GARANTIA

BIOTOOLS garantiza la conformidad de los productos con la cantidad y contenido indicado en el vial y etiquetas exteriores
durante su periodo de vida media. La obligacion de BIOTOOLS y los derechos del comprador bajo esta garantia estan
limitados bien al reemplazo por parte de BIOTOOLS de cualquier producto que sea deficiente en fabricacion, y que debera
ser retornado a BIOTOOLS (portes pagados) o a opcion de BIOTOOLS, devolucién del precio de adquisicion. Las
reclamaciones por mercancia dafiada durante el transporte han de ser dirigidas al transportista.

Este producto debe ser utilizado tr por pi cL y para uso exclusivo en investigacion. Es la
responsabilidad del usuario asegurarse que un producto determlnado es adecuado para una aplicacién determinada.
Cualquier producto que no cumpla con las ne: en la hoja inft iva de producto sera reemplazado.

Esta garantia limita nuestra responsabilidad al reemplazo del producto. Ninguna otra garanl\a de ningln tipo, expresa o
implicita, incluyendo, sin on, garantias de de 1 0 adecuacion para un propésito
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BIOTOOLS DNA POLYMERASE (1 U/uL)

REF. FORMATO CONTENIDO

Biotools DNA Polymerase (1 U/uL)
10X Standard Reaction Buffer with MgCl,
Biotools DNA Polymerase (1 U/uL)
10X Standard Reaction Buffer with MgCl,
Biotools DNA Polymerase (1 U/uL)
10X Standard Reaction Buffer with MgCl,
Biotools DNA Polymerase (1 U/uL)
10X Reaction Buffer MgCl, FREE
Biotools DNA Polymerase (1 U/uL)
10X Reaction Buffer MgCI2 FREE
Biotools DNA Polymerase (1 U/uL)
10X Reaction Buffer MgCl, FREE

10.002 500 U

10.003 1000 U

10.004 5000 U (5x1000 U)
10.012 500 U

10.013 1000 U

10.014 5000 U (5x1000 U)

Conservar 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 adquisicion del producto no incluye o provee de una licencia
para realizar aplicaciones patentadas. En algunos casos, los usuarios tienen la obligacion de adquirir una
licencia, dependiendo del pais y/o la aplicacion.
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1. DESCRIPCION DEL PRODUCTO

BIOTOOLS DNA Polymerase es una variante genéticamente modificada de la
enzima homénima de Thermus s.p., expresada en E. coli. Su uso esta
especialmente indicado para aquellas aplicaciones que requieran una enzima
altamente termoestable y procesiva capaz de sintetizar cadenas de ADN a
elevadas temperaturas en reacciones de amplificacién o similares (ej. primer
extension).

Debido a su gran procesividad y fidelidad de copia BIOTOOLS DNA Polymerase
permite la generacion de ADN (de hasta 5 kb) con una tasa de error (1-10 x 10°
bp) inferior a la de la mayoria de las Tagq ADN polimerasas comerciales.

El procedimiento empleado para la separacion y purificacion de enzimas

termoestables, propiedad de Biotools, consiste en un método de separacion no
cromatogréafico que permite obtener enzimas con un elevado grado de pureza.

La enzima incluida se suministra a una concentracién 1 U/uL en el buffer de
almacenamiento. Esta concentracion facilita el pipeteo sin error de pequefias cantidades,
evitando realizar diluciones ulteriores.

Aplicaciones del producto:

PCR estandar

PCR multiplex

PCR in situ
Secuenciacion de ADN

2. CARACTERISTICAS DE LA ENZIMA

Concentracion sumMinistrada: ...........c.ceevvereoerenenns 1U/uL
Funcionamiento:
Concentracion de trabajo..........  20-25 mU/uL
pH 8-9

Temperatura de extension .. 72°C
Concentracién de MgCl, .. 2 mM
Tamafio de los productos de PCR: Hasta 5 kb

Tipo de clonaje: TIA

Actividad endonucleasa: No
Actividad reverso transcriptasa: No
Actividad 5'—3 exonucleasa: Si

Actividad 3'—5"exonucleasa: ... No
Actividad tipo nicking No

Esta enzima no esta recomendada para amplificacién de
secuencias homoélogas a E. coli.

3. CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

Conservar a -20°C en un congelador que garantice una temperatura
constante (no se recomiendan congeladores frost-free). En estas condiciones,
la enzima sera estable hasta la fecha indicada en la etiqueta correspondiente.

