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BIOTOOLS ULTRATOOLS DNA
POLYMERASE (5U/pl)

REF. FORMATO CONTENIDO

BIOTOOLS Ultratools DNA Polymerase (5 U/ul)
4552 100U 10X Reaction Buffer MgCI2 FREE
BIOTOOLS Ultratools DNA Polymerase (5 U/ul)

4553 250U 10X Reaction Buffer MgCI2 FREE

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.
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1. DESCRIPCION

Biotools Ultratools DNA Polymerase es una ADN polimerasa de Thermus s.p.,
sometida a un exhaustivo proceso de purificacion a fin de reducir el ADN
bacteriano procedente del huésped. La enzima es una version altamente
purificada de la Biotools DNA Polymerase que se encuentra libre de material
genético contaminante, frecuentes en los extractos de proteinas recombinantes.
El proceso de purificacion minimiza los productos de amplificacién inespecificos y
los falsos positivos durante la PCR. La pureza de la proteina y ausencia de ADN
contaminante son testados en todos los lotes de enzima producidos (ver Test de
Pureza).

La Biotools Ultratools DNA Polymerase es idénea para aplicaciones que detectan
e identifican ADN de origen bacteriano, en particular para ensayos de PCR que
utilizan moldes bacterianos con bajo numero de copias y requieren una
polimerasa de alta pureza. Esta enzima es también idonea para amplificar ADN
gendmico de bacterias. La Ultratools DNA Polymerase de Biotools es de
aplicacion en el diagndstico clinico para la deteccion de enfermedades
infecciosas y desérdenes genéticos en muestras bioldgicas.

La Biotools Ultratools DNA Polymerase incluida se suministra a una
concentracién 5 U/ul en el buffer de almacenamiento. Esta concentracion
es optima para experimentos de amplificacion que requieran un volumen de
reaccion reducido.

Aplicaciones del producto:
¢ PCR altamente especificas
e PCR de moldes con bajo nimero de copias
¢ PCR de moldes bacterianos
« Diagnostico clinico de enfermedades infecciosas
e PCR estandar y gPCR

Test de pureza: El control de calidad de los lotes producidos de Ultratools DNA
Polymerase, ademéas de evaluar la actividad enzimética, testa la presencia de
residuos de ADN bacteriano. En el ensayo se amplifican regiones altamente
conservadas del gen ribosomal 16S en ausencia y presencia de molde.

2. CARACTERISTICAS DE LA ENZIMA

10-40 mU/ul
1 kb/min a 72°C

Concentracion de trabajo .
indice de extension:

Tamafio de amplicones generado. Hasta 5 Kb
Tipo de CloN@Je: .....oeveveeeieieeerecrcceee e TIA
Actividad endonucleasa:.............ccccceeevviiiicnine No
Actividad reverse transcriptase: .............ccocooeee No
Actividad 5'—3’exonucleasa:.........ccceccrceereenne Si
Actividad 3'—5’exonucleasa:...........cc.ccoveieinne No
Actividad tipo nicking: .........ccoccovviiniiniinicine No

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. Evitar la
exposicion a cambios de temperatura frecuentes.

www.biotools.eu

4. ESPECIFICACIONES DEL PRODUCTO

Definicion de Unidad- cantidad de enzima que incorpora 10 nanomoles 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,
Triton X-100 0.1% y glycerol 50% (Vv/v).

10X Reaction Buffer- Tris-HCI 750 mM (pH 9.0), KCI 500 mM y (NH,),SO, 200
mM.

5. CONSIDERACIONES GENERALES

Concentracién de Enzima

Biotools Ultratools DNA Polymerase es apta para su uso tanto en aplicaciones de
PCR estandar como aquellas méas especializadas. El rango de concentracion
recomendada es 10-40 mU/ul de enzima por reaccién de amplificacion; sélo para
aplicaciones especificas o cuando se buscan amplicones largos (>2 kb de ADN
gendmico) puede ser necesario incrementar la cantidad de enzima en la reaccion.

ADN Molde

Tanto la calidad como la cantidad de molde afectan la sensibilidad y eficiencia de
la reaccion de amplificacién. La utilizacién de altas concentraciones de ADN
puede favorecer el aumento de productos de reaccién inespecificos. La reaccion
de PCR puede ser inhibida por varios componentes ej. detergentes iénicos, fenol,
fluoréforos, etc. Si el molde contiene trazas de inhibidores, reduzca su presencia
diluyendo la muestra, utilizando menor cantidad, o purificando el ADN mediante
precipitacion con etanol seguido de sucesivos lavados.

Concentracion de dNTPs

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

Si se incrementa la concentracién de dNTPs en la PCR se deberd aumentar en
paralelo la concentracion de MgCl,, pues los dNTPs se comportan como
quelantes potentes del cation Mg?*

La Biotools Ultratools DNA Polymerase puede emplearse en reacciones de
amplificacion con dNTPs modificados (ej. marcados). También puede utilizarse
con dUTP u otros analogos.

