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Fidelio - Buffer de Mayor Fidelidad para PCR
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Introduccion:

La exactitud de la secuencia en la amplificacion de DNA es importante en el clonado, la expresion de genes y otras
aplicaciones. El buffer Fidelio 5X incrementa la fidelidad de las reacciones de PCR (Polymerase Chain Reaction)
disminuyendo en mas de 50% la incorporacion de nucleotidos erréneos cuando se utiliza Taq Polimerasa. También puede
emplearse para detectar SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) mediante ARMS™ (Amplification Refractory Mutation
System), es decir, el uso de primers con diferentes bases alternativas en la posicion 3'.

Coeficiente de error de la Taq Polimerasa (Método Lac/):
Buffer tradicional: ~5.5x10° (frecuencia de mutacion/bp/duplicacion)
Buffer Fidelio 5X: ~1.4x10° (frecuencia de mutacién/bp/duplicacion)

Meétodo Lacl

El método de Lacl (Ref. 1) consiste en la amplificacion del gen represor Lac/ del operon lactosa y su posterior clonado
upstream del gen LacZ. Las errores en la amplificacion de Lac/ se evidencian como colonias azules (no reprimidas) sobre las
colonias normales blancas (reprimidas) en placas con X-Gal (Fig.1).

Fig.1 Las colonias azules representan mutantes.

Elbuffer actia sobre la seleccion del nucledtido correcto por parte de la enzima polimerasa antes de su incorporacién y es por
lo tanto independiente de la presencia o no de actividad proof-reading.

Presentacion:
1mL Buffer 5X (tapa roja @)

Utilizacion:

Reemplazar el buffer usual de la PCR por Fidelio 5X (Ej.:10 pL para 50 pL final). El buffer incluye 7.5 mM MgCl, (1.5 mM final).
Su alta densidad y el colorante rojo permiten sembrar el producto de PCR directamente en el gel. No es necesario modificar la
T°de annealing habitual.

Ejempilo:
Deteccion de SNPs




Standard Fidelio5X
AG TC AGTTC

Fig.1 Amplificacion de una region de mtDNA humano con los 4 primers alternativos complementarios a la posicién 16311 con buffer standard
(izquierda) y buffer Fidelio 5X (derecha). Sélo el primer homdlogo G amplifica, detectando la transicion TxC a la secuencia standard de Anderson.

Templado:
...CACATAAAGCCAATTTACCCTGT...

Primers alternativos:

A: ACGGTAAATGGCTTTATGTA
G: ACGGTAAATGGCTTTATGTG
T: ACGGTAAATGGCTTTATGTT

C:ACGGTAAATGGCTTTATGTC

Recomendaciones:
Al excluirse numerosas copias erroneas el rendimiento de producto final puede ser algo menor silas condiciones de reaccioén
no son éptimas.
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