4. ESPECIFICACIONES DEL PRODUCTO

Definicién de Unidad- cantidad de enzima que incorpora 10 nano-moles de
dNTPs en ADN acido-insoluble en 30 minutos a 72 °C.

Buffer de Almacenamiento- Tris-HCI 10 mM (pH 8.0), KCI 50 mM, EDTA 1
mM, Tritén X-100 0.1%, glicerol 50% (v/v).

10X Reaction Buffer- Tris HCI 750 mM (pH 9.0), KCI 500 mM, (NH,),SO, 200
mM. El denominado 10X STANDARD REACTION BUFFER with MgCl;incluye
20 mM de MgCl, en su composicion.

5. CONSIDERACIONES GENERALES

Concentracion de Enzima

Biotools DNA Polymerase es apta para su uso tanto en aplicaciones de PCR
estandar como aquellas mas especializadas. Como guia inicial se recomiendan
las siguientes cantidades de enzima por reaccion.

Volumen de Reaccién Final Unidades de enzima
100 pL Hasta 2.5 U
50 pL 1-1.25U
25 pL 0.5-0.625 U

El afiadir mayor cantidad de enzima no asegura un mayor rendimiento de la
reaccion, solamente en aplicaciones especificas como la amplificacion de
fragmentos de gran tamafio (> 2 kb de ADN genémico) puede ser necesario
incrementar la cantidad de enzima en la reaccion.

ADN Molde

Tanto la calidad asi como la cantidad de ADN molde afectan la sensibilidad y la
eficiencia de la reaccion de amplificacion. La utilizacion de altas concentraciones
de ADN puede favorecer la aparicion de productos de reaccién inespecificos.

Si sospecha la presencia de inhibidores de PCR en la muestra de molde (ej.
detergentes idnicos, fenol, dyes, etc.), utilice un menor volumen de molde o
realice diluciones del ADN molde; en ocasiones puede ser necesario re-purificar
el ADN precipitando con etanol.

Concentracion de dNTPs

Generalmente se utilizan cantidades equimolares de dNTPs. La concentracion
de cada dNTP en la PCR suele ser de 50-500 pM, siendo 200 puM la
concentracion estandar de uso. Biotools ofrece mezclas equimolares de los
cuatro dNTPs (10 mM y 25 mM de cada uno).

La concentracion de dNTPs puede disminuirse (ej. cuando existen
amplificaciones inespecificas) o aumentarse (cuando se amplifican fragmentos
de gran tamafio), incluso se pueden desequilibrar a favor de algin dNTP en
concreto (ej. para mutagénesis in vitro).

Los dNTPs se comportan como quelantes del catién Mgz+. Si se aumenta la
concentracion de dNTPs en una reaccion de amplificacion, se deberd aumentar
en paralelo la concentracion de MgCl,.

Biotools DNA Polymerase puede emplearse en reacciones de amplificacién con
dNTPs modificados con marcajes radioactivos o con fluoresceina. También
puede utilizarse con dUTP y otros analogos.

Buffer de Reaccion

El buffer incluido ha sido especialmente formulado para llevar a cabo todo tipo
de reacciones de amplificacion. El objetivo del buffer es crear las condiciones de
reaccion apropiadas para que los primers hibriden en un amplio rango de
temperatura. En la composiciéon del Standard Reaction Buffer with MgCl,, se
incluye iones Mg”a una concentracion final de 2 mM.

Concentracion de MgCl,

El usuario tiene que determinar experimentalmente la concentracion 6ptima de
MgCl; para su ensayo. Biotools recomienda comenzar con una concentracion de
entre 1.5-2 mM, la éptima para la mayoria de reacciones testadas ha sido 2 mM.
Una concentracion elevada de MgCl, reduce la fidelidad de copia de la
polimerasa y pueden inducir la formacién de amplicones inespecificos; en tanto
que una concentracién baja puede reducir el rendimiento de la reaccion.

Si las muestras incluyen en su composicién agentes quelantes de metales como
EDTA, incremente la concentracién de MgCl, en la mezcla de reaccion.
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Disefio de los Primers

Los primers utilizados en la reaccion de PCR usualmente poseen un tamafio de
15-30 nucledtidos con un contenido en G+C entre 40-60%. Para evitar la
formacién de dimeros de primer o de horquillas, los primers no deben de ser
complementarios consigo mismos o con otros primers presentes en la reaccion.