Concentracion de MgCl2

El usuario debera determinar experimentalmente la concentracion o6ptima de
MgCl, para su ensayo. Nosotros recomendamos comenzar con 1.5-2 mM final
como punto de partida. Una concentracién elevada de iones Mg®* reduce la
fidelidad de copia de la polimerasa y puede inducir la formacién de productos de
amplificacion inespecificos; en tanto que una concentracién baja puede reducir el
rendimiento de la reaccion.

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

Buffer de Reaccion

El buffer de reaccién incluido ha sido especialmente formulado para llevar a cabo
todo tipo de reacciones de amplificaciéon. El objetivo del buffer es crear las
condiciones de reaccién apropiadas para que los primers anillen en un amplio
rango de temperatura.
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Disefio de los Primers

Los primers utilizados en la reaccién de amplificacién usualmente poseen 15-30
nucleétidos de largo 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 o0 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
de los cebadores puede contener bases desapareadas con el ADN molde, sin
embargo no es recomendable que esto ocurra en el extremo 3".

La cantidad 6ptima de molde y primers en la PCR debera ser determinada
experimentalmente para cada nueva combinacion de molde y primer. La
concentracién recomendada es 0.1-1.0 pM; la concentracion final efectiva se
encuentra entre 0.2-0.5 uM. Utilizar 0.2 uM final de c/u para la optimizacién inicial.

Aditivos de la Reaccion de PCR

Para amplificaciones complejas puede ser necesaria la incorporacion de agentes
adyuvantes como DMSO, betaina, formamida u otros. Tanto la enzima como el
buffer de reaccién incluidos son compatibles con la mayoria de aditivos. Tener en
cuenta que ciertos aditivos disminuyen la temperatura de melting de los primers.

6. PROTOCOLO DE USO

Nota 1: La presencia de residuos de ADN contaminante en los reactivos de PCR puede
comprometer severamente los resultados del ensayo; incluso cantidades trazas de ADN
contaminante pueden resultar en la obtencién de productos de amplificacién inespecificos, ain
en ausencia de molde. La utilizacién de la Biotools Ultratools DNA Polymerase, es sélo una
herramienta para garantizar un nivel bajo de material genético contaminante; para justificar su
utilizacién deberd asegurarse que la totalidad de reactivos y material fungible a utilizar en la
reaccion de amplificacién se encuentren libres de ADN amplificable y que el ensayo se realice
en un ambiente carente de contaminacién.

Dividir las areas de trabajo dedicadas a la manipulacién de reactivos, a la manipulaciéon de
ADN y a la amplificacién. Evitar la contaminacién por aerosoles. Utilizar material plastico estéril
y libre de nucleasas. Utilizar guantes desechables y batas de laboratorio.

Las condiciones 6ptimas deben de ser determinadas por el usuario.
Trabajar en el area de preparacion de reactivos en una cabina de flujo laminar.

1. Descongelar y mantener los reactivos en hielo. Una vez descongelados
mezclar y centrifugar.

2. Preparar la master mix siguiendo las instrucciones de la Tabla 1. En cada
experimento incluir al menos un control negativo (sin ADN molde).

3. Mezclar la master mix y mantener en hielo. Dispensar el volumen apropiado de
master mix en cada vial de reaccion.

Tabla 1. Preparacién de la Master Mix

COMPONENTE Concentracién Final 50 pl rxn
Master Mix
Biotools Ultratools DNA Polymerase (5U/ pl) 10-40 mU/pl 0.1-0.4 pl
10X Reaction Buffer 1X 5ul
50mM MgCl, Solution 1.5-4mM 1.5-4
dNTP Mix 10 mM each 200 pM de clu 1l
Primer A 0.1-0.5 pM x ul
Primer B 0.1-0.5 pM xul
Molde de ADN variable variable
Agua estéril libre de nucleasas - Hasta 50 pl

Continuar en el area de purificacién de ADN.
4. Afadir el ADN molde a cada vial de reaccion. Cerrar los viales y mezclar suavemente.
Continuar en el area de amplificacion o PCR

5. Programar el termociclador segun la guia de la Tabla 2 (ver Punto 7). Colocar
los viales en el termociclador y ejecutar el programa seleccionado.

Tabla 2. Programa de Amplificacion Estandard

PASOS N° CICLOS TEMPERATURA TIEMPO
Desnaturalizacién 1 94°C 3.5 min*
Inicial - min
Desnaturalizacién 94°C 5-60 seg
Anillamiento 25-35%* Tw-5°C 30-60 seg
Extension 72°C 60 seg/1 kb
Extension Final 1 72°C 5-15 min
Enfriamiento o0 4°C o0

*Dependiendo del molde de ADN (ver Punto 7).
**Optimice el tiempo, la temperatura y el nimero de ciclos de la PCR (ver Punto 7).

