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Presentacion

La biologia molecular es un area en constante desarrollo y con la aplicacion de sus
técnicas se han podido explicar procesos bioldgicos fundamentales en diferentes
organismos. La deteccion y cuantificacion especifica de material genético y de su
expresion génica han mostrado una significativa utilidad en areas de la salud, de
ciencias forenses, ciencias agricolas, etc. La biologia molecular permite abordar
el conocimiento de la biodiversidad, la evolucion, la taxonomia y la conservacion
de especies, también, estudiar especimenes de museo, por tanto, facilita la
comparacion y recuperacion de informacion de diferentes escalas temporales, 1o
cual tiene aplicacion en biologia y arqueologia.

En este libro se ofrece un esbozo de herramientas basicas de la biologia molecular,
asi como principios tedricos y protocolos de funcionamiento. Estas herramientas
hacen parte de la rutina constante de las investigaciones bioldgicas, es asi como
se aborda la extraccion de acidos nucleicos y su cuantificacion, la amplificacion
de ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa, la PCR en tiempo real y
el analisis de secuencias de ADN.

Este texto nace como una iniciativa de proveer una segunda entrega relacionada
con la experiencia de trabajo del grupo de Investigacion Bioforense del
Tecnolégico de Antioquia I. U, con el fin de suministrar informacion basica
en espanol para el entendimiento de los principios y/o protocolos de uso de
equipos y herramientas empleados para el analisis de biologia molecular, que se
han estandarizado para el trabajo de investigaciéon del grupo.

Este trabajo esta dirigido a aprendices de areas bioldgicas y de la salud e
investigadores que se inicien en este campo y requieran utilizar técnicas de
biologia molecular y bioinformatica para estudios de identificacion molecular,
variabilidad genética, ensayos clinicos o expresion génica.

Bloforens?§@






Principios teorico-practicos de analisis de biologia molecular:
desde el aislamiento del ADN al analisis de secuencias
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acidos nucleicos
"""""" Giovan . Gomez
Microbidlogo y Bioanalista
Doctor en Ciencias Basicas Biomédicas
Profesor Asociado
Universidad Nacional de Colombia
Sede de La Paz

Introduccion

Los acidos nucleicos son grandes polimeros formados por nucleétidos,
como el acido desoxirribonucleico (ADN] y el acido ribonucleico (ARN]. La
extraccion de estas moléculas de las células, es un paso esencial para su
utilizacion efectiva en las diversas técnicas moleculares. El objetivo principal
es aislar el ADN o ARN del resto de los componentes celulares, como
carbohidratos, lipidos y proteinas, que son mas abundantes que los acidos
nucleicos en las células. La seleccion de la molécula para trabajar, ADN o ARN,
depende del objeto de estudio; por ejemplo, para estudios de busqueda de
genes, expresion de genes o transcriptomica se elige el ARN, mientras que el
ADN se selecciona con propositos de identificacion genética y busqueda de
mutaciones, entre otros.

La optimizacion del protocolo de extraccion, de acuerdo con la
naturaleza de la muestra bioldgica de partida y la molécula de interés (ADN
o ARN]J, es relevante para garantizar los mejores resultados. El avance hacia
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la secuenciacién de nueva generacion (NGS) ha permitido acceder a gran
cantidad de datos gendmicos (ADN] y transcriptomicos (ARN] de una muestra
bioldgica, con objetivos de diagnostico o investigacion cientifica. En este
sentido, la capacidad de aislar ADN y ARN de alta calidad es cada vez mas
importante.

El ADN es una doble hélice fisicamente fragil dado su alto peso molecular.
En solucion, el ADN de doble cadena forma una estructura rigida enrollada
aleatoriamente, en donde las dos hebras permanecen unidas principalmente
mediante puentes de hidrogeno entre las bases nitrogenadas que generan la
estructura helicoidal, y los nucledtidos de cada hebra se encuentran unidos
por enlaces fosfodiéster cargados negativamente (Watson y Crick, 1953). Por su
parte, el ARN generalmente se encuentra en forma de cadena sencilla, aunque
suele formar estructuras secundarias de doble hélice por autoapareamiento
de regiones complementarias (Elliott y Ladomery, 2017). En comparacién con
el ADN, el ARN es una molécula fragil y susceptible a degradacion por enzimas
como las ARNasas.

Se han descrito diversos métodos de extraccidon cuya seleccion dependera
de variables como: 1) el acido nucleico de interés: ADN de doble cadena
(ADNdSs], ADN de cadena sencilla (ADNss], ARN total, ARN mensajero (ARNm),
ARN ribosomal (ARNr], ARN de transferencia o ARN no codificante (ARNNc]); 2]
el tipo de organismo (insectos, plantas, bacterias, virus, humanos, etc.); 3] la
fuente de acido nucleico (hueso, patas, abdomen, un fluido bioldgico, etc.];
4] las condiciones especiales, de acuerdo con las técnicas moleculares que
utilizaran el acido nucleico y 5) el estado de preservacion de la muestra.

Extraccion de ADN

Se han desarrollado diversos protocolos, comerciales y no comerciales,
con la finalidad principal de obtener ADN de calidad y en una cantidad
aceptable para trabajos subsecuentes, libre de inhibidores potenciales
que puedan afectar otras técnicas moleculares. Estos métodos se basan en
estrategias que aprovechan el conocimiento molecular del ADN. Por ejemplo,
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dada la carga negativa de la molécula del ADN conferida por los grupos
fosfato en cada nucledtido que se repelen en la doble hélice, la molécula del
ADN puede disolverse en soluciones acuosas donde las moléculas de agua
forman una capa hidratante alrededor del ADN. En contraste, en presencia de
etanol se rompe la capa hidratante y quedan expuestos los grupos fosfato,
lo cual favorece la unién de cationes, como el Na*, que reducen las fuerzas
repulsivas entre los nucledétidos y permiten que el ADN se precipite. A su vez,
la carga negativa del ADN permite que se pueda unir a moléculas y matrices
inorganicas cargadas positivamente.

Los métodos no comerciales, introducidos en la década de 1950, utilizan
solventes organicos para separar las proteinas del ADN vy, una vez suspendido
en fase acuosa, aislarlo por precipitacion con etanol. Aunque son mas
econoémicos que los métodos comerciales, generalmente requieren mayor
tiempo y no logran obtener un ADN tan puro. En laboratorios de recursos
limitados, los métodos no comerciales se convierten asi en una alternativa
interesante para poder aislar la molécula.

Los métodos comerciales, por su parte, se introdujeron en la década
de 1990, y se caracterizan por obtener un ADN de alta concentracion y
calidad. Estos métodos emplean matrices inorganicas compactas cargadas
positivamente con capacidad de retener el ADN vy separarlo del resto de los
componentes celulares, y posibles inhibidores. Algunos de estos métodos
emplean membranas de silice y otros, perlas magnéticas. Estos soportes
absorben el ADN mientras se llevan a cabo otros pasos que permiten la
eliminacion de proteinas, lipidos, entre otras biomoléculas. Generalmente,
entre los componentes de los kits comerciales se encuentran soluciones de
lisis, de lavado y de elucién del ADN.

De acuerdo con el modelo de estudio, es recomendable conocer los
métodos de extraccion para seleccionar el que mejor se adapte a las
necesidadesy los recursos disponibles. Por ejemplo, en el caso de la extraccion
de ADN de insectos, se han reportado mas de diez opciones (Asghar et
al., 2015). En general, los métodos de extraccion de ADN comerciales y no
comerciales se componen de fases similares, que se describen a continuacion:
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Homogenizacion

Durante esta fase, se busca romper las uniones celulares para facilitar la
interaccion con las soluciones que se utilicen en el proceso de extraccion. Esta
fase puede darse mediante el uso de métodos fisicos (mecanicos), quimicos
0 enzimaticos.

En el caso de la homogenizacion mecanica, las muestras frescas, no
congeladas, pequefnasy de tejidos blandos se pueden someter alamaceracion
con ayuda de homogenizadores electrénicos, con pistilos de plastico, y un
poco de soluciéon amortiguadora de lisis que disgrega la muestra mediante
friccion con la pared del tubo que la contiene. A causa de la friccion se libera
calor que puede fragmentar el ADN, por lo que se recomienda el uso de
camas de hielo durante el proceso.

Los homogenizadores de tejidos utilizan altas velocidades para agitar los
tubos que contienen las muestras y pueden o no emplear perlas de vidrio
para potencializar el proceso. Algunos homogenizadores permiten procesar
al tiempo uno o mas platos de 96 muestras cada uno, lo que disminuye
significativamente el tiempo de procesamiento. En el caso de tejidos
congelados, se recomienda que el tejido se macere en presencia de nitrogeno
liquido para evitar la formacion de cristales en el interior celular y la accion
de ADNasas, que degradarian el ADN en cuanto la muestra se descongele y
entre en contacto con la solucion de lisis. La muestra es entonces macerada
contra un mortero de porcelana o se somete a homogenizadores de tejidos
hasta obtener un material pulverizado. El nitrégeno liquido también puede
ser utilizado en muestras frescas para facilitar la fase de homogenizacion, por
ejemplo, en tejidos con pared celular como los vegetales, o con quitina como
los artréopodos, que pueden ser mas dificiles de macerar.

Por su parte, la homogenizacion quimica consiste en utilizar reactivos
quimicos como detergentes (p. ej. SDS), proteasas y agentes caotropicos (p.
ej. sales de guanidina) que rompen las uniones celulares e incluso alcanzan a
romper la membrana celular. Este método puede ser util cuando se trabaja

Capitulo 1. Extraccion de acidos nucleicos




Principios teorico-practicos de analisis de biologia molecular:
desde el aislamiento del ADN al analisis de secuencias

con muestras pequenas de tejidos frescos, fluidos como la sangre o bacterias.
La cantidad de muestra de partida es critica en la homogenizacién quimica,
dado que el sistema puede sobresaturarse y, como resultado, generar un
rendimiento bajo durante la extraccion. Por lo anterior, es ideal estandarizar
la cantidad de muestra de partida que garantice mayor eficiencia en
concentracion y calidad del ADN.

En la homogenizacidn enzimatica se utilizan tratamientos que pueden
incluir lisozima, zimolasa, liticasa, proteinasa K, colagenasa, lipasa, entre otras.
Generalmente, estos métodos se combinan con la homogenizacidon mecanica
O quimica para potenciar el proceso. Los tratamientos enzimaticos pueden
ser adecuados para un procesamiento de alto rendimiento, pero pueden
tener un costo por muestra mas alto en comparacion con otros métodos de
homogenizacion.

Lisis celular

Enestepasose utilizandetergentes, solucionesbasicas,agentes caotropicos,
aligual que incubaciones a temperaturas ambientes o altas (56-95 centigrados)
en bafo Maria o seco, que rompen la pared, la membrana celular y nuclear
para liberar el material genético. Uno de los componentes de las soluciones
de lisis, sean comerciales o no, es el acido etilendiaminotetraacético, también
denominado EDTA, un agente quelante que se une a iones de Mg+ e inhibe
la actividad de ADNasas y otras enzimas.

Separacion del ADN de proteinas y lipidos

En el caso de los métodos no comerciales, después de un tiempo de
incubacion en la solucion de lisis, los componentes celulares como proteinas
y lipidos se separan del ADN mediante centrifugacion y solventes organicos.
Mientras que los lipidos y proteinas se separan en solventes organicos (alcohol
isoamilico, cloroformo, fenol y otros), el ADN, gracias a sus grupos fosfato, se
separa en medios acuosos.
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En los métodos comerciales, la solucion de lisis se mezcla con una solucion
de unién que estabiliza el pH requerido y las condiciones quimicas necesarias
para el funcionamiento éptimo de la matriz, segun la tipologia; ademas, se
adiciona etanol a la solucién de unidn para eliminar la capa hidratante del ADN
y exponer los grupos fosfato que facilitan la adsorcion del ADN a la membrana
cargada positivamente; esta membrana, que constituye la base para la union
del ADN, puede ser de silice, celulosa o de intercambio idnico, segun el kit
comercial.

Cada tipo de membrana y kit comercial tienen caracteristicas quimicas
que pueden influenciar la eficiencia y pureza durante el aislamiento del
ADN, por lo que se recomienda leer cuidadosamente el inserto de cada kit
comercial para incrementar la eficiencia de este paso bajo las condiciones
sefaladas por los fabricantes. Por su parte, proteinas y lipidos se eliminan por
ciclos sucesivos de lavado y centrifugacion, mientras el ADN sigue unido a la
matriz. Algunos métodos comerciales utilizan, en vez de membranas de silice,
perlas magnéticas cargadas positivamente (mediante su inmersidon en una
solucion amortiguadora acida) que atraen el ADN y lo retienen en la pared del
microtubo, lo que permite separarlo de proteinas vy lipidos (con baja afinidad
por las perlas) que se eliminan en los lavados sucesivos.

