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BIOTOOLS HOTSPLIT
DNA POLYMERASE (5 U/ul)

REF. FORMATO CONTENIDO
BIOTOOLS HotSplit DNA Polymerase (5 U/ul)
4549 sou 10X Reaction Buffer MgCl2 FREE
BIOTOOLS HotSplit DNA Polymerase (5 U/ul)
4550 1000 U 10X Reaction Buffer MgCI2 FREE

Almacenar a -20°C

Aviso a compradores/usuarios: Algunas de las aplicaciones que pueden llevarse a cabo con este producto estan
cubiertas por patentes aplicables en ciertos paises. La adquisicion 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.
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1. DESCRIPCION DEL PRODUCTO

BIOTOOLS HotSplit DNA Polymerase es una polimerasa “hot start” con alta
eficiencia y fidelidad de copia. La tecnologia empleada en la BIOTOOLS HotSplit
DNA Polymerase esta basada en el uso de grupos blogueantes termolabiles que
actlan directamente sobre los residuos aminoacidicos que intervienen en la
reaccion de polimerizacién. La actividad polimerasa es inhibida de manera
reversible y la enzima recupera su actividad durante la fase de desnaturalizacion
inicial, cuando la reacciéon de amplificacion se incuba a 94-95 °C durante 5 minutos

La enzima incluida se suministra a una concentracion 5 U/ul en el buffer de
almacenamiento.

Aplicaciones o usos del producto:

PCR altamente especificas
PCR altamente sensibles
PCR estandar

PCR mliltiple

gPCR

2. CARACTERISTICAS DE LA ENZIMA

CONCENLrACION: ....vevvenieieeeeeeeee s 5 U/ul
Actividad éptima:
Concentracion de trabajo..  20-40 mU/pl

PH e 8-9

Temperatura de extension ~ 72°C

Concentracion de MgCl,.... 2mM
Tamafo 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"correctora de errores:........  No
Actividad tipo NiCKiNg.........ccccovvereineenennns No

Esta enzima no esta recomendada para experimentos que utilicen
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 es
estable hasta la fecha de caducidad impresa en la etiqueta del vial.
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4, ESPECIFICACIONES DEL PRODUCTO
Definicion de Unidad- cantidad de enzima que incorpora 10 nanomoles de
dNTPs en ADN é&cido-insoluble en 30 minutos a 72 °C.

Storage Buffer- Tris-HCI (pH 8.0) 20 mM, KCI 50 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100
0.1% y glycerol 50% (v/v).

10X Reaction Buffer FREE- Tris HCI 750 mM (pH 9.0), KCI 500 mM, y (NH4);SO4
200 mM.

5. CONSIDERACIONES GENERALES

Concentracion de Enzima

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

[ Unidades de enzima
Volumen de Reaccion Final recomendadas
100 pl 2.0-3.0 Unidades
50 pl 1.0-1.5 Unidades
25 pl 0.5-0.75 Unidades

ADN Molde

La calidad y la cantidad de ADN molde afecta a la sensibilidad y la eficiencia de la
reaccion de amplificacion.

Concentraciones elevadas de ADN pueden favorecer la formacién de productos de
amplificacién inespecificos. La reaccion de PCR puede ser inhibida por varios
componentes como detergentes iénicos, fenol, dyes, entre otros. Si el ADN contiene
trazas de inhibidores, reduzca su presencia diluyendo la muestra o utilizando menor
cantidad de molde. En caso necesario, re-purificar el ADN mediante precipitacién
con etanol seguido de varios lavados.

Concentracién de dNTPs

El rango de concentracion de cada dNTP en reacciones de amplificacion es de 50-
500 uM, siendo la concentracion méas usual 200 pM. La concentracién de dNTPs
puede disminuirse (ej. cuando existen amplificaciones inespecificas) o aumentarse
(cuando se amplifican fragmentos de gran tamafio), incluso se pueden desequilibrar
en favor de algun dNTP en concreto (ej. experimentos in vitro de mutaciones).

Si se aumenta la concentracién de dNTPs en una reaccion de amplificacién, se
debera aumentar a su vez la concentracion de MgCl,, pues los dNTPs se
comportan como potentes agentes quelantes del cation Mgz*.

Biotools HotSplit DNA Polymerase puede emplearse con dNTPs modificados (ej.
marcados). 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 amplificacién. El objetivo del buffer es crear las condiciones
apropiadas en cuanto a astringencia para que los primers hibriden en un amplio
rango de temperatura. El 10X Reaction Buffer FREE no contiene detergentes.