7. GUIA PARA EL PROGRAMA DE AMPLIFICACION

Desnaturalizacion Inicial-La desnaturalizacion inicial no debe prolongarse mas
de lo necesario a fin de evitar la inactivacion enzimatica. Sin embargo, si la
desnaturalizacion del molde es insuficiente, se afectara la eficiencia y el
rendimiento de la reaccion. Generalmente 3-5 min a 94°C suele ser suficiente;
para moldes con elevado contenido de G+C prolongar esta etapa (< 10 min).
Paso de Desnaturalizacion-El producto de amplificaciéon 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- Para calcular la temperatura 6ptima de anillamiento se
puede emplear un gradiente de temperatura. Comenzar seleccionando una
temperatura 5°C < T, de los primers; si los primers poseen Tm elevadas, puede
escoger un programa de amplificacion en dos etapas.

Paso de Extension-El paso de extension del ADN molde se realiza a 70-74°C. El
tiempo de esta etapa estd en funcién del tamafio del producto de amplificacion
esperado, para la Biotools Ultratools DNA Polymerase se recomienda 1 min/kb.
Numero de Ciclos-El nimero de ciclos de de amplificaciéon a seleccionar suele
ser de 25-35. Este parametro depende de la concentracién del molde en la
reaccion y del rendimiento esperado. El incremento en el nimero de ciclos puede
generar productos inespecificos que reducen la eficiencia de la reaccion.
Determinar experimentalmente el nimero de ciclos 6ptimo para cada ensayo.
Paso de Extensién Final-Una vez finalizado el ciclo de amplificacion la muestra
se debe de incubar a 72°C durante 5-15 min. Durante esta etapa 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

Ausencia de amplificacién o baja eficiencia de reaccién

1. Corroborar la calidad y cantidad del ADN. Corroborar la calidad y
cantidad del molde mediante electroforesis en gel de agarosa o por
fluorimetria. En caso necesario puede realizarse una extraccion organica
seguida de precipitacion con etanol para eliminar inhibidores. Un exceso
de ADN puede reducir el rendimiento de la reaccion.

Si el molde presenta una porcentaje elevado de G+C o de estructuras
secundarias puede ser necesario adicionar aditivos como el DMSO.

2. Problema con los primers. Disefiar primers con una temperatura de

anillamiento superior y que no formen horquillas y/o dimeros de primers.
Verificar la degradacion de los primers mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida.
Si bien una baja concentracién de primers puede evitar la formacion de
dimeros, se requiere una concentracion suficiente de cebadores para el
correcto rendimiento de la PCR. En caso necesario incrementar la
concentracion de primers especificos en incrementos de 0.1 pM.

3. Concentracion de enzima inadecuada. Incrementar en 0.2 U/rxn.

4. Concentracion de MgCl, insuficiente. Optimizar la concentracién de
iones Mg?* entre 1.5-4 mM.

5. Programacion inadecuada de la PCR.

Prolongar la desnaturalizacién inicial hasta 8 min.

Reducir la temperatura de anillamiento con reducciones de 2°C.

Realizar un nimero de ciclos adicionales en incrementos de 5 ciclos.
Incrementar el tiempo de extensiéon en incrementos de 30 seg.
Generalmente 60 seg/kb del amplicén suelen ser suficientes.

6. Error de pipeteo o ausencia de algin componente de reaccién.
Repetir la PCR. Verificar las concentraciones y condiciones de
almacenamiento de los reactivos.

Productos de amplificacion inespecificos o smear

1. Exceso de molde. Corroborar la concentracion de ADN molde mediante
electroforesis en gel de agarosa o por fluorimetria. Reducir la cantidad
de ADN en la mezcla de reaccion.

2. Ajustar la cantidad de enzima. Reducir la concentraciéon final de
enzima en la reaccion, en reducciones de 0.2U.

3. Optimizar la concentracién de MgCl,. Reducir la concentracién de
iones magnesio en la reaccion.

4. Problema con los primers. Corroborar que los primers no se
encuentren degradados realizando una electroforesis en gel de
poliacrilamida desnaturalizante.

Disefiar nuevos primers con una Tm superior y que no formen horquillas
y/o dimeros de primers.
Reducir la concentracion final de primers en la reaccion.

5. Programa de amplificacion inadecuado.

Incrementar la temperatura de anillamiento, en incrementos de 2°C.
Reducir el nimero de ciclos, en decrementos de 5 ciclos.

6. Problema de Contaminacién. Si en el control negativo de reaccion (sin
ADN) observa banda de amplificacion o smear, repetir en ensayo
cambiando los reactivos y siguiendo las instrucciones de la Nota 1.

9. INFORMACION PARA PEDIDOS

Componentes

Referencias

Biotools Ultratools DNA Polymerase (5 U/ul)

10X Reaction Buffer MgCl, FREE

50 mM MgCl, Solution

4552 4553
100 U 250U
1.8ml 1.8ml
1.8ml 1.8ml
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