Obtencion del ADN

En los métodos no comerciales, el ADN es recuperado después de la
eliminacion de proteinas vy lipidos. La adicion de etanol y de soluciones con
altas concentraciones de iones de sodio y amonio, que se unen a los grupos
fosfato, reduce las fuerzas repulsivas entre las cadenas de ADN y permite que
se pliegue sobre si mismo haciéndolo insoluble. Asi, mediante centrifugacion,
el ADN se precipita y puede ser lavado con isopropanol o etanol al 70 %,
que luego se elimina por evaporacion para prevenir la inhibicion enzimatica
en técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa,
también conocida como PCR. Finalmente, el ADN es resuspendido mediante
hidratacion con una solucion amortiguadora como el Tris-HCl a 10 mM y EDTA
a 0,1 M (TE) a un pH de 8,0, en el cual puede ser almacenado. Es importante
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considerar la seleccion de la solucion amortiguadora de elucion, de acuerdo
con el trabajo que se desee realizar posteriormente en cuanto a técnicas
moleculares: la solucion amortiguadora TE, al contener EDTA, puede inhibir la
actividad de potenciales nucleasas contaminantes que degraden el ADN vy, a
su vez, no tiene un gran impacto en el resultado de otras técnicas moleculares,
por lo cual es altamente recomendable. El almacenamiento en agua libre de
nucleasas puede conducir con el tiempo a degradaciéon del ADN, ya que por
la naturaleza acida de la molécula se produce autohidrolisis. Se debe evitar
el pipeteo o una agitacion agresiva para no fragmentar el ADN de alto peso
molecular. Se recomienda entonces incubar a 55 centigrados con agitacion
suave para lograr la resuspension.

En los métodos comerciales basados en membrana, una vez el ADN se ha
unido a esta, se deshidrata con soluciones de lavado y ciclos de centrifugacion.
Las soluciones amortiguadoras de lavado generalmente contienen alcoholes
que remueven proteinas, sales y otros contaminantes de la muestra y, ademas,
promueven la interaccion del ADN con la membrana. Luego, se agrega
una solucion de elucidon que disminuye la fuerza idnica, cambia el pH de la
membrana y libera el ADN de la membrana. Finalmente, el ADN es incubado
por un tiempo corto para su hidratacion, y se realiza una centrifugacion para
resuspension (Figura 1).

En los métodos comerciales basados en perlas magnéticas, se utiliza una
solucioén de Tris-HCI 10 mM a pH 8,5 para neutralizar la carga de las perlas; asi,
el ADN se separa de las perlas y se transfiere a un tubo.
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Figural
Fases de la extraccion de ADN con un método comercial basado en
membrana

Unién del
Homogenizaciéon . Lisis celular » ADN a ‘ Lavado » Elucién
membrana

Fuente: EPRUI Biotech Co. Ltd. (2018).

Extraccion de ARN

Existen diferentes subpoblaciones de ARN identificadas en la actualidad,
entre las que encontramos el ARN ribosomal, el ARN mensajero (ARNm), el ARN
de transferencia (ARNt), los no codificantes como los microARN, los sSnRNA y
SNORNA, etc. Por su alta susceptibilidad a la degradacion por ribonucleasas,
ARNasas, es uno de los aspectos mas importantes por controlar durante y
después del proceso de extraccion de este acido nucleico. Las ARNasas
tienen caracteristicas como su gran actividad catalitica, resistencia al calor,
actividad dentro de un amplio rango de pH, entre otras. Otro de los retos
durante la extraccion de ARN es su cantidad en la célula. El contenido de ARN
total en una célula es muy bajo, con aproximadamente 10-30 pg, de los cuales
menos del 5 % corresponde a ARNm (Sambrook et al., 2001). Por lo tanto, una
pequena contaminacion con ARNasas puede representar un problema grave
en el proceso.
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El tipo de muestra, el proceso de recoleccion, la cantidad de células, el
volumen de muestra que se extrae y la conservacion optima (que requiere
mantener la cadena de frio) influyen en las caracteristicas del ARN extraido.
Se han desarrollado diversas metodologias para extraer ARN que recuperan
el ARN total (Farrell, 2017). Con métodos no comerciales el rendimiento se
puede ver afectado por la alta manipulacion durante los diferentes pasos, e
incluyen el uso de solventes organicos como tiocianato de guanidinio, fenol
y cloroformo. La extraccion con solventes organicos incluye la degradacion
de las proteinas del homogenizado celular y la eliminacién de componentes
no hidrosolubles mediante una separacion de fases con distinta solubilidad;
una fase organica y una acuosa, en esta ultima se espera encontrar el ARN.
Otra alternativa es la separacion del ARN mediante ultracentrifugacion en
un gradiente de cloruro de cesio (CICs), que provoca la precipitacion del
ARN debido a su densidad, luego, el ARN se retira cuidadosamente con
pipeta Pasteur y se purifica mediante pasos de precipitacion con etanol y
centrifugacion.

En la actualidad existen métodos no comerciales (Figura 2] que requieren
una marcada manipulacion de las muestras (Hung y Stumph, 2011). Los
métodos comerciales agilizan el procedimiento con reactivos y métodos
fisicos novedosos que, aunados, reducen los riesgos de obtener un ARN de
mala calidad e incrementan la reproducibilidad y calidad de los resultados
(De Wever et al., 2020]. También se cuenta con la extraccidn robotizada de
ARN, basada en equipos que automatizan el proceso (Al-Saud et al., 2020],
como el QlAcube de la empresa QIAGEN. Es de resaltar que en la literatura
se encuentran métodos no comerciales de extraccion de ARN para algunas
muestras bioldgicas que han rendido resultados similares a los metodos
comerciales (Goyal et al., 2020; Hazman et al., 2020; Steinmetz et al., 2020;
Sullivan et al., 2020).
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Figura 2
Fases de la extraccion de ARN con un método no comercial

Homogenizacién/ Separacién de Extraccién/ y
Lisis - fases - precipitacién m)  Resuspension

7
R
Q Fenol/tiocianato
de guanidina

Muestra biolégica

ey’

—_— —_— —
Cloroformo Isopropanol Soluciéon TE

Fuente: Adaptado de Schwiesow (2020)

Las metodologias de extraccion de ARN siguen fases similares a los
métodos de extraccion de ADN; sin embargo, dadas las caracteristicas
quimicas de esta molécula se recomienda:

* Mantener la cadena de frio a la hora de transportar la muestra, de
preferencia usar nitrogeno liquido.

» Utilizar recipientes de plasticos, estériles y libres de ARNasas.

e Utilizar soluciones libres de ARNasas. Se recomienda el tratamiento
de las soluciones con dietil pirocarbonato (DEPC]), un agente alquilante
que inactiva las ARNasas. Otra alternativa es usar agentes caotropicos
potentes, como las sales de guanidio (tiocionato de guanidio 4M), que
desnaturalizan las proteinas durante el proceso de extraccion.

* Seleccionar adecuadamente un método de homogenizaciéon de acuerdo
con la muestra bioldgica, por lo que se recomienda revisar la literatura
especifica de su modelo de estudio para la toma de decisiones.

* Asegurar en todo el proceso la inhibicion de las ARNasas con enzimas que
demuestren compatibilidad con las soluciones amortiguadoras en todas
las fases de extraccion.
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* Seleccionar un método adecuado para la remocién de proteinas.

* Seleccionar un método para concentrar el ARN. Entre estos métodos
se puede utilizar la precipitacion con combinaciones de sal y alcohol.
A diferencia del ADN, la precipitacion del ARN es mas lenta, por lo que
requiere periodos de incubacion largos a —20° C.

* Tratar la muestra con enzimas de degradacion de ADN (ADNasa) para
eliminar excesos de esta molécula.

* Seleccionar un método apropiado para almacenar las muestras de ARN,
preferiblemente a bajas temperaturas (-20 °C 0 -80°C). Un almacenamiento
inadecuado resultara en una degradacion rapida del ARN.

Una vez aislado, se espera obtener ARN no degradado y en cantidad
suficiente para ser analizado mediante otras técnicas moleculares de
acuerdo con los objetivos de estudio o diagndstico. Tipicamente, el ARN es
transformado a ADN mediante una PCR con transcripciéon inversa (RT-PCR,
por sus siglas en inglés), una variante de la PCR convencional donde se lleva
a cabo una transcripcion inversa con una retrotranscriptasa que, a partir de
acido ribonucleico [ARN], sintetiza ADN complementario (ADNc], con el cual
se realiza(n) posteriormente la(s) PCR(s] correspondiente(s). De esta forma, se
pueden amplificar las moléculas de ARN de interés que se encontraban en la
muestra bioldgica.

Verificacion de los acidos nucleicos extraidos

Independientemente del método de extraccidon empleado, es importante
conocer la cantidad, calidad e integridad de los acidos nucleicos antes de
proceder a utilizarlo en otras técnicas moleculares. Para verificar la cantidad y
calidad del ADN o ARN, existen métodos indirectos como la espectrofotometria
y fluorometria [ver capitulo 2), lo cuales cuantifican la absorbancia de la muestra
a 260 nmy 280 nm y como referencia, la relacion 260/280 aceptada para ADN
sera de 1.8 y para ARN de 2. Por otro lado, la integralidad del ADN se puede
verificar mediante la visualizacidon de la(s) muestra(s) en una electroforesis en
gel de agarosa (Figura 3). Un ADN integro se observara como una banda cerca
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al pozo en el que se sembrd la muestra. Tipicamente, las muestras degradadas
de ADN exhiben una banda larga con un sendero luminoso en el carril. Por su
parte, la presencia y calidad del ARN total puede chequearse también por
medio de una electroforesis en gel, en donde el ARN ribosomal, por ser mas
abundante sera visualizado. La integridad del ARN puede evaluarse también
en equipos como el Bioanalizer 2100 de Agilent Technologies, el cual, con base
en los patrones de movilidad electroforética de las muestras, estima el valor
del niumero de integridad del RNA (RIN], valor que va desde 1a 10, donde 1es
el valor para una muestra de RNA totalmente degradada y 10 el valor obtenido
para una muestra intacta. Por otro lado, el sistema permite analizar el grado de
contaminacion de ADN gendmico de las muestras de RNA.

Figura 3
Geles de electroforesis de productos de extraccion de ADN y ARN
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Nota. Geles de ADN (a la izquierda) y ARN (a la derecha) a partir de células eucariotas. En
el primer o ultimo carril se encuentra el marcado de peso molecular. Se indica los ARN
ribosomales 28 S, 18 Sy 5 S. Fuente: Ma et al., (2015)

Almacenamiento de ADN y ARN

La seleccion del método de almacenamiento dependera tanto de los
recursos fisicos, como del objeto del estudio. Entre los métodos encontramos
la refrigeracion, la congelacion o la utilizacion de papeles de filtro (Prendini
et al., 2002). La refrigeracion (4 °C) se recomienda para analisis inmediatos de
ADN, mientras que la congelacion a —20° C o —80° C para una conservacion a
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largo plazo. Por su parte, la preservacion en papel filtro presenta varias ventajas
sobre los anteriores, dado que permite guardar un gran numero de muestras
sin requerir gran espacio o un gasto energético (Dash et al., 2020) que si los
requiere la refrigeracion o congelacion. Dos reglas generales para prevenir
la degradacion del ADN durante el almacenamiento son: baja temperatura
y “tan seco como sea posible”. Por lo tanto, se recomienda realizar alicuotas
de muestras de ADN liofilizadas para prevenir los ciclos de congelamiento y
descongelamiento, asi como para reducir la contaminacion con nucleasas.

En el caso del ARN, puede almacenarse a corto plazo en agua libre de
ARNasas (con 0,1 mM EDTA] o soluciéon amortiguadora TE (10 mM Tris, 1 mM
EDTA). Esta molécula es generalmente estable a —80° C por hasta un afo sin
degradacion. La adicion de EDTA a la solucidon de almacenamiento inhibe la
accion de nucleasas. A largo plazo, las muestras de ARN se pueden almacenar
a —20° C como precipitados en etanol. Sin embargo, al precipitarse, la
concentracion de ARN debe chequearse luego de la resuspension, en
especial si se requiere una concentracion precisa. EIl ARN no se dispersa de
manera uniforme en el etanol, probablemente porque forma agregados, por
lo tanto, la suspensidon no uniforme conduce a inconsistencias en la cantidad
de ARN, incluso cuando se pipetean volumenes iguales.

El mundo enfrenta un gran reto tecnoldgico en la capacidad de almacenar
los datos generados de la secuenciacion de acidos nucleicos, en especial
con el uso de tecnologias de NGS que requieren una gran capacidad de
almacenamiento computacional. En la actualidad, se avanza hacia el desarrollo
de nuevas tecnologias que ofrezcan estabilidad, uso eficiente de la energia
y sean amigables con el medio ambiente, como el almacenamiento en
polimeros organicos (Dong et al., 2020).