Aditivos de la Reaccion de PCR

La tecnologia desarrollada para la enzima no es compatible con algunos aditivos de
la PCR como por ejemplo DMSO. Cuando necesite emplear aditivos, testarlo
previamente en una muestra control.
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Concentracion de MgCl,

La concentracion de MgCl, deberad ser optimizada experimentalmente para cada
ensayo. El rango de concentracion recomendado es de 1.5-4 mM; siendo 2 mM la
6ptima para la mayoria de los ensayos testados. Concentraciones elevadas de
MgCl, pueden inducir la formacién de productos de amplificacion inespecificos y
baja fidelidad de copia; mientras que una concentracion insuficiente puede reducir
el rendimiento de la reaccién de amplificacion.

Si las muestras incluyen en su composiciéon agentes quelantes de metales como
EDTA incremente la concentracién de MgCl,.

Disefio de los Primers

Los primers utilizados en la reaccion de amplificacién suelen tener un tamafio entre
15-30 bases de largo y un contenido en GC entre 40-60%. Por otra parte, es
recomendable que la temperatura de anillamiento de ambos primers sea
practicamente idéntica.

Al realizar el disefio tener en cuenta que los primers no formen horquillas o
presenten complementariedad entre ellos. En el extremos 5° de los cebadores la
ausencia de homologia completa con el ADN molde no es critica como lo es la falta
de complementariedad en el extremo 3". Evitar incluir mas de tres nucleétidos G 6 C
en el extremo 3’ de los primers a fin de reducir los anillamientos inespecificos.

La cantidad optima de molde y primers en la PCR deberd ser determinada
experimentalmente para cada nueva combinacion de molde y primer. La
concentracién de primers recomendada es 0.1-1.0 pM. La concentracion final
efectiva en la mayoria de PCRs se encuentra entre 0.2-0.5 puM; utilizar 0.2 uM final
de cada primer para la optimizacién inicial.

6. PROTOCOLO DE USO

Las condiciones éptimas deben de ser determinadas para cada ensayo.

Trabaje con la enzima Biotools HotSplit DNA polymerase en
condiciones de refrigeracion.
Trabaje en el area de preparacion de reactivos en una cabina de flujo laminar.

1. Descongele y mantenga los reactivos en hielo. Después de descongelar mezcle
bien con ayuda del vortex y centrifugue.

2. Prepare la master mix siguiendo las instrucciones de la Tabla 1. En cada
experimento incluya al menos un control negativo (NTC sin molde). A fin de
disponer de volumen suficiente, prepare reacciones extras de las necesarias.

TABLA 1. Preparacion de la Master Mix.

VOL FINAL
COMPONENTE CONC FINAL 50 pl rxn 20 pl rxn
Master Mix
10X REACTION BUFFER 1X 5ul 2ul
MgCl, (50 mM)* 1.5-4 mM 1.5-4 pl 0.6-1.6 i
dNTPs Mix 200 uM de c/u variable variable
Primers 0.1-1.0 uM variable variable
HotSplit DNA Polymerase (5U/ul) 20-40 mu/pl 0.2-0.4 pl 0.08-0.16 pl
Agua libre de nucleasas - Hasta 50 pl Hasta 20 pl
ADN Molde Variable Variable Variable

*Optimice la concentracion de MgCl,. comience la optimizacién con 2 mM

3. Mezcle bien la master mix y manténgala en hielo. Distribuya el volumen
apropiado a cada vial.

Proceda a trabajar en el area de purificacion de ADN separada.

4. Ailada el ADN molde a cada vial de reaccién con la master mix. Cierre los viales
y mezcle cuidadosamente. En termocicladores sin tapa calefactora afiada una capa
de aceite mineral.

Proceda al area de amplificaciéon o PCR

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

TABLA 2. Programa Estandar de Amplificacion.

Pasos Ne° Ciclos Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion Inicial* 1 94°C 5-6 min*
Desnaturalizacién 94°C 5-60 seg
Anillamiento 25-35* XeC 30-60 seg
Extension 72°C 60 seg/100 bp
Extension Final 1 72°C 5-15 min
Enfriamiento L 4°C L

*Durante el paso de desnaturalizacién inicial la enzima recupera su actividad.
**Qptimice el tiempo, la temperatura y el nimero de ciclos (ver Punto 7).

9. INFORMACION PARA PEDIDOS

7. GUIA PARA EL PROGRAMA DE AMPLIFICACION

Desnaturalizacién Inicial- Si el paso de desnaturalizacion inicial es incompleto
se reducira la eficiencia de la reaccién de amplificacion. Para la activacion de la
BIOTOOLS HotSplit DNA Polymerase se requiere una fase de
desnaturalizacion de 5 min a 94-95 °C. Para moldes con elevado contenido de
G+C suele ser necesario incrementar el tiempo de desnaturalizacion (hasta 10 min).

