calcule el nimero de viales de reacciéon (0.2 ml o 0.5 ml) a utilizar. Se
recomienda incluir un control positivo y un control negativo en cada set de
reacciones.

2.- Descongele y conserve en hielo los reactivos del kit durante su manipulacion.
Los viales de reaccion también deben mantenerse en hielo hasta su introduccién en
el termociclador. Preparar la Master Mix contemplando un nimero de reacciones en
eXCeso.

Preparacién de la Master Mix 1

Reactivo Volumen para 25 pl de rxn*
CERTAMP LONG ENZYME MIX 1y

10X Reaction Buffer MgCl, FREE 2.5l

50 mM MgCl, Solution 1

dNTPs 10 mM each (Ref. 20.031) 05

Primers 10-20 pmoles de cada primer
Agua bidestilada estéril Hasta completar 25 pl

*
Las cantidades indicadas estan calculadas para un volumen final de reaccién de 25 pl.

3.- Dispensar las alicuotas de la Master Mix en los viales de reaccion y afiadir el
ADN (1 pg a 500 ng).

4.- Introducir los viales de reaccion en el termociclador y llevar a cabo la
amplificacion.

Il. Alternativa 2 — 10X Certamp Long Buffer MgCl, FREE

Este protocolo esta recomendado para amplificaciones de fragmentos > 5 Kb.

1.- Calcule el nimero de viales de reaccion (0.2 ml o 0.5 ml) a utilizar. Se
recomienda incluir un control positivo y un control negativo en cada set de
reacciones.

2.- Descongele y conserve en hielo los reactivos del kit durante su manipulacién.
Los viales de reaccion también deben mantenerse en hielo hasta su introduccion en
el termociclador. Preparar la Master Mix contemplando un nimero de reacciones en
exceso.

Preparacién de la Master Mix 2

Reactivos Volumen para 25 pl de rxn*
CERTAMP LONG ENZYME MIX 1y

10X Certamp Long Buffer MgCl, FREE 25l

50 mM MgCl, Solution 1y

dNTPs 10 mM each (Ref. 20.031) 05

Primers 10-20 pmoles de cada primer
Agua bidestilada estéril Hasta completar 25 pl

*
Las cantidades indicadas estan calculadas para un volumen final de reaccién de 25 pl.
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3.- Dispensar las alicuotas de la Master Mix en los viales de reaccion. Afadir el
ADN (1 pg-500 ng,).

4.- Introducir los viales de reaccion en el termociclador y llevar a cabo la
amplificacion.

IIl. Amplificacién de ADN de Lambda

Este protocolo esta indicado para la amplificacion de fragmentos del fago Lambda
hasta 20 Kb utilizando CERTAMP Long. Si bien este programa suele resultar 6ptimo
para la amplificacion de moldes > 5 Kb, el usuario debera adaptar el protocolo a su
PCR especifica.

1.- Calcule el ndmero de viales de reaccion (0.2 ml o 0.5 ml) a utilizar. Se
recomienda incluir un control positivo y un control negativo en cada set de
reacciones.

2.- Descongele y conserve en hielo los reactivos del kit durante su manipulacion.
Los viales de reaccion también deben mantenerse en hielo hasta su introduccién en
el termociclador. Preparar la Master Mix contemplando un nimero de reacciones en
exceso.

Preparacion de la Master Mix

Reactivos Volumen para 25 pl de rxn*
CERTAMP LONG ENZYME MIX 1 ul

10X Certamp Long Buffer MgCl, FREE 2.50 pl

50 mM MgCl, Solution 1.75ul

dNTPs 10 mM each (Ref. 20.031) 0.94 pl

Primers especificos 20 pmoles de cada primer
Agua bidestilada estéril Hasta completar 25 pl

Las cantidades indicadas estan calculadas para un volumen final de reaccién de 25 pl.

3.- Dispensar 13 pl de la Master Mix en los viales de reaccion y afiadir el ADN
molde (10 ng).

4.- Introducir los viales de reaccion en el termociclador y llevar a cabo el programa
de amplificacién detallado a continuacién (véase Nota 1).

Programa de amplificacion:

5. SOLUCION DE PROBLEMAS

Problema Causa Recomendacion

Verifique la concentracion y condicion de almacenamiento de
ausencia o mal dNTPs, primers, etc.

estado de algin Repita el ensayo asegurandose de que no falta ningdn reactivo
reactivo y no hay errores de concentracion o pipeteo.

Error de pipeteo,

Verifique la concentracion y calidad del material de partida. No
utilice ADN degradado.

Si el ADN molde presenta cierta complejidad, por ej. alto
contenido en secuencias GC se recomienda afiadir DMSO a la
reaccion.

Repita la reaccion de PCR con una dilucién del material de
partida o con otra alicuota de molde.