Conclusion y perspectivas

La extraccion de acidos nucleicos (ADN o ARN] constituye un paso crucial
para el funcionamiento adecuado de otras técnicas moleculares. Aunque
existen métodos no comerciales, mas econdmicos, demandan mayor
inversion de tiempo por parte de los operadores, y en general, resulta un
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ADN de menor calidad e integralidad. Sin embargo, segun los recursos
del laboratorio y el objetivo del estudio, las metodologias no comerciales
permitirian extraer acidos nucleicos aceptables. En contraste, los métodos
comerciales ofrecen mayores ventajas en tiempo y producto final, pero a un
mayor costo. Las tecnologias basadas en NGS requieren un acido nucleico
altamente puro, por lo que el uso de estos métodos es ideal para lograr
resultados Optimos.

La automatizacion del proceso de extraccion, actualmente disponible
a través del uso de sistemas robotizados, permite optimizar el proceso; sin
embargo, los costos elevados del equipo son una limitante para que su uso
se extienda tanto en el ambito de la investigacion como del diagnostico.
Aun asi, su utilidad y aplicabilidad son evidentes ante pandemias como la del
COVID-19, en las que se requiere la extraccion de ARN de un gran nimero de
muestras en un tiempo corto para ofrecer un diagnostico rapido (Mayer et al.,
2020]). En los ultimos afos, se han propuesto algunos métodos no comerciales
que rinden resultados muy similares a los comerciales para algunas muestras
bioldgicas, por lo cual, se recomienda su revision para valorar su aplicabilidad
en investigacion o en diagnostico.
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Introduccion
Después de realizar la extraccion del material genético de una muestra, es

necesario cuantificar la cantidad de ADN (acido desoxirribonucleico) o ARN
(&cidoribonucleico] extraido, asicomo determinar su pureza; estos parametros
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son importantes para los ensayos subsecuentes, como los basados en la PCR
(reaccidon en cadena de la polimerasa), clonacion, enzimas de restriccion,
secuenciacion de muestras de ADN, etc.

La calidad y cantidad de &acidos nucleicos son factores que van a
condicionar los tipos de aplicaciones que se puedan desarrollar tanto en
diagnostico como en investigacion. La disponibilidad de ADN gendmico puro,
no contaminado, es clave para el éxito en la mayoria de los experimentos de
biologia molecular. Por ejemplo, existen casos en los que altas concentraciones
de ADN pueden inhibir la reaccion de amplificacion por PCR, lo cual esta
relacionado principalmente con el co-aislamiento de polisacaridos, fenoles
y otros metabolitos secundarios durante la extraccion de ADN [Molinari y
Crochemore, 2001). La inhibicidn se puede prevenir al realizar diluciones de
la muestra, luego de haber cuantificado la concentracion de ADN. Por el
contrario, en casos donde se determinan bajas concentraciones, es posible
agregar mayor cantidad de muestra a la reaccion (Hedman & Radstrom, 2013),
por estas razones es importante cuantificar el producto de la extraccion de
acidos nucleicos antes de comenzar un analisis.

En el caso de técnicas moleculares basadas en la PCR, se ha demostrado
que la calidad del ADN afecta los perfiles de amplificacion, lo cual se
manifiesta principalmente en la presencia de falsos positivos y en la poca
reproducibilidad del ensayo (Atienzar et al., 2000). La calidad del material
genético depende del tipo de tejido de donde se extrae, su tiempo vy tipo
de preservacion (Gémez, 2007) y el método de eleccidn para la extraccion,
como se menciona en el capitulo 1 de este texto.

Son diversas las técnicas que permiten cuantificar la integridad (cantidad
y calidad] del ADN o ARN producto de una extraccidon, a continuacion, se
describe de forma breve el concepto metodoldgico.
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Electroforesis en gel de agarosa

Unadelastécnicasempleadasinicialmente paraevaluar la calidad y cantidad
de acidos nucleicos es la electroforesis. En ésta, la muestra se deposita en un
gel de agarosa, que luego es expuesto a un campo eléctrico para facilitar la
separacion del material genético y la migracion hacia el polo positivo, debido
a la carga negativa de los acidos nucleicos. Para la visualizacion del material,
se agrega un tinte fluorescente (como bromuro de etidio] que se liga a los
acidos nucleicos y fluoresce bajo el efecto de luz UV. En el gel se podra ver si
el material esta integro o degradado: bandas bien definidas corresponden a
material integro del mismo peso molecular y un barrido, a material degradado
(Liao et al., 2018) (Figura 4). La cantidad de ADN se mide por medio del uso
de una escala (ladder) sembrada en el gel, paralela a las muestras. Esta escala
esta compuesta por fragmentos de ADN de tamafos y cantidades conocidas
(Figura 5) con los cuales se podra comparar la intensidad de la fluorescencia
de la muestra de interés y tener una aproximacion de los nanogramos (ng) de
acido nucleico presente (Stephenson, 2016).

Figura 4
Gel de electroforesis de ADN de producto de extraccion

M 123435

ADN intacto

2000 pb
1000 pb
500 pb
250 pb
100 pb

< ADN degradado

Nota. M: marcador de peso molecular de 2000 pb. Carriles 1y 2: ADN intacto. Carriles 3 -
5: ADN degradado. Fuente: Tomado de Liao et al., 2018.

Capitulo 2. Cuantificacion de acidos nucleicos: concentracion y pureza de las muestras
y protocolo de cuantificacion mediante fluorometria con Qubit® 3.0 Fluorometer 25




Principios teodrico-practicos de analisis de biologia molecular:
desde el aislamiento del ADN al analisis de secuencias

Figura5
Escala de ADN (ladder] o marcador de peso molecular
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Nota. Mezcla de fragmentos de ADN de diferentes tamafios (en pares de bases
y cantidades (ng/ul). Cuanto mayor es la intensidad de la banda, mayor serd la
cantidad de ADN y entre mas alta es la posicion de la banda, mayor es la longitud del
fragmento. Fuente: Tomado de Enzo Life Sciences, s. f.

Esta técnica sigue en uso, principalmente en laboratorios que no disponen
de equipos para cuantificacion automatizada, sin embargo es una técnica que
consume tiempo, debido a que se hace necesario preparar el gel y realizar
el proceso de electroforesis, que en promedio puede tomar 45 minutos
aproximadamente.
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Electroforesis capilar en gel

La cuantificacion de ADN mediante electroforesis capilar en gel es similar
a la cuantificacién de ADN por electroforesis en gel, excepto que la cantidad
de muestra que se necesita es menor (1-2 ul]. Por tratarse de un proceso
automatizado toma menos tiempo (entre 3 - 30 min.}, ademas tiene una mayor
resolucion al separar moléculas mas proximas en tamafo (Lian y Zhao, 2016).

La electroforesis capilar se lleva a cabo en un tubo capilar con un diametro
entre 50 a 100 um y una longitud que varia de 20 a 50 cm. Cada terminacion
del capilar se sumerge en un reservorio con un electrodo y un electrdlito.
El capilar se puede llenar con un gel de poliacrilamida fijo o un gel liquido
bombeable, una punta se sumerge en una solucién de la muestra (Figura 6).
Para introducir la muestra dentro del capilar se aplica un campo eléctrico o
presion. La migracion de la muestra a través del capilar es conducida por la
aplicacién de una corriente de alto voltaje (10 - 30 kW].

Las moléculas son detectadas cuando pasan a través del lado opuesto
del capilar. Las moléculas mas pequefas migraran mas rapido y, por lo tanto,
seran las primeras en ser detectadas, las mas grandes, por el contrario, seran
las ultimas.

El método de deteccion de mayor uso es a través de fluorescencia inducida
por un laser, el cual detecta fluorocromos ligados al ADN. Otras alternativas
de deteccion pueden ser por absorbancia de luz UV vy fluorescencia. La
técnica requiere una camara Charge-coupled device y un computador para
recolectar y registrar el tiempo de cada deteccion. Finalmente, se genera un
electroferograma, el cual es un grafico que muestra el tiempo de deteccion y
el pico de fluorescencia de una molécula. El area del pico sera proporcional a
la concentracién del ADN (Lian y Zhao, 2016]) (Figura 7).
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Figura 6
Componentes de electroforesis en capilar
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Fuente: Adaptado a partir de Lian y Zhao (2016).
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Figura?
Electroferograma
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Nota. Resultado de la electroforesis de un marcador de peso molecular de 100 pb En el
eje x el tiempo de deteccion en minutos y en el eje y la fluorescencia detectada. Cada
pico corresponde a moléculas de tamafios diferentes. Los picos detectados en los
primeros minutos corresponden a moléculas de menor tamafo.

Fuente: Adaptado de Adelis (s. f.).

Cuantificacion por absorbancia

La cantidad de acidos nucleicos extraidos de una muestra y su pureza se
pueden medir a través de la absorbancia de luz. Uno de los métodos uso
mas comun es la medicién de la absorbancia de la solucién a 260 nm (A260],
debido a que los acidos nucleicos tienen un maximo de absorcién en esta
longitud de onda (correspondiente a la luz ultravioleta —UV-), lo cual se debe
a la presencia de bases puricas y pirimidicas en su estructura.

Aunqgue es una técnica relativamente simple y tradicional, la absorbancia
a 260 nm tiene baja sensibilidad e interferencia de nucledtidos y acidos
nucleicos monocatenarios. Ademas, los compuestos comunmente utilizados
en la preparacion de acidos nucleicos y contaminantes de la extraccion
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absorben a 260 nm (sales, compuestos orgdnicos, proteinas y carbohidratos),
lo que conduce a niveles de cuantificacion anormalmente altos. Sin embargo,
estos compuestos de interferencia también absorben a 280 nm, por lo que se
realiza el cdlculo de la pureza del ADN al realizar mediciones de absorbancia
conlarazéon A260 / A280 (Figura 8). Por lo tanto, la construccion de una relacion
de absorbancia entre estas dos longitudes de onda de absorbancia puede
proporcionar una estimacion de la pureza de la muestra. Como regla general,
se denomina “pura” cualquier preparacion con un A260 / A280 superior a 1,8.

Las proteinas absorben luz UV a 280 nm, en gran parte debido al anillo
aromatico del triptdfano, la fenilalanina vy la tirosina. Si hay proteinas presentes
en lasolucion, el valor de A260 / A280 serda menor de 1,8 y sihay ARN, la relacion
sera mayor a 2,0 (Gallagher y Desjardins, 2011). Medidas adicionales a 230 nm
también permiten evaluar la pureza, si la proporcion entre la absorbancia a
260 nm y 230 nm es menor a 2,0; existe contaminacion por carbohidratos en
el extracto (Gallagher y Desjardins, 2011).

Figura 8
Picos de absorbancia para diferentes moléculas
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Fuente: Tomado de Armbrecht et al. (2013).
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El ADN bicatenario presenta una absorcidon menor que el monocatenario,
porgue el emparejamiento de las bases por enlaces de puentes de hidrégeno)
reduce la absorcion de la luz ultravioleta (Gallagher y Desjardins, 2011).

Para medir la absorbancia se utilizan los espectrofotdmetros, que miden la
concentracion promedio de acidos nucleicos y su pureza en una solucion. La
muestra es expuesta a un haz de luz UV y un fotodetector mide la luz que pasa
a través de ella. Parte de la luz ultravioleta pasara y parte sera absorbida por
el ADN / ARN. Mientras mas luz absorbe la muestra, mayor es la concentraciéon
de acido nucleico. El efecto resultante es que llega menos luz al fotodetector
y esto produce una mayor densidad optica (OD).

La densidad Optica se genera a partir de la ecuacion 1

(1) Densidad optica = Log (Intensidad de luz incidente / Intensidad de luz
transmitida)

En términos practicos, una muestra que no contiene ADN o ARN no debe
absorber la luz ultravioleta y por lo tanto produce una DO de 0.

Densidad 6ptica = Log (100/100]) =0

La medicion de la absorbancia se rige por la ley de Beer-Lambert:
(2JA=cbc.

Donde:

A = absorbancia;

e = coeficiente de extincion molar;

b = longitud del camino, y

€ = concentracion de analito.

Cuando el coeficiente de extincion molar y la longitud de la trayectoria
son constantes, la absorbancia es proporcional a la concentracion. Para un
lector de cubetas estandar, la longitud del camino se define generalmente
como 1 centimetro.
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Al usar la ley de Beer-Lambert, es posible relacionar la cantidad de luz
absorbida con la concentracion de la molécula absorbente. A una longitud de
onda de 260 nm, el coeficiente de extincion promedio para el ADN bicatenario
es 0,020 (ug / ml] =1/cm, para el ADN monocatenario es 0,027 (ug/ml) =1/cm,
para el ARN de hebra simple es 0,025 (ug/ml) =1/cm, y para oligonucledtidos
monocatenarios cortos depende de la composicion de la longitud vy la base.
Por lo tanto, una absorbancia (A] de 1 corresponde a una concentracion de 50
ug/ml para el ADN bicatenario. Este método de calculo es valido hasta una A
de al menos 2.