Paso de Desnaturalizacion- El producto de amplificacion obtenido es menor
que el molde por lo cual este periodo es mas corto que el de desnaturalizacion inicial.
Un periodo de desnaturalizacion de 5-60 seg. a 94°C es suficiente.

Paso de Anillamiento- Para calcular la temperatura 6ptima de anillamiento se
puede emplear un gradiente de temperatura. Empiece utilizando una temperatura de
anillamiento 5°C inferior de la Tm media de ambos primers. Si los primers tienen una
temperatura de anillamiento elevada, puede utilizarse un programa de amplificacion en
dos pasos.

Paso de Extensién- Los primers una vez que han hibridado con el ADN molde se
extienden a 68-74°C. El tiempo de la fase extension estéd en funcion del tamafio del
producto de amplificacién esperado; para la BIOTOOLS HotSplit DNA Polymerase se
recomienda utilizar 60 seg. por cada 1000 bp.

Numero de Ciclos- El namero de ciclos del programa normalmente es de 25-35
ciclos. Este parametro depende de la cantidad del material de partida en la reaccion
y del rendimiento esperado. Un exceso de ciclos puede incrementar la cantidad de
productos inespecificos y reducir la eficiencia de reaccion; determine
experimentalmente el nimero de ciclos 6ptimo para cada ensayo.

Paso de Extensién Final- Una vez finalizado el ciclo de amplificacién la
muestra se puede incluir una fase de extension final a 72°C durante 5-15 min. La
ADN polimerasa rellena los extremos de los productos recientemente sintetizados y
afiade oligonucledtidos de adenina extra en el extremo 3"de los amplicones.

8. SOLUCION DE PROBLEMAS

de la reaccion

Problema | Causa Recomendacion
Error de pipeteo o Verifique la concentracion y condiciones de almacenamiento de
ausencia de algtin dNTPs, primers, etc.
reactivo Repita el ensayo asegurandose de que no falte ningln reactivo.
Verifique la calidad y cantidad del molde; no utilice ADN
degradado.
Problemas con el ADN ) . o .
molde Si sospecha la presencia de inhibidores en la muestra, repita la
PCR utilizando una dilucién del molde o una alicuota diferente.
Problemas con los Revise el disefio de los primers y sus condiciones de
primers almacenamiento. Evite aquellos disefios proclives a la
formacién de dimeros (ver disefio de primers).
Verifique que los primers no se encuentren degradados
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida.
Repita la PCR con diferente concentracion de primers de 0.1-
0.5 UM en incrementos de 0.1 pM.
Ausencia de
amplificacién o Concentracién no Repita la PCR con diferente concentracién de MgCl, entre 1.5-4
baja eficiencia 6éptima de Mg** mM en incrementos de 0.25 mM.

Concentracion de
enzima insuficiente

Aumente la concentracion de enzima en incrementos de 0.2 U

Programa de PCR no
optimo

Verifique los siguientes parametros del ciclado (ver Punto 7):
Desnaturalizacion- Para la activacion de la enzima sera
necesario un periodo minimo de 5 min a 94 °C.

Anillamiento- Optimice la temperatura de anillamiento y el
tiempo.

Tiempo de extensién- Incremente la fase de extension en
incrementos de 30 seg.

Numero de ciclos- incremente el numero de ciclos en
incrementos de 5 ciclos.

Bandas de
amplificacion
inespecificas o
smear

Problemas con los
primers

Revise el disefio de los primers y sus condiciones de
almacenamiento. Verifique que los primers no se encuentren
degradados mediante electroforesis en gel de poliacrilamida.

Reduzca la concentracion de primers, decrementos de 0.1 pM.

Exceso de ADN molde

Utilice una cantidad de molde inferior.

Concentracién de enzima
elevada

Optimice la concentracién de enzima para su ensayo.

Programa de PCR no
optimo

Incremente la temperatura de anillamiento de los primers y/o
reduzca el tiempo de esta etapa.

Reduzca el nimero de ciclos.

Concentracién de Mg**

Reduzca la concentracién de Mg™ en decrementos de 0.25 mM.

Amplificacion
en NTC

Contaminacién

Si en el NTC aparecen bandas o smear cambie de reactivos.

Referencias

Componentes

4549 4550
Biotools HotSplit DNA Polymerase (5 U/pl) 500 U 2x 500U
10X Reaction Buffer MgCl, FREE 2x1.8ml 3x1.8ml
50 mM MgCl, Solution 2x1.8ml 2x1.8ml
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