La temperatura de anillamiento de los primers debe de ser similar con un
maximo de 5°C de diferencia entre ellos. Para seleccionar los primers se debe
tener en cuenta tanto el contenido en G+C como el tamafio de los mismos. El
extremo 5°del primer puede contener bases desapareadas con el ADN molde,
sin embargo no es recomendable que esto ocurra en el extremo 3.

Aditivos de la Reaccion de PCR

En reacciones de amplificacion complejas puede ser necesario incluir DMSO,
betaina, formamida, entre otros. En caso de utilizar aditivos es importante
considerar que suelen disminuir la temperatura de melting de los primers.

6. PROTOCOLO DE USO
Las condiciones 6ptimas deben de ser determinadas por el usuario.

Trabaje en el area de preparacién de reactivos en una cabina de flujo laminar. Esta area
debe de encontrarse separada del area de preparacién de ADN y del area de PCR. Para
evitar contaminaciones utilice guantes, puntas de pipeta y tubos libres de nucleasas.

1. Descongele los reactivos en hielo. Después de descongelar mezcle bien y
centrifugue. Mantenga los reactivos en hielo.

2. Prepare la master mix en un tubo de reacciéon estéril siguiendo las
instrucciones de la Tabla 1. En cada experimento incluya al menos un control
negativo (NTC sin ADN molde). Prepare la master mix para varias reacciones
mas de las necesarias.

TABLA 1. Preparacion de la Master Mix

COMPONENTE CONC FINAL 50 pL rxn 20 pL rxn
Master Mix
10X REACTION BUFFER 1X 5puL 2pL
50 mM MgCl, solution* 1.5-4 mM 1.5-4 uL 0.6-1.6 pL
dNTP Mix 10 mM each 200 uM de c/u 1uL 0.4 pL
Primers variable variable variable
DNA Polymerase (1 U/pL) 20-25 mU/puL 1-1.25 pL 0.4-0.5 pL
Agua bidestilada estéril - Hasta 50 pL Hasta 20 pL
ADN Molde Variable Variable Variable

*No necesario para 10X Standard Reaction Buffer, este buffer incluye MgCl,
3. Mezcle la master mix y manténgala en hielo. Distribuya el volumen apropiado
en cada vial.
Proceda a trabajar en el area de purificaciéon de ADN separada de otras fuentes de ADN.

4. Afiada el ADN molde a los viales de reaccion, ciérrelos y mezcle cuidadosamente. En
termocicladores sin tapa calefactora afiada una capa de aceite mineral.

Proceda al area de amplificacion o PCR

5. Programe el termociclador segun la guia de la Tabla 2 (véase la seccion 7).
Coloque los viales en el termociclador y ejecute el programa de amplificacion
seleccionado.

TABLA 2. Programa de Amplificacion Estandar*

PASOS Ne CICLOS TEMPERATURA TIEMPO
Desnaturalizacion Inicial 1 94°C 3-10 min**
Desnaturalizacion 94°C 5-60 seg
Anillamiento 25-35* Tm-5°C 30-60 seg
Extension 72°C 60 seg/1 kb
Extension Final 1 72°C 5-15 min
Enfriamiento 5] 4°C <)

*Optimice el tiempo, la temperatura y el nimero de ciclos de la PCR.
**Dependiendo del molde.

7. GUIA PARA EL PROGRAMA DE AMPLIFICACION

Desnaturalizacion Inicial-La desnaturalizacion inicial no debe prolongarse
més de lo necesario a fin de evitar que la inactivaciéon de la enzima. Sin
embargo, en caso de ser insuficiente afectara la eficiencia y el rendimiento de la
reaccion. Generalmente 3-5 min a 94°C suele ser suficiente; cuando el molde
posee un elevado contenido de G+C, incrementar el tiempo hasta 10 min.

Paso de Desnaturalizacion

El producto de amplificacién obtenido es menor que el ADN molde, por lo cual el
tiempo de desnaturalizacion en cada ciclo es inferior al de la desnaturalizacion
inicial; 5-60 seg. a 94°C suelen ser suficientes.

Paso de Anillamiento-Si los primers tienen <20 bases la temperatura de
anillamiento suele ser igual a la del primer con menor Tm. Para calcular la
temperatura 6ptima de anillamiento se puede emplear un gradiente de
temperatura. Comience utilizando una temperatura de anillamiento 5°C inferior
de la Tm tedrica de ambos primers. Si los primers tienen una temperatura de
anillamiento elevada se puede realizar la PCR en dos pasos.