La “unidad A260” se utiliza como medida de la cantidad de acidos nucleicos.
Una unidad A260 es la cantidad de acido nucleico contenida en 1 mL y que
produce una OD de 1. Por lo tanto:

1 unidad A260 dsDNA = 50 ug
1 unidad A260 ssDNA = 33 ug
1 unidad A260 ssRNA = 40 ug

Los espectrofotdmetros mas convencionales utilizan volumenes entre
200 pL a 1 mL, y existen algunos que cuantifican directamente pequefos
volumenes de muestra que pueden llegar a ser hasta de 1 uL. Aunque es un
método comunmente usado, puede ser poco confiable e inexacto, ya que
las mediciones de absorbancia no son muy especificas, no pueden distinguir
entre ADN y ARN, nucledtidos libres, proteina o sales, que absorben a 260 nm
(Ruiz et al., 2010].

Otro método basado en la absorbancia para cuantificar el ADN utiliza
difenilamina. La difenilamina reacciona con los azucares desoxirribosa en
condiciones acidas y forma un complejo azul que puede cuantificarse a
595 nm. La desventaja de este método es el alto tiempo que requiere para
su procesamiento y la baja sensibilidad (Berthold Technologies, 2020]J; sin
embargo, las mediciones se realizan en el rango visible y se pueden leer con
un lector ELISA estandar, si no hay otros instrumentos disponibles.
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La espectrometria de fluorescencia

También llamada fluorometria o espectrofluorimetria, es un método
alternativo para cuantificar la absorbancia de acidos nucleicos y se basa en
el uso de moléculas fluorescentes que marcan la molécula de interés. Estas
son mucho mas sensibles y especificas al ADN, debido a que los fluoroforos
usados emiten fluorescencia cuando se unen al ADN. Algunos de ellos son
especificos para la deteccion de ADN de doble cadena, como el PicoGreen
y el SYBRGreen. Es esta caracteristica lo que lo hace mas especifico en
comparacion con los métodos espectrofotométricos que miden todos los
tipos de acidos nucleicos (dsADN y sADN). Ademas, pueden ser mas sensibles
para detectar concentraciones bajas en las muestras. Este método requiere
una curva estandar que se construye con diferentes muestras de cantidad
conocida de ADN y su correspondiente fluorescencia. De esa manera, se
puede comparar la fluorescencia de la muestra de interés con los valores de
la curva y calcular su concentracion.

También es posible cuantificar diferentes macromoléculas mediante el
uso de fluoréforos que se unen especificamente a un tipo de molécula, por
ejemplo, a ADN de cadena doble o sencilla, ARN o proteinas. Los fluordforos
tienen una fluorescencia muy baja que aumenta al unirse a su molécula
blanco; la intensidad de fluorescencia resultante depende directamente de la
cantidad de molécula objetivo en la muestra. Los dispositivos que miden esta
fluorescencia se llaman fluorémetros o fluorimetros (Life Technologies, 2014).

El uso de métodos fluorescentes permite cuantificar ADN a una sensibilidad
mayor a otros métodos. Ademas, por el hecho de utilizar colorantes es
posible seleccionar el tipo de molécula que se quiere cuantificar, debido
a que se usan colorantes especificos para tedir ADN o ARN, entre otros.
Este aspecto de la técnica de cuantificacion de fluorescencia, junto con el
colorante preferencial, da como resultado una sefal de fondo baja, alta
precision y especificidad, por lo que es ideal para cuantificar muestras de
acido nucleico de baja concentracion. En la Figura 9 se ejemplifican los rangos
de cuantificacion y las detecciones especificas para cada tipo de molécula
(Berthold Technologies, 2020).
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Figura 9

Rango de cuantificacion y tipo de muestra.
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Nota. ADNcb corresponde a ADN bicatenario y ADNmc a monocaterio.
Fuente: Tomado de Blater (2018).

Tabla1

Comparacion de los métodos de cuantificacion tratados en este capitulo

Métodos

Ventajas

Limitaciones

Electroforesis

- Alta especificidad (banda de
un peso molecular especifico)

- Alto consumo de tiempo
- Baja exactitud

Difenilamina

- Se puede medir con
colorimetria o lector de ELISA

- Laborioso
- Alto consumo de tiempo
- Baja sensibilidad

- Baja especificidad

- Rapida . .
. : - Sensible a contaminantes
Espectrofotometria - Protocolo sencillo . -
- . - No diferencia tipo de
- No requiere reactivos .
molécula
- Rapido, simple
- Altamente sensible . . .,
A . - Requiere una calibracion
. - Los contaminantes no tienen : .
Fluorescencia previa con estandares

efecto
- Diferencia entre tipos de
moléculas

- Quimica cerrada

Fuente: Berthold Technologies (2020].
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Cuantificacion mediante el método fluorimétrico con Qubit® 3.0
Fluorometer

Uno de los equipos empleados para cuantificacion por fluorometria es el
Qubit® 3.0 Fluorometer (Figura 10) que permite la cuantificacion de cadena
doble o sencilla de ADN, ademas de ARN, microRNA vy proteinas, lo cual
produce una medida mas precisa. El fluorometro Qubit® 3.0 detecta tintes
fluorescentes especificos para el tipo de muestra, cuya fluorescencia aumenta
cuando se unen a las moléculas objetivo, incluso a bajas concentraciones de
estas (Thermo Fisher Scientific, s. f.).

Figura10
Equipo Qubit® 3.0 Fluorometer

Entrada de
energia

I —>

Camara de lectura_|

\‘ Puerto USB

Pantalla tactil

Fuente: Elaboracion propia de los autores.

Las medidas en el Qubit® 3.0 Fluorometer necesitan una preparacion previa
de la muestra y la elaboraciéon de una curva estandar. Los kits disponibles
disponibilizan todos los componentes necesarios (Invitrogen, 2017; Thermo
Fisher Scientific, s. f.).

A continuacion, se presenta el protocolo para la cuantificacion de acidos
nucleicos mediante fluorometria con Qubit® 3.0 Fluorometer:
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Materiales:

- Viales estériles de 2 mL.

- Viales estériles de 1,5 mL (se incluyen en el kit).

- Micropipetas 10, 100 y 200 pl.

- Puntas estériles para micropipetas de 10, 100 y 200 l.
- Gradilla para viales.

- Guantes de nitrilo.

Reactivos:

- Qubit®Buffer (tampon).

- Qubit®Reagent (reactivo).

- Estandar # 1.

- Estandar # 2.

- Solucién de trabajo compuesta por el Qubit® Buffer y el Qubit® Reagent.

El reactivo Qubit® es un fluoréforo que se une a la molécula que se quiere
cuantificar, y el estandar # 1y # 2 son acidos nucleicos a una concentracion
determinada para la calibracion del equipo.

Recomendacion: los estandares de ADN Qubit® 3.0 Fluorometer se deben
almacenar a 4° C, y el colorante y tampon a temperatura ambiente protegidos
de la luz. Se debe asegurar que todos los reactivos del Qubit® 3.0 Fluorometer
estén a temperatura ambiente antes de empezar la cuantificacion de ADN
(Life Technologies, 2014).

Procedimiento

El proceso de cuantificacion por medio del Qubit® 3.0 Fluorometer esta
dividido en cuatro partes: la primera es la preparacion de los reactivos y muestras,
la segunda es la calibracion del equipo por medio del estandar, la tercera es la
cuantificacion de las muestras y, por ultimo, la lectura de los resultados.

a. Preparacion de reactivos y muestras:
— Preparacion de solucion de trabajo: agregar en un vial de 2 ml, 199 ul del
Qubit® buffer, mas 1 ul del reactivo Qubit®, preparar 200 ul de solucion de
trabajo para cada muestra y estandar. (Figura 11).
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— Preparacion de estandar: agregar en dos viales, 190 ul de la solucion de
trabajo, y agregar 10 ul de los estandares #1y #2 respectivamente, para
una solucion final de 200 l (Figura 11).

— Preparacion de muestras: tomar 1 ul de cada muestra (ADN] y agregarlo a
un vial, después tomar 199 ul de la solucion de trabajo y agregarlo a cada
muestra para su cuantificacion mediante el siguiente procedimiento.

Figura 1l
Flujograma del procedimiento para la preparacion de reactivos y muestras
para cuantificacion en Qubit® 3.0 Fluorometer

Estandar #1 y #2

i meﬁ

Qubit® reacti ‘°“L\ \ 10 ul
1 =m ol 190 UL
U Upreparacmn final estandar #1 y # 2
= - Muestras a cuantificar
168 = n pl®

Solucion de  180-199 L
trabajo

1:'0.1.\ |9nu|.\‘

N= MNimero de estandar y nimero de 'U 'UPreparacién final de muestras
muestras

Fuente: Adaptado de Life Technologies (2014)

b. Lectura de estandares para calibracion del equipo:

En la pantalla de inicio presione el ensayo para el cual quiere hacer la lectura,
el equipo muestra 6 opciones (Figura 12), seleccione la opcién segun el tipo
de muestra que se quiere cuantificar; para efectos de ejemplo seguiremos el
protocolo de dsDNA.
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Figura12

Pantalla del menu de inicio del equipo para seleccionar el tipo de ensayo
que se va a realizar

Fuente: Life Technologies (2014).

Al seleccionar el protocolo de dsDNA, se despliega una nueva pantalla con
dos opciones (Figura 13): una para lectura de alta sensibilidad y otra de amplio
rango, en este caso seleccionamos la de alta sensibilidad.

Figura13

Pantalla para seleccion de opciones de ensayo para lectura dsDNA, de
acuerdo con el kit que se va a utilizar

Fuente: Life Technologies (2014).
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Al seleccionar la opcion de alta sensibilidad, el equipo solicita elegir entre
leer nuevos estandares y ejecutar las muestras con la calibracion previa.
Presione Read standards [Leer estandares) (Figura 14).

Figura14
Pantalla de seleccion para la opcion de Read standards [Leer estandares]

dsDNA: High sensitivity

Run samples

Last read standards.

Fuente: Life Technologies (2014).

En la pantalla se va a desplegar una pregunta que pide primero el estandar
de baja concentracion (estandar # 1] y luego el de alta concentracion (estandar
# 2). El equipo utiliza estas dos medidas para producir una curva estandar que
servird para calcular la concentracion de las muestras.

Cuando el equipo le pida insertar el estandar # 1, introduzca este en la
camara de lectura del equipo y presione Read standards (Leer estandares)
(Figuras 15A y 15B). Asegurese de utilizar el estandar adecuado, la lectura tarda
3 segundos.
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Figura 15
A. Pantalla con la opcion de seleccion para introducir estandar. B. Pantalla
que indica lectura del estandar

dsDNA: High sensitivity

dsDNA: High sensitivity

L &

Insert standard 1

Reading standard 1

Fuente: Life Technologies (2014).

Cuando termine de leer el estandar # 1, el equipo pedird leer el estandar
# 2, introduzca este en la cdmara de lectura y presione Read standards (Leer
estandares] (Figura 16).
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Figura 16
Pantalla con la opcidn de insertar y leer el estandar # 2

dsDNA: High sensitivity

Read standard

Fuente: Life Technologies (2014).

La calibracion se completa después de leer el estandar # 2, el equipo
muestra el resultado en pantalla.

Resultados de la calibracion: si la calibracion es correcta, el equipo mostrara
en pantalla un grafico donde se ve un rango fluorescencia vs. concentracion,
el estandar # 1 de baja concentracion y estandar # 2 de alta concentracion.
El equipo utiliza estas dos medidas para ajustarse a una curva estandar. Los
parametros de esta curva se usan para estimar la cantidad de las muestras
mediante la fluorescencia (Figuras 17).
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Figura17
Pantalla el equipo que ilustra el grafico de fluorescencia vs concentracion

0 dsDONA: High sensitivity

Nota. Ampliacion del grafico de fluorescencia vs concentracion. Stl corresponde al
estandar # 1, con concentracion baja y por tanto una fluorescencia baja. St2 corresponde
al estandar # 2, con una fluorescencia mas alta debido a su concentracion. Fuente: Life
Technologies (2014).

c. Cuantificacion de las muestras: una vez calibrado el equipo, se observa
en la pantalla la opcién de seleccionar el corrido de las muestras (Figura 18).
Presione Run samples (correr muestra).

Figura18
Pantalla con la opcidn de seleccion para lectura de Run samples [correr
muestras]

dsDMNA: High sensitivity

Fuente: Life Technologies (2014).
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Al seleccionar el corrido de muestras, se despliega una pantalla que nos
permite elegir el volumen vy las unidades de concentracion a las que se
requieren los resultados de la muestra (Figura 19A). Escoja el volumen de la
muestra mediante la presion de los simbolos + 0 —, segun el caso. El volumen
es el utilizado para hacer la dilucion con la solucion de trabajo. Para ver las
unidades de concentracion en la ventana Output sample unit, presione la
flecha (v] para desplegar las opciones de las unidades de la concentracion
(Figura 19B). Seleccione las unidades de salida, segun lo requiera.