Problemas con el
ADN molde

Revise el disefio de los primers y las condiciones de
conservacion. Evite aquellos disefios proclives a la formacion de
dimeros.

Problemas con los Repita la PCR con diferente concentracién de primers de (0.1-

Paso N° ciclos Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 1 96°C 5 min
inicial
Desnaturalizacion 96°C 1 min
Anillamiento 10 58°C 30 seg
Extension 72°C 1 min + 1 seg/ciclo
Desnaturalizacion 20 96°C 30 seg
Anillamiento 68°C 23 min
Extension Final 1 72°C 10 min
Enfriamiento s 4°C w

Nota 1: El primer bloque sirve para crear productos de amplificacién incompletos que actuaran
como primers en los siguientes pasos de amplificacion. El segundo bloque une los pasos de
annealing y extensién a 68 °C, programa 6ptimo para el fago A.

Cada experimento puede requerir diferentes temperaturas en los pasos de anillamiento y
extension.

5.- Analizar los productos mediante electroforesis en agarosa 0.5 % en TAE o TBE.

Amplificacién de ADN de A utilizando
Certamp Long
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) Carril 1: Lambda/Hind Il marker (Ref. 31.011)

ﬂ Carril 2: Amplificacién de Fago A (fragmento 5 Kb)
s “ Carril 3: Amplificacién de Fago A (fragmento 7 Kb)
A Carril 4: Amplificacion de Fago A (fragmento 13 Kb)
Carril 5: Amplificacion de Fago A (fragmento 19 Kb)
Carril 6: Amplificacion de Fago A (fragmento 20 Kb)
Carril 7: Control negativo (sin ADN molde) utilizando
primers para amplificacién de 20 Kb

primers 0.5 uM) en incrementos de 0.1 pM.
Verifique que los primers no se encuentren degradados,
Baja eficiencia de mediante un gel de poliacrilamida.
amplificacion o L . . i 2
ausencia de Concentracion de Repita la PCR con diferente concentracién de Mg~ (1.5-4 mM)
amplficacion MgCl; no 6ptima en incrementos de 0.25 mM.
Baja Aumente | tracién de | Ia enzimati
concentracién de Aumen e[a cgn%eg S\c_lé)nd e lamezcla enzimatica en
enzimas incrementos de 0.2 Unidades
Verifique los siguientes pardmetros del programa de
amplificacion:
Desnaturalizacién- aumente la temperatura y el tiempo de la
desnaturalizacién inicial.
Anillamiento- optimice la temperatura y el tiempo de
” anillamiento. Para aumentar la especificidad utilice el programa
Programacién no touchdown or stepdown.
oOptima B - . »
Tiempo de extensién- en caso de que el periodo de extension
sea demasiado corto auméntelo en incrementos de 30 seg.
Namero de ciclos- incremente el numero de ciclos en
incrementos de 5 ciclos.
Incluya el periodo de elongacion final en el programa de
amplificacion.
Temperatura de I .
. . N 0
anillamiento baja Aumente la temperatura de anillamiento en incrementos de 1°C.
Revise el disefio de los primers asi como su condicion de
conservacion.
Normalmente la concentracién de los primers es equimolar.
Revise la concentraciéon de ambos primers y en caso necesario
Problemas con los s
N titdlelos.
primers i o X
Repita la PCR con una concentracion diferente de primers (0.1-
0.5 uM) en incrementos de 0.1 uM.
Verifique que los primers no se encuentren degradados,
Bandas de mediante un gel de poliacrilamida.
amplificacién Exceso de ADN
inespecificas o molde Utilice diluciones del ADN molde.
smear

Prepare siempre un control negativo (NTC: no template control)

Contaminacion Si en el control negativo aparecen bandas o smear cambie de

reactivos.
Concentracién de Optimice la concentracion de la mezcla enzimética para su
enzimas elevada ensayo.

Utilice el programa touchdown or stepdown del termociclador.
Reduzca el nmero de ciclos.

Programa de
amplificacién no
adecuado

Repita la PCR con diferente concentracién de Mg* (1.5-4 mM)

Concentracion de -
en incrementos de 0.25 mM.

MgCl. no éptima

Amplificacion en el Contaminacién Repita la PCR utilizando un nuevo lote de reactivos

control negativo
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6. INFORMACION PARA PEDIDOS

DESCRIPCION Tamarfio Referencia
Certamp Long Enzyme Mix (1U/puL) 280 pL 10.332
550 pL 10.333
10X Certamp Long Buffer MgCl , FREE 1.4 mL 10.332
1.4 mL 10.333
10X Reaction Buffer MgCl , FREE 1.8 ml 10.332
1.8 ml 10.333
50 mM MgCl , Solution 1.8ml 10.332
1.8 ml 10.333
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