Paso de Extension-El paso de extensién del ADN molde se realiza a 70-75°C.
El tiempo de esta etapa esta en funcion del tamafio del producto de amplificacion
esperado, para esta enzima se recomienda 1 min/kb.

Nimero de Ciclos-El numero de ciclos estandar suele ser de 25-35,
dependiendo de la cantidad de molde y del rendimiento esperado. El incremento
en el numero de ciclos puede generar productos inespecificos que reducen la
eficiencia de la reaccién de amplificacion. Determine experimentalmente el
ndmero 6ptimo de ciclos de su reaccion.

Paso de Extension Final

Una vez finalizado el ciclo de amplificacién, se recomienda incubar a 72°C
durante 5-15 min a fin de que la ADN polimerasa rellena los extremos de los
productos recientemente sintetizados y afiade oligonucleétidos de adenina
extras en el extremo 3"de los amplicones.

8. SOLUCION DE PROBLEMAS

Problema | Causa Recomendacion
Error de pipeteo o Verifique la concentracion y condiciones de almacenamiento de
ausencia de algin dNTPs, primers, etc.
reactivo Repita el ensayo asegurandose de que no falte ningln reactivo.
Verifique la concentracion y calidad del material de partida. No
utilice ADN degradado.
Problemas con el Si el ADN molde presenta cierta complejidad, ej. alto contenido en
ADN molde G+C, se recomienda afiadir DMSO a la reaccion.
Repita la reacciéon de PCR con una dilucién del ADN molde o con
una alicuota diferente.
Problemas con los Revise el disefio de los primers y sus condiciones de
primers almacenamiento. Evite aquellos disefios proclives a la formacion
de dimeros.
Repita la PCR con diferente concentracion de primers de 0.1-
0.5 uM en incrementos de 0.1 pM.
Ausencia de Verifique que los primers no se encuentren degradados mediante
amplificacion o electroforesis en gel de poliacrilamida.
baja eficiencia i " " )
del L Concentracion no Repita la PCR con diferente concentracién de MgCl entre 1.5-4
e lareaccion 6ptima de Mg** mM en incrementos de 0.25 mM.
Baja concentracién " . .
deJenzima Aumente la concentracién de enzima en incrementos de 0.2 U
Programa de PCR Verifique los siguientes parametros del programa de
no 6ptimo amplificacion:
Desnaturalizacién- aumente la temperatura y el tiempo de la
desnaturalizacion inicial.
Anillamiento- disminuya la temperatura de anillamiento y
optimice el tiempo (véase seccion 7).
Tiempo de extension- incremente el periodo de extension en
incrementos de 30 seg.
Numero de ciclos- incremente el numero de ciclos en
incrementos de 5 ciclos.
Revise el periodo final de elongacion en el programa.
Problemas con los Revise el disefio de los primers y sus condiciones de
primers almacenamiento.
Normalmente la concentracion de los primers es equimolar.
Revise la concentracion de los primers y titule si es necesario.
Reduzca la concentracion de primers, en decrementos de 0.1 pM.
Verifique que los primers no se encuentren degradados mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida
Exceso de ADN molde Utilice una dilucién del ADN molde.
Prepare siempre un control negativo (NTC no template control) Si
Contaminacion en el NTC aparecen bandas o smear cambie de reactivos.
Concentracion de 4
enzimamuy elevada Optimice la concentracion de enzima para su ensayo.
Programa de PCR Para aumentar la especificidad puede utilizar un programa
no ptimo touchdown or stepdown.
Reduzca el niimero de ciclos.
Aumente la temperatura de anillamiento en incrementos de 1°C.
Concentracién no Repita la PCR con diferente concentracién de MgCl; entre 1.5-4
6ptima de Mg®* mM en incrementos de 0.25 mM.
Amplificacién N
en el control Contaminacion Cambie todos los reactivos utilizados
negativo

9. INFORMACION PARA PEDIDOS

Referencias

Componentes

10.002 10.003 10.004 10.012 10.013 10.014
Biotools DNA Polymerase (1 U/uL) 500 U 1000 U 5 x 1000U 500 U 1.000 U 5 x 1000U
10X Standard Reaction Buffer with MgCl, 2x1.8ml 3x1.8ml 15 x 1.8ml
10X Reaction Buffer MgCl, FREE 2x1.8ml 3x1.8ml 15 x 1.8ml
50 mM MgCl, Solution 1x1.8ml 2x1.8ml 10 x 1.8ml