Figura19
A. Pantalla para seleccion de volumen y unidades B. Opciones para seleccion
de unidades

® dsDNA: High sensitivity

Fuente: Life Technologies (2014).
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Introduzcaeltuboconlamuestraenlacamaradelecturadelequipo.Presione
Read tube (Leer tubo] (Figura 20 A, B). La lectura tarda aproximadamente 3
segundos.

Figura 20A
Pantalla con la opcién de seleccion para leer muestra (Read tube)

dsDNA: High sensitivity

Read tube

Fuente: Life Technologies (2014).

Figura 20B
Pantalla que indica lectura de la muestra

Fuente: Life Technologies (2014).
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Después de ingresar la muestra en la camara de lectura, el equipo muestra
en pantalla los resultados de la cuantificacion (Figura 21).

Figura 21
Pantalla con resultados de cuantificacion

dsDNA: High sensitivity

Read tube

Fuente: Life Technologies (2014).

d. Lectura de resultados: si los resultados estan dentro del rango del
ensayo (determinados mediante las lecturas de los estandares # 1y # 2] se
mostraran los valores de concentracion. El valor superior (en letra grande] es
la concentracion de la muestra original. El valor inferior es la concentracion
de dilucién (Figura 22). Si los resultados se encuentran fuera del rango del
ensayo, aparecera el mensaje “out of range” (fuera de rango).

Figura 22, Pantalla que indica la concentracion de la muestra y la
concentracion de la dilucion realizada para el ensayo

dsDNA: High

Read tube

Fuente: Life Technologies (2014).
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Para continuar con la siguiente muestra, depositela en la cdmara de lectura,
seleccione la opcidn Read tube, y repita el procedimiento a partir de la parte
tres del protocolo (c. Cuantificacion de las muestras) para el nUmero de
muestras que se quiera procesar.
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La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (Polimerase Chain Reaction)
€s una técnica rapida, sensible, versatil y robusta que permite la amplificacion
in vitro por medio de enzimas, de una secuencia especifica de acido
desoxirribonucleico (ADN] (Mullis, 1990). Por medio de este procedimiento
es posible detectar una Unica molécula de ADN en medio de una mezcla
compleja 'y manipularla para producir hasta millones de copias, asi se posibilita
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la obtencion de material genético en cantidades suficientes para suempleo en
protocolos de ingenieria genética, medicina forense, terapia génica, analisis
ambientales, entre otros (Koshland, 1992). La dificultad o imposibilidad de
manipular moléculas de ADN en bajas concentraciones hizo que este método
de amplificaciéon se convirtiera en una verdadera revolucion cientifica en el
area del ADN recombinante (Koshland, 1992).

Para unareaccion de PCR es necesario contar con un ADN molde de interés,
cebadores (primers, secuencia corta de ADN de 15-35 pb aproximadamente])
especificos para el ADN molde, una enzima Taq polimerasa, cloruro de
magnesio (MgCl,), que actia como cofactor de la enzima, una solucion
tampon (para mantener un pH estable] y desoxinucledtidos (dNTPs). Ademas,
sera necesario tener un termociclador, equipo que permite mediante su
programacion que la muestra pase por diferentes temperaturas durante
tiempos determinados y de una manera ciclica (Koshland, 1992).

Cada ciclo de la PCR estd conformado por tres pasos bdasicos: 1)
desnaturalizacion del ADN, 2] alineamiento de los cebadores a la secuencia
blanco y 3] sintesis de nuevas moléculas de ADN por la accién de la enzima
ADN polimerasa (Figura 23). Estos pasos son repetidos de forma ciclica de 25
a 35 veces, de forma que cada molécula de ADN producida en un ciclo se
convierte en un molde para generar nuevas moléculas en el ciclo siguiente.
Este proceso genera un crecimiento exponencial de la concentracion de la
secuencia de interés a través de una reaccion en cadena, como el propio
nombre de la técnica lo indica (Templeton, 1992).
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Figura 23
Etapas de la reaccion en cadena de la polimerasa [PCR]
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Nota. (1) Etapa de desnaturalizacion del ADN; (2) etapa de alineamiento
de los cebadores al ADN molde, y (3) etapa de extension, donde se forma
una nueva molécula. En los siguientes ciclos, estas etapas se repiten hasta

tener una amplificacion exponencial de la molécula de interés. Fuente:

Elaboracion propia de las autoras.

Los cambios en la temperatura son los que permiten que cada uno de
estos procesos suceda [desnaturalizacion, alineamiento y extension). Para
que el ADN sea desnaturalizado, debe ser sometido a temperaturas por
encima de los 90° C. Mientras que el alineamiento de los cebadores y la
sintesis de nuevas moléculas de ADN ocurren a temperaturas mas bajas,
aproximadamente a 60° Cy 70° C, respectivamente. Cada etapa debe pasar
en un tiempo determinado, que varia en las reacciones de acuerdo con el
tipo de muestra, el tamafio del ADN, la composicion de los nucledtidos de la
secuencia de interés y las particularidades del ADN polimerasa utilizado.
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Etapas de la reaccion

La desnaturalizacion

Es la primera etapa de los ciclos que componen la PCR. En esta fase, la
muestra es sometida a temperaturas entre 94° y 98° C, con el fin de suministrar
energia suficiente para provocar el rompimiento de los enlaces de hidrogeno
que mantienen unidas a las dos cadenas de la molécula de ADN (Figura 24).

Figura 24
Desnaturalizacion del ADN por el efecto de la alta temperatura

3 3 3
5 5 5

Calor Enfriamiento
— —
Desnaturalizacion Hibridacion

f ) 3 f

g 2 5 g 2

Doble hélice Cadena sencilla Doble hélice

Nota. Con la aplicacion de temperatura cerca a los 90° C, la doble hélice
de ADN se desnaturaliza, como consecuencia de la disociacion de los
puentes de hidrogeno, y las cadenas se separan en cadenas sencillas.

Fuente: Adaptado de Yazdi et al. (2015).

Antes de comenzar los ciclos, se programa una desnaturalizacion inicial
significativamente mas larga que las demas etapas que ocurriran a lo largo
de la PCR, la cual toma entre 30 segundos y 3 minutos (Koshland, 1992]. Esta
incubacion prolongada tiene como objetivo permitir la desnaturalizacion
total del ADN blanco (ADN proveniente de previa extraccion de la muestra) e
inactivar eventuales nucleasas y proteasas contaminantes que sean sensibles
a la temperatura vy, asi, propiciar el aumento de la eficiencia de la reaccion.
Reacciones realizadas con polimerasas del tipo hot start (arranque en caliente)
requieren una etapa de desnaturalizacion inicial prolongada, con la finalidad
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de activar la enzima y como consecuencia dar inicio a la PCR (van Pelt-Verkuil
et al.,, 2008).

El tiempo y la temperatura de desnaturalizacion varian con la complejidad
de la muestra y con la composicion del tampdn (buffer] en el cual se da
la reaccion. Asi, la muestra de ADN gendmico de plantas y mamiferos
requiere mayor tiempo de desnaturalizacion que la de plasmideos o
genomas de bacterias. De manera similar, los tapones de reaccion con altas
concentraciones de sales generalmente deben ser elevados a temperaturas
mas altas para que el ADN se desnaturalice completamente. Terminada la
etapa de desnaturalizacion inicial, la PCR entra en la fase ciclica, en la que las
etapas siguientes de desnaturalizacion van a ocurrir a la misma temperatura
de la fase inicial, pero en un tiempo menor, entre 10 segundos y 1 minuto en
promedio (van Pelt-Verkuil et al., 2008).

Alineamiento de los cebadores: donde, como ocurre y programas
para su seleccion

En esta etapa del ciclo, la temperatura de la reaccion se reduce a una
temperatura que permita la fusion de los cebadores a la cadena molde,
el lapso puede durar entre 10 segundos y 2 minutos. La seleccion de la
temperatura de alineamiento de la PCR se basa en la temperatura de melting
(Tm) o de fusion de los cebadores (Dieffenbach et al., 1993), la cual se puede
calcular con programas de bioinformatica. En la condicion de melting hay un
equilibrio entre la formacion y la disociacion de la cadena dupla que se forma
por el apareamiento del cebador con el ADN de cadena sencilla. La Tm es
un aspecto clave para tener en cuenta en la selecciéon de las secuencias que
compondran los cebadores de la reaccion.

La Tm se define por el tamafio y secuencia de los cebadores, y por la
composicion del tampdn donde ocurrird la reaccion (Markoulatos et al., 2002).
Elnumero de enlaces de hidrogeno entre el cebadory el ADN esta directamente
relacionado con su Tm; asi, moléculas largas y con alto contenido de guanina
y citosina tienen mayor temperatura de melting. Las altas concentraciones de
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sal que se encuentran en algunos tampones aumentan la Tm de los cebadores
en la reaccion (Markoulatos et al., 2002).

En cuanto a los otros constituyentes de la reaccion, si se adicionan agentes
desnaturalizantes, como DMSO y formamida, se reduce la Tm. La temperatura
de alineamiento utilizada en la reaccién es de 3° a 5° C, inferior a la menor
temperatura de melting de los cebadores, la cual debe, idealmente, quedar
en el rango de 55° C a 60° C. De esta forma, se garantiza que haya un balance
entre la estabilidad de la cadena dupla, favorecida a temperaturas mas bajas,
y la astringencia de ese apareamiento, favorecida a temperaturas mas altas
(Markoulatos et al., 2002).

Para el diseio de un par de cebadores eficaces para una reaccion de PCR,
se deben considerar los siguientes factores generales (Bustin et al., 2020):

a) La temperatura de melting: debe estar lo mas cercano posible del
rango de la temperatura indicada, y también debe ser proxima entre ambos
cebadores (forwardy reverse), sin sobrepasar la diferencia de 5° C.

b) El tamaio de los cebadores: debe ser entre 15 y 30 pares de bases,
lo suficientemente largos para alinear de forma especifica en la secuencia
blanco, y lo adecuadamente cortos para mantener la Tm dentro de un rango
deseable de temperatura.

c) Las secuencias de los cebadores: deben ser analizadas con programas
de bioinformatica (algunos de ellos se encuentran en la web de forma
libre, p. ej., primer 3 web [https://bioinfo.ut.ee/primer3/]) para conocer
la probabilidad de que estos formen dimeros o estructuras secundarias
por complementariedades, lo cual es indeseado, sea dentro de un mismo
cebador o entre ambos.

En funcion de la complejidad del estudio que se llevara a cabo, la
mejor estrategia es utilizar programas de bioinformatica para la seleccion e
inspeccion de la secuencia de los cebadores que se van a sintetizar. Cada
programa emplea diferentes algoritmos y parametros en su analisis; por esta
razon, los resultados son distintos en cada programa. Sin embargo, todos los
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programas examinan la formacion de dimeros y de estructuras secundarias en
los cebadores, verifican el mejor tamaino del sitio de alineamiento, y también
estiman una Tm especifica para cada cebador. A continuacion, se comparten
algunas herramientas en linea que permiten el disefio de cebadores:

e Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/ ]

e Primer3Plus(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/
primer3plus.cgi]

e Primer Station (http://ps.cb.k.u-tokyo.ac.jp/index.html ]

e AMUSER (http://www.cbs.dtu.dk/services/AMUSER/ )

¢ Oligo Calc (http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html )

e Primer-BLAST NCBI [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)

A la hora de disefar los cebadores, se debe considerar la composicion
del tampon de lareaccion, ya que puede influir en su Tm. Esa composicion se
define con mas precision por medio del uso de programas que los vendedores
comerciales de las ADN polimerasas ponen a disposicion, los cuales tienen en
cuenta la composicion del tampdn de la enzima ofrecida. Las temperaturas de
alineamiento sugeridas por estos programas sirven como punto de partida
para optimizar la reaccién en el laboratorio, que puede variar en funcion de la
muestra (su grado de pureza, presencia de secuencias similares, etc.].

La extension

Con los cebadores alineados en las secuencias blanco, la reacciéon es
sometida a un nuevo aumento de la temperatura que permite que el ADN
polimerasa realice la sintesis de nuevas moléculas de ADN con su maxima
eficiencia. En esta fase, desoxirribonucledétidos (ANTPs) complementarios a la
cadena molde son incorporados a los extremos 3’ de las cadenas nacientes
de ADN gue se inician con el alineamiento de los cebadores (Figura 25).
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Figura 25
Alineamiento de los cebadores a la secuencia blanco y extension de la
nueva secuencia de ADN a través de la enzima

5 [ secuencia blanco CGTCAATGGT [N 3°
3¢ GCAGTTACCA 5
[

~—— Cebador
5° ATTTGAGCCA —3'
3’ TAAACTCGGT  Secuencia blanco [N 5

1Sintesis de ADN

5 N secuencia blanco  CGTCAATGGT [N 3°

3 Nuevo ADN GCAGTTACCA 5

Alineamiento

Extensioén
5 ATTTGAGCCA Nuevo ADN 3

3" TAAACTCGGT  Secuencia blanco [N 5

Nota. La ADN polimerasa usa como materia prima los dNTPs.
Fuente: Elaboracion propia de las autoras.

La temperatura de la fase de extension varia entre 68° C y 75° C, segun
la enzima que se emplea en la reaccion. La principal variable de esta etapa
es el tiempo, el cual se define con base en el tamafo de las moléculas que
seran sintetizadas y en la procesividad de la enzima. La procesividad se define
como la capacidad de sintesis de una polimerasa antes de que se disocie
del ADN molde. Asi, cada ADN polimerasa posee una velocidad de sintesis
preestablecida que se debe considerar para determinar el tiempo necesario
para la produccion de nuevas moléculas (Kramer y Coen, 2001). Terminados
los ciclos de la PCR, la reaccion es incubada a la temperatura de extension
por un lapso Unico de 5 a 15 minutos, llamado extension final. En esta etapa, la
ADN polimerasa actua llenando eventuales terminaciones incompletas en las
moléculas sintetizadas, lo cual es mas frecuente en reacciones en las que los
productos de PCR son moléculas largas y/o con alto contenido de guanina y
citosina (van Pelt-Verkuil et al., 2008).
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El numero de ciclos'

La reacciéon de PCR se compone de 25 a 35 ciclos de amplificacidon, cada
uno formado por una etapa de desnaturalizacion, seguida del alineamiento
de los cebadores y la extension de nuevas cadenas de ADN (Figura 24). De
esta forma, las moléculas de ADN producidas en un ciclo sirven como molde
para la sintesis de nuevas cadenas en el siguiente ciclo, lo cual permite la
amplificacion exponencial de la secuencia de ADN deseada.

Basicamente, en un grafico de productos de cantidad de productos vs.
ciclos se visualizaran dos fases: una exponencial, en la que la cantidad de
producto aumenta exponencialmente y una fase estacionaria en la que no
habra aumento de la concentracién de producto y su valor sera estable
(Figuras 26).

El nimero de ciclos de la reaccion se determina con base en la cantidad de
la secuencia blanco dentro de la muestra que se emplee y en la cantidad de
ADN deseado al final de la reaccion. Asi, para poder amplificar secuencias de
ocurrencia rara, se puede aumentar el numero de ciclos hasta 45. Sin embargo,
la acumulacion exponencial de los productos de la PCR continta hasta que se
alcance la fase estacionaria, de esta forma, el aumento del numero de ciclos
no siempre va a permitir obtener mayores cantidades de ADN (Kainz, 2000;
Najafov y Hoxhaj, 2017).

'Para conocer mas detalles sobre el protocolo de la técnica, sus materiales, reactivos y
concentraciones, ver capitulo “Amplificacion de fragmentos de ADN mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa clasica, del libro Del campo al laboratorio: integracion de
procedimientos para el estudio de moscas (Varela y Cadavid, 2018). Para conocer como
operar un termociclador, ver el capitulo “Uso del termociclador piko 96 Thermo Scientific”
del mismo libro (Cadavid, 2018).
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Figura 26
Cantidad de moléculas de ADN como producto de la PCR vs. ciclos
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Nota. La fase exponencial, en el grafico de 0 a 30 ciclos, corresponde a la etapa en la
que la concentracion de moléculas de ADN de interés crece exponencialmente. En la fase
estacionaria, el numero de ciclos no influye en el aumento de producto de PCR.
Fuente: Elaboracion propia de las autoras.

Entre las principales hipotesis formuladas para explicar la ocurrencia de
una fase estacionaria en los ciclos finales de la PCR, se destacan:

e Agotamiento de desoxirribonucledtidos y cebadores.

¢ Inhibicion de la actividad polimerasa por exceso de pirofosfato, el cual
es un subproducto de las ligaciones fosfodiéster formadas entre los
nucledtidos que componen cada una de las cadenas de ADN.

¢ Inactivacion térmica de la polimerasa después de los repetidos ciclos de
desnaturalizacion de la reaccion.

¢ Alineamiento preferencial entre las cadenas de ADN sintetizadas, presentes
en gran cantidad, y disminucién del apareamiento de las cadenas con las
cadenas de cebadores.

e Secuestro del ADN polimerasa por las cadenas de ADN sintetizadas que se
encuentran alineadas entre si y reducen la concentracion de enzima libre
para la sintesis de nuevas moléculas.

Capitulo 3. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y visualizacion de sus
productos en gel




Principios teorico-practicos de analisis de biologia molecular:
desde el aislamiento del ADN al analisis de secuencias

Analisis de los productos de PCR en gel?

Uno de los métodos mas empleados para el analisis de los productos de
PCR es la electroforesis en gel de agarosa. Esta metodologia permite separar
las moléculas de ADN por tamafio a través de la aplicacion de una corriente
eléctrica a una solucién acuosa estabilizada en la forma de una matriz porosa.
El principio de la electroforesis usado para la separacion del ADN se basa
en la carga negativa global de estas moléculas, debido a los grupos fosfato
presentes en los acidos nucleicos. Asi, la aplicacion de la corriente eléctrica
hace que las moléculas migren hacia el polo positivo (Raynie, 2000).

En la electroforesis, las muestras de ADN son depositadas en un gel que
forma una red por donde se desplazan las moléculas. Este gel, que puede
ser de agarosa o poliacrilamida, queda sumergido en un tampon que ayuda
a la conduccion de la electricidad por el sistema. Las moléculas adoptan una
estructura conformacional sencilla en las condiciones de pH vy fuerza idnica
utilizadas, y asi ellas migran por el gel en una velocidad proporcional a su
tamano, es decir, en funcion del nimero de bases que las componen (Raynie,
2000). En el caso de moléculas circulares, como plasmidos, la velocidad de
migracion en el gel estd menos relacionada con el tamano de la molécula y
mas con su grado de doblamiento en la solucion. En una muestra, las moléculas
de ADN circular generalmente se encuentran en su forma relajada, torcida
y super-torcida, y migran con diferentes velocidades en una electroforesis
en gel. Para que sea posible analizarlas con precision, se pueden linealizar
previamente por medio de la accion de enzimas de restriccidn que, de este
modo, posibilitan la verificacion inequivoca del tamafo (en pares de base] de
estas moléculas (Raynie, 2000).

La composicion del gel también influye en la velocidad de desplazamiento
de las moléculas de ADN: mientras que en redes mas cerradas se dificulta el

2 Para conocer mas detalles sobre el protocolo de la técnica, sus materiales, reactivos y
concentraciones, ver capitulo “Electroforesis de acido desoxirribonucleico (ADN) en gel de
agarosa”, del libro Del campo al laboratorio: integracion de procedimientos para el estudio
de moscas (Pérez y Gomez, 2018).
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paso de moléculas mas grandes, redes mas abiertas permiten la migracion
con mayor velocidad, pero con un menor poder de separacion de moléculas
con tamafo cercano (Lee et al., 2012). Asi, la seleccidén de la matriz utilizada
y Su concentracion se haran con base en el tamafio de las moléculas que
se desea examinar. En general, se usa agarosa para separar fragmentos que
tienen entre 50 y 20.000 pares de base (pb) de tamafo, mientras que la
poliacrilamida es la matriz que se escoge para analisis de fragmentos mas
pequefos, que tienen entre 5 y 1.000 pares de base (Chrambach y Rodbard,
1971; Lee et al., 2012). Por su mayor capacidad de resolucion, la poliacrilamida
es capaz de separar fragmentos que difieren por apenas algunos pares de
bases, lo cual no es posible en geles de agarosa (Chrambach y Rodbard, 1971).

Dentro de los rangos de resolucion, la concentracion de ambas matrices
en el gel también se define con base en el tamafo de las moléculas de ADN
que se analicen. Para geles de agarosa, la concentracion de este polimero
puede variar de 0,3 % a 2,5 %; la concentraciéon de poliacrilamida en los geles
puede variar entre 3,5 % a 20 %. De forma general, mientras mas concentrado
es el gel, mayor es la capacidad de separacion de moléculas con tamafos
cercanos. Por ejemplo, un gel de agarosa de 0,5 % ayuda a separar moléculas
de 1.000-30.000 pb, mientras que uno de 2 %, moléculas de 50-2.000 bp.

Los tampones mas usados para electroforesis de ADN son el TAE,
compuesto por Tris, acetato y EDTA (acido etilendiaminotetraacético) y el TBE
(Tris, borato y EDTA). El Tris es responsable del mantenimiento del pH de la
solucién, el acetato y el borato, de la determinacion del pH y el mantenimiento
de la corriente eléctrica, y el EDTA, de quelar iones que puedan actuar como
cofactores de eventuales nucleasas contaminantes. A pesar de presentar
mayor capacidad tamponante, el TBE se debe evitar cuando se quiera
recuperar el ADN del gel para utilizarlo en protocolos que involucran el uso
de enzimas, dado que el borato puede llevar a la inhibicion de la reaccion. El
voltaje usado en la corrida se determina por la distancia entre los electrodos
en la cubeta de electroforesis, la cual debe ser de 1a 5 voltios por centimetro
de distancia (Lee et al., 2012).
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Las moléculas de ADN del mismo tamafo migran juntas por el gel, lo que
genera formacion de bandas (Figura 27). Para que sea posible establecer el
tamano de las moléculas que forman una determinada banda, la muestra
debe migrar paralelamente a un marcador de peso molecular (ladder).
Estos marcadores generalmente se adquieren por medio de una mezcla de
fragmentos de PCR de tamafios conocidos 0 mediante la digestion enzimatica
de una molécula de ADN, que produce fragmentos con tamafnos crecientes
y que se pueden conseguir comercialmente. Al comparar la velocidad de
migracion de labanda obtenida conlos patrones producidos por los marcadores
moleculares, es posible hallar el tamafio de la molécula que se analiza. Para
visualizar estas moléculas, el gel, el tampodn de corrida o las muestras se deben
mezclar con un colorante fluorescente que tenga afinidad por los acidos
nucleicos. La visualizacion de las bandas de ADN se posibilita a través de la
fluorescencia que emite el colorante cuando es expuesto a la luz ultravioleta.

Entre los colorantes utilizados, el bromuro de etidio es usado ampliamente
por la buena calidad de las visualizaciones, sin embargo, también se conoce
por producir dafios en el ADN vy, por tanto, en la salud de las personas que lo
manipulan (Cariello et al., 1988). Se han desarrollado otros agentes, pensados
para ser mas seguros para la salud y el medio ambiente, y también se
emplean con buenos resultados, como el Syber® Green, GelGreen™, SYBR™
safe, SafeView, GelRed™, Ez-vision®, entre otros (Dragan et al., 2012; Hall, 2019;
Singer et al., 1999).

Capitulo 3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y visualizacion de sus
productos en gel 61




Principios teodrico-practicos de analisis de biologia molecular:
desde el aislamiento del ADN al analisis de secuencias

Figura 27
Gel de electroforesis
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Nota. Gel de agarosa al 1,5 % con bromuro de etidio visualizado después de correr a 100
V por una hora y exponer a luz UV. Las bandas formadas son producto de la fluorescencia
del bromuro de etidio ligado a las moléculas de ADN. Los carriles 1y 7 poseen el
marcador de peso molecular 2 log DNA ladder (0,1 - 10 kb), 2 a 6 corresponden a ADN
con diferente peso molecular. Fuente: Tomado de Lee et al. (2012).
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Introduccion

La metodologia de PCR cuantitativa o en tiempo real (qPCR) fue propuesta
en 1996 por Heid y sus colaboradores (Heid et al., 1996]). Esta técnica permite
la deteccidn confiable y la medicion de productos generados durante cada
ciclo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR]J; la concentracion final
de estos productos sera directamente proporcional a la cantidad de molde
antes de comenzar el proceso de PCR (Adams, 2020).

Con la gPCR es posible estudiar ADN (acido desoxirribonucleico) o ARN
(&cido ribonucleico). Para analizar el ARN, primero se debe copiar en una
molécula de ADN o ADNc (ADN copia), por medio de una retro-transcriptasa
(RT) que utiliza la molécula de ARN como molde para producir una copia de la
secuencia en una molécula de ADN. Por o tanto, cuando se comienza con ARN,
el proceso se conoce como RT-gPCR: primero se realiza una retrotranscripcion
y luego una PCR cuantitativa.
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La gPCR tiene los mismos principios basicos de la PCR convencional,
la diferencia entre las dos es que en la gPCR es posible monitorear la
amplificacion de ADN en tiempo real gracias a la deteccidén constante de la
fluorescencia emitida a lo largo de la reaccion. La fluorescencia es emitida
por moléculas que se agregan en la reaccion y tienen afinidad por el ADN
de la muestra evaluada. Estas moléculas incluyen colorantes que se unen
especificamente al ADN de doble cadena (dsDNA]J, o moléculas de colorante
unidas a cebadores o sondas de PCR que se hibridan con productos de PCR
durante la amplificacion (Ginzinger, 2002).

Los dispositivos de gPCR detectan la fluorescencia de cada ciclo de la
reaccion y esta se convierte en valores numeéricos que se correlacionan con la
cantidad de ADN en la muestra. Los equipos de gPCR cuentan con un software
que construye un grafico con esta informacion, el cual traza la fluorescencia
en el eje y contra el numero de ciclo en el gje x, y representa la acumulacion
del producto durante la reaccion de PCR. Por lo tanto, medir la cantidad de
producto en cada ciclo permite calcular con alta precision la cantidad de ADN
inicial en la muestra. En la gPCR, la amplificacion y la deteccidn tienen lugar en
un solo tubo, sin necesidad de manipular la muestra después de la PCR. Este
meétodo es muy util para cuantificar ARN mensajero expresado a niveles muy
bajos (Giulietti et al., 2001).

La cuantificacion de los acidos nucleicos por gPCR tiene muchas
aplicaciones en el area de las investigaciones bioldgicas. Por ejemplo, para
medir la expresion génica (cantidad de ARN transcritos a partir de un gen) y
monitorear las respuestas bioldgicas a varios estimulos, como el efecto de
tratamientos médicos y detecciéon de enfermedades (al comparar células de
paciente con cancer y otro sano). En agronomia, es Util para evaluar el efecto
de estrés bidtico o abidtico en las plantas, como presencia de un patdégeno,
falta de agua, exceso de luz o baja temperatura (Gao et al., 2019; Lim et al.,
2020; Lynch y Fleming, 2019; Zare et al., 2019; Zeng, A. et al., 2020]. En el drea de
la salud, el analisis cuantitativo de genes [ADN] se ha utilizado para determinar
la cantidad en el genoma de un gen marcador de una enfermedad, como
en el caso del gen HER2 (receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico
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humano), que se amplifica en cerca del 30 % de los tumores de mama (Gheni
y Westenberg, 2020]. También se ha utilizado para deteccién de virus, como
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y el SARS-CoV-2 causante del
coronavirus (Désiré et al., 2001; Lim et al., 2020). En ciencias forenses, la gPCR
ha permitido determinar la edad bioldgica de una persona (Castagnetta et
al.,, 2020; Ward et al., 2004) v calcular la edad de moscas en su estado larval,
como evidencia del intervalo postmortem (Zajac et al., 2018).

Se han descrito muchos métodos para el analisis cuantitativo de acidos
nucleicos, a saber: Northernblot, hibridacion in situ, ensayos de protecciéon de
RNasa, y matrices de ADNCc; pero la gPCR ha demostrado ser una herramienta
poderosa para este andlisis y permite el estudio de cantidades iniciales muy
pequenas, lo cual ha hecho posible llevar a cabo experimentos que no se
podrian hacer con métodos tradicionales de cuantificacion (Ginzinger, 2002;
Udvardi et al., 2008).

Instrumentos de PCR en tiempo real

Hay muchos modelos diferentes de instrumentos de PCR en tiempo real
accesibles (p. €j., Applied Biosystems, Bio -Rad y Rotor gene de Qiagen),
aunque tienen caracteristicas basicas similares que incluyen: un termociclador,
una fuente de excitacion que activa los colorantes fluorescentes, un detector
de las emisiones fluorescentes y un computador con un software.

La fuente de excitacidn puede ser una lampara haldégena, laser o LED, y
cada una emite a diferentes longitudes de onda. Por lo tanto, la eleccion de
esta fuente va a determinar el tipo de agente fluorescente que se puede usar
en la reaccion. El 1aser, por ejemplo, es el mas restringido y emite a una sola
longitud de onda. La ldmpara haldgena tiene un amplio espectro de emision,
por lo que es la mas usada entre los instrumentos gPCR. Los LED tienen
espectros reducidos, pero los instrumentos que los usan emplean multiples
tipos de LED con excitacion a diferentes longitudes de onda. Entonces, cuando
el dispositivo tiene una fuente de amplio espectro debe combinar el uso de
filtros para limitar la emision a una longitud de onda especifica. Luego, una vez
que la fuente emite luz, esta pasara a través de un filtro, excitara un fluordforo
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especifico ([dentro de la reaccidn), y este ultimo emitird una fluorescencia que
se identificara en el detector (Alaruri, 2014; Josefsen, 2012).

Los detectores pueden ser de varios tipos, como fotodiodos vy
fotomultiplicadores, que son sensores que convierten la luz emitida en una
carga eléctrica. También existen camaras CCD que convierten la luz en datos
digitales, que son las mas empleadas en los dispositivos de gPCR (Alaruri,
2014; Josefsen, 2012).

Ademas, cada equipo debe tener un termociclador para controlar la
temperatura en las etapas de desnaturalizacion (90° C], alineamiento del
cebador (55 a 65° C] y extension (72° C), y construir una curva de disociacion
(aumento gradual de 50 a 95° CJ. El blogue térmico (estructura donde las
muestras son colocadas y que sufre cambios de temperatura) puede ser fijo
o intercambiable. Los bloques estan disponibles para aceptar una variedad
de placas de reaccion de PCR: placas de 48, 96, 384 o 3.072 pozos, y de
384 micropocillos. Los instrumentos de PCR en tiempo real también tienen un
software para la recoleccion y analisis de datos (Giulietti et al., 2001; Schmittgen
y Livak, 2008).

Al realizar un experimento de gPCR se deben considerar los siguientes
puntos:

La seleccion de los fluoroforos (intercalantes o sondas)
Agentes intercalantes

Hay colorantes fluorescentes que se unen a la doble cadena de ADN
(dsDNAJ, como el SYBR® Green |, el cual, después de ser excitado con
longitudes de onda de 494 nm, emite luz a 521 nm. Los agentes intercalantes
son los mas utilizados por su facilidad de uso, costo, eficiencia y deteccion
genérica. Su desventaja es que se unen a cualquier dsDNA, y al unirse a
productos de reaccion no especificos pueden dar lugar a una sobreestimacion
de la concentracion de la molécula de interés. El colorante SYBR® Green | se
une al surco menor de cualquier ADN de doble cadena. La excitacion del
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SYBR® Green, que se encuentra ligado al ADN, produce una sefial fluorescente
mucho mas fuerte en comparacion con el colorante que no esta unido al ADN
(Figura 28] (Giulietti et al., 2001).

Figura 28
PCR con el colorante SYBR® Green
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Nota. A. Cuando el ADN esta desnaturalizado, las moléculas de SYBR® Green no se ligan a
este y la fluorescencia sera baja. B. En la presencia de ADN de cadena dupla el SYBR® Green
se liga y su fluorescencia aumenta unas 1000 veces. Fuente: Elaboracidn propia de la autora.

Un experimento con colorantes SYBR® Green generalmente incluye
los reactivos de una PCR convencional con dos cebadores especificos a la
molécula de interés y el colorante. En los primeros ciclos de PCR se observa
una linea de base horizontal que corresponde a la fluorescencia base del
colorante (Figura 31). Si el ADN de interés esta presente en la muestra, cuando
el producto de PCR se acumula la sefal de amplificacion se hara visible, y el
grafico pasara a formar una linea exponencial (Ponchel et al., 2003; Potoczniak
et al.,, 2020).
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Sistema de sondas

Sondas Tagman

Una de las técnicas que se puede usar para detectar y cuantificar el
producto de PCR se basa en el fendmeno llamado transferencia de energia
de resonancia de fluorescencia (FRET, por sus siglas en inglés). En FRET, la
emision de un colorante fluorescente puede reducirse, en gran medida,
por la presencia de otro colorante llamado inhibidor (quencher), para ello,
ambos deben estar muy cerca. Las sondas se disefian complementarias a la
secuencia blanco, con un colorante FAM (carboxifluoresceina) denominado
reportero, en el extremo 5 de la secuencia, y un TAMRA (tetrametilrodamina),
quencher, en el extremo 3 (Liu et al., 2006) (Figura 29).

Cuando la sonda esta intacta, se produce transferencia de energia
fluorescente, porque la emisién de fluorescencia del reportero (R] es
absorbida por el quencher (Q) (Giulietti et al., 2001) (Figura 29A). Durante
la PCR, los cebadores y la sonda de hibridacion fluorescente se alinean
a la secuencia blanco v, en la fase de extension, la polimerasa extiende el
cebador en la regién aguas arriba (upstream) de la sonda (Figura 29A). Si la
sonda estad directamente hibridada al ADN, la actividad nucleolitica 5-3" de
la polimerasa escinde la sonda, la cual libera un fragmento que contiene el
colorante reportero. Cuando la sonda se escinde, la emision del reportero ya
no se transfiere eficientemente al quencher, lo que resulta en un aumento en
la emision de fluorescencia del reportero y la deteccion por parte del equipo
(Navarro et al., 2015) (Figura 29B).

Capitulo 4. PCR cuantitativa: qPCR, RT-qPCR y protocolo de uso de Rotor Gene Q
70 (QIAGEN)




Principios teorico-practicos de analisis de biologia molecular:
desde el aislamiento del ADN al analisis de secuencias

Figura 29
Técnica basada en sondas Tagman
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Nota. A. La sonda que es complementar al ADN de interés posee una molécula reportera
(R) y una inhibidora o quencher (Q). Mientras la sonda se encuentre intacta, la fluorescencia
del reportero serd absorbida por el quenchery no sera detectada. En rosa, el cebador que
sera usado para sintetizar una nueva molécula de ADN. B. En turquesa, la Tag polimerasa
que sintetiza una nueva cadena de ADN y con su actividad nucleasa cortara la sonda y
liberara la molécula reportera. La fluorescencia del reportero sera emitida y detectada por
el equipo. Fuente: Elaboracion propia de la autora.

En los primeros ciclos de PCR solo se detecta una sefial baja del reportero.
Esta sefal se denomina linea de base (baseline), se resta automaticamente en
el software de PCR y se convierte en cero. Si la muestra contiene la secuencia
de interés, la cantidad de sonda escindida aumenta y la sefial de fluorescencia
se amplificard y, por lo tanto, dejard la linea de base y pasard a una fase
exponencial (Figura 31). El punto en el que la sefal amplificada se hace visible
esta inversamente relacionado con la cantidad inicial de la muestra de interés
(Castagnetta et al., 2020; Nagy et al., 2017).
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Sondas moleculares del tipo Beacons

También son oligonucleoétidos de cadena sencilla que, por su estructura,
tienen una zona de apareamiento internoy, por lo tanto, forman una especie de
pinza. En presencia del amplicon, la sonda se abre y se une preferencialmente
a este y produce una emision de fluorescencia. Una sonda molecular beacons
tiene la siguiente estructura: una regién complementaria al amplicén (en su
rotacion), una complementariedad interna en el cuello [que la mantiene
cerrada) y los fluordforos en sus extremos, el donante (R) en el 5’ vy el aceptor
en el (Q] 3’ (Figura 30A). Cuando la sonda se encuentra cerrada, el fluoréforo
del 3 evita la emision de fluorescencia por el 5, lo que no ocurre cuando
se une al amplicon (Giulietti et al., 2001; Kim et al., 2008; Navarro et al., 2015)
(Figura 30B).

Figura 30
Estructura sondas tipo molecular beacons
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Nota. A. Sonda cerrada. En este estado, la proximidad entre las moléculas reportera y
quencher hace que la fluorescencia sea absorbida y no sea detectada por el equipo. B.
Sonda alineada al ADN de interés y por lo tanto abierta. De esta forma, la fluorescencia que
emite el reportero no es absorbida por el quenchery puede ser detectada por el equipo.
Fuente: Figura propia de la autora.
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Colorantes de referencia

Los colorantes de referencia pasivos se usan con frecuencia en gPCR para
normalizar la sefial de fluorescencia de los colorantes reporteros y corregir
las fluctuaciones de la fluorescencia que no son causadas por la PCR. Estas
fluctuaciones estan presentes de un pozo a otro de la placa de PCR, debido
a que al pipetear la muestra de ADN y/o los reactivos, pozo por pozo, habra
cambios en su concentracion o en su volumen. También se emplean para
corregir variaciones en el escaneo del instrumento (ruido del dispositivo,
variaciones en la excitacion y deteccion).

La mayoria de los instrumentos usan el colorante ROX™ como referencia
pasiva, porque ROX™ no afecta la reacciéon gPCR y tiene una sefial de
fluorescencia que se puede distinguir de la del reportero o quencher utilizado.
Una excepcion es el sistema de instrumentos Bio-Rad iCycler iQ®, que utiliza
Fluorescein como colorante de referencia (Wang, 2016).

Terminos claves para entender un analisis de qPCR
Para el analisis de los resultados se deben tener en cuenta los siguientes

parametros: Baseline, threshold, Ct o ciclo de cuantificacion, Delta R (ARn],
temperatura de disociacion y eficiencia (E) (Figura 31).
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Figura 31
Grafico del resultado de la amplificacion por gPCR
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Nota. En el gje x, los ciclos de PCR, en el gje y la fluorescencia. A. La figura identifica
los conceptos de baseline (fase entre los ciclos 3 a 15), threshold (linea horizontal azul)
de fase exponencial (fase posterior al ciclo 15 en el grafico, en la que se puede calcular
la pendiente de la curva y eficiencia de la reaccioén) y estacionaria (fase donde no
hay mdas aumento de moléculas de ADN, en inglés Plateu). B. ARn que corresponde
a la fluorescencia detectada en cada ciclo; Ct, ciclo en donde la fluorescencia tiene
un cambio significativo, que se considera en los calculos de cuantificacion. Fuente:

Elaboracion propia del autor.
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Establecimiento de la linea base o Baseline

La linea de base (baseline) se refiere al nivel de sefial de fluorescencia
en la fase inicial de las reacciones de gPCR, generalmente entre los ciclos
tres y quince (Figura 31). En estos primeros ciclos habra una fluorescencia
de fondo causada por los fluoréforos que no estan unidos al ADN, mas una
fluorescencia del producto amplificado. Como este producto aun es muy
pequeio, la intensidad de la sefal que emite serd muy baja, por lo tanto,
la emision de las muestras no va a exceder la fluorescencia de la solucion y
no sera posible distinguirla (Bregu et al., 2013]. La linea de base se determina
empiricamente en el grafico de amplificacion para cada reaccion, por el
usuario o automaticamente por el software del equipo. Esto se debe ajustar
cuidadosamente para precisar el ciclo umbral (Ct). Para determinar el Ct se
deben tener en cuenta suficientes ciclos de amplificacion, de modo que se
pueda eliminar la fluorescencia de fondo de los primeros ciclos, pero no
se deben incluir los ciclos en los que la sefial de amplificaciéon comienza a
aumentar por encima del fondo. Para comparar diferentes reacciones o
experimentos, la linea de base debe ser igual para todas las reacciones (Dash
et al,, 2020; Giulietti et al., 2001).

El significado y la determinacion del punto de corte o threshold

Cuando la amplificacion continda, el niumero de moléculas de ADN
detectables aumenta y la reaccion llegara a una fase exponencial. El umbral
(threshold) (Figura 31) es el nivel de la sefial de fluorescencia que refleja
un aumento estadisticamente significativo por encima de la sefal de base
(baseline) calculada. Se ajusta para distinguir la sefial de amplificaciéon
relevante de la sefial de fondo. Por lo general, el software del instrumento de
gPCR ajusta automaticamente el threshold a 10 veces la desviacion estandar
del valor de fluorescencia de la baseline, aunque el usuario puede ajustar la
posicion del threshold en cualquier punto de la fase exponencial de la PCR.
Estos valores se definen de manera diferente en el software del fabricante, por
lo que es importante realizar todos los experimentos en el mismo dispositivo
para tener mejores comparaciones (Dash et al., 2020; Giulietti et al., 2001).
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Definicion de Ct y suimportancia en la qPCR

Dentro de la fase exponencial (Figura 31B), hay un punto donde se realiza
la cuantificacion del ADN, de alli obtiene el nombre de ciclo de cuantificacion.
Este punto se conoce como Cq (quantification cycle] o también como Ct
(threshold cycle) por ciclo umbral, debido a que Ct es el nimero del ciclo en
el que la sefal de fluorescencia de la reaccion cruza el umbral (Figura 31). Ct
se usa para calcular el numero de copias iniciales de ADN, y este valor siempre
sera inversamente proporcional a la cantidad de ADN en la muestra. Por lo
tanto, cuanto mayor es el numero inicial de moléculas de ADN especificas en
la muestra, mas rapido aumentara la fluorescencia durante los ciclos y menores
seran los valores de Ct. Por ejemplo, al comparar los resultados de gPCR de
dos muestras que contienen diferentes cantidades de ADN de interés, si una
muestra tiene el doble de la cantidad inicial de la otra, ésta producira un Ct un
ciclo antes, si se supone que la PCR opera al 100 % de eficiencia (la cantidad de
producto se duplica perfectamente durante cada ciclo) en ambas reacciones
(Giulietti et al., 2001; Schmittgen y Livak, 2008).

El valor Delta Rn (ARn) y la fluorescencia detectada

El valor Rn (reportero normalizado] es la sefial de fluorescencia detectada
durante los ciclos de PCR, producida por el fluoréforo reportero y normalizada
con la sefial del colorante de referencia pasiva (Ecuacion 3). Es un valor que se
calcula en cada ciclo de la PCR y para cada una de las muestras. Por ejemplo,
si el colorante es el SYBR® Green, el valor de su fluorescencia en una muestra
se divide por la sefial del colorante de referencia pasiva (ROX). El valor Delta
Rn [ARN] es igual al valor Rn de una reaccion experimental menos el valor Rn
de la sefal de linea de base generada por el instrumento. Asi, en una grafica
de ampilificacion, el valor Delta Rn se representa en el eje y con los ciclos en el
eje x (Figura 31). Este pardmetro calcula de manera confiable la magnitud de
la sefal especifica generada a partir de un conjunto de condiciones de PCR
(Giulietti et al., 2001).
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(3) Rn muestra = Fluorescencia de la muestra / Fluorescencia de la
referencia pasiva
(4) ARn = Rn muestra — Rn baseline

Analisis de la curva de melting (curva de disociacion): una metodologia
que permite detectar productos inespecificos

En un analisis de la curva de melting, se evallan las caracteristicas de
disociacion del ADN de doble cadena durante el calentamiento. El objetivo
principal es inspeccionar la presencia de fragmentos inespecificos en la
reaccion (Figura 32C). Cuando la temperatura aumenta, el ADN comienza
a disociarse, y la temperatura a la cual el 50 % del ADN se encuentra
desnaturalizado se conoce como temperatura de fusion o Tm, lo cual puede
variar de una molécula de ADN a otra, dado que se ve afectada por la longitud
de la molécula, su complementariedad y el contenido de guanina y citosina.
Esto se debe a que el apareamiento de las bases guanina y citosina tiene tres
enlaces de hidrégeno, mientras que los pares de las bases adenina y timina
tienen solo dos. Asi, el ADN con un mayor contenido de guanina y citosina
tendra una temperatura de fusion mas alta y necesitard mas energia para su
separacion que el ADN con un mayor contenido de adenina y timina (Lalonde
et al.,, 2013; Pryor y Wittwer, 2006).

La disociacion de dos cadenas de ADN, dependiente de la temperatura,
se puede evaluar por medio de un fluordforo intercalante de ADN. En el caso
de SYBR ® Green, la disociacion de las cadenas de ADN lleva a la liberacion
del colorante v, por lo tanto, a la reduccion de la fluorescencia (ver item
sobre agentes intercalantes). Asi, una curva de fusion representa el cambio
observado en la fluorescencia (Lalonde et al., 2013; Pryor y Wittwer, 2006).

La fluorescencia se grafica contra la temperatura (Figura 32A) y, después,
la mudanza en la fluorescencia sobre el cambio de temperatura (—AF/
AT]) se grafica contra la temperatura (Figura 32B), para obtener una vision
clara de la dinamica de fusion. La Tm sera equivalente a la temperatura
maxima, es decir, a la del pico que se forma. El examen de la curva de fusiéon
después de la amplificacion es una forma simple de verificar los dimeros de
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primer y garantizar la especificidad de la reaccion de PCR en tiempo real.
La caracterizacion de los productos de reaccion (por ejemplo, dimeros vs.
amplicones] a través del andlisis de la curva de fusidon reduce la necesidad de
electroforesis en gel (Lalonde et al., 2013; Pryor y Wittwer, 2006).

Figura 32
Curva de melting
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Nota. A. Grafico de la fluorescencia (Rn) contra la temperatura. Disminucion de la
fluorescencia con relacion al aumento de temperatura. El punto de inflexion de la
curva [en este ejemplo, es el punto donde la temperatura alcanzé 84° C) representa
el valor de la temperatura de melting (Tm). B. Grafico del cambio en la fluorescencia
sobre el cambio de temperatura (—AF/AT] contra la temperatura. La Tm se calcula
identificando el pico de la curva C. Ejemplos de dos curvas de melting de PCR con
productos inespecificos. Los picos formados a 81° C (grafico a la izquierda) y 78° C
(grafico a la derecha) se deben a la presencia de productos con un Tm diferente al
Tm de la muestra de interés con pico a 85° C. Fuente: Elaboracion propia de la autora.
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Para realizar el cdlculo de la curva de fusion, el instrumento de PCR en
tiempo real se puede programar para incluir un perfil de calentamiento
inmediatamente después del protocolo del ciclo de ampilificacion. Una vez
completada la ampilificacion, el dispositivo vuelve a calentar los productos
amplificados (aumento gradual de 50 a 95° C] para obtener los datos de la
curva de fusion. La mayoria de las plataformas de instrumentos de PCR en
tiempo real incorporan esta caracteristica en sus paquetes de analisis.

La eficiencia de la reaccion de PCR

La eficiencia (E) de amplificacion se expresa como un valor entre 1-2, por lo
tanto, se define como “la duplicacién del producto de PCR en cada ciclo”. Esta
se calcula a partir de la pendiente (slope) de la curva de amplificacion, en la
fase exponencial. [dealmente, la eficiencia de la PCR es 2, lo que significa que
en cada ciclo térmico la cantidad del molde se duplica, esto también se llama
PCR 100 % eficiente. Cuando el valor es de 1, significa que no hay amplificacion.
En la practica, el rango aceptable de eficiencia es de 90 - 110 % para la validacion
del ensayo (Ruijter et al., 2009; Schefe et al., 2006; Svec et al., 2015).

La eficiencia global de una PCR en tiempo real depende de las eficiencias
individuales de la reaccion de la retro-transcriptasa reversa (RT) y la reaccion
de amplificacion por PCR. La eficiencia de la RT estd determinada por el
porcentaje de ARN que se convierte en ADNc. Las bajas tasas de conversion
pueden afectar la sensibilidad de la PCR, y la variacion en el porcentaje de
conversion entre las muestras es lo que mas puede perjudicar el analisis
(Ruijter et al., 2009; Schefe et al., 2006; Svec et al., 2015).

Los factores experimentales que pueden intervenir en la eficiencia de la PCR
son la longitud del producto de PCR (los fragmentos mas pequeiios pueden
tener una mejor eficiencia), el contenido de guanina y citosina, la estructura
secundaria de los cebadores, como dimeros y loops, o temperaturas de
fusion inadecuadas que pueden afectar el reconocimiento del cebador por
el molde, lo que resulta en una amplificacion deficiente. Otras condiciones
que pueden influir son la dinamica de la reaccién, el uso de concentraciones
no optimas de reactivos y la calidad de la enzima, que pueden resultar en
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eficiencias por debajo del 90 % (Ruijter et al., 2009; Schefe et al., 2006; Svec
et al., 2015).

La presencia de inhibidores de PCR en uno o mas de los reactivos puede
producir eficiencias de mas del 110 %. La razon principal para que la eficiencia
exceda el 100 % es la inhibicion de la polimerasa. A veces sucede que, al
agregar mas cantidad de muestra, se aumenta la cantidad de inhibidores.
Incluso después de adicionar mas molde de ADN a la mezcla de reactivos,
los valores de Ct pueden no cambiar para los ciclos anteriores. Esto aplana
la curva de la amplificacion, o que resulta en una pendiente mas baja y una
eficiencia de amplificacion de mas del 100 %. Los inhibidores de la enzima
polimerasa incluyen cantidades excesivas de ADN/ARN o material residual
en la muestra. Los contaminantes comunes incluyen heparina, hemoglobina,
polisacaridos, clorofilas, proteinasa K y acetato de sodio. Otros, como etanol,
fenol y SDS, pueden transferirse desde la etapa de extraccion del ADN o ARN.
Es mas probable que se produzca inhibicion en muestras mas concentradas, y
una forma de mejorar la pendiente de la curva es diluir la muestra (Tichopad
et al., 2003).

El calculo de la eficiencia de la PCR debe hacerse en la fase exponencial.
La cinética de la PCR en esta fase se puede describir con la siguiente ecuacion
de Rutledge y Cété (2003):
(5) R =R (1+E)"
Donde:
R,: Cantidad de sefial de fluorescencia en el ciclo 0
R : Cantidad de sefial de fluorescencia en el ciclo n
E: Eficiencia

¢Como calcular la eficiencia de una reaccion de PCR?

Los resultados de delta Rn para cada ciclo, obtenidos en el equipo de
PCR, se pueden usar para calcular la eficiencia con el programa LinRegPCR
(Figura 33). Especificamente, el proceso para calcular la eficiencia consiste en
linealizar los datos de la fase exponencial de la PCR y determinar la mejor
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regresion lineal. Este proceso se realiza para cada uno de los genes y cada
muestra, y se obtiene un resultado especifico para cada caso. Los valores
finales de eficiencia para cada gen son adquiridos del promedio de los
diferentes valores de cada muestra (Ramakers et al., 2003).

Figura 33
Resultado del andlisis de eficiencia de una reaccion de PCR en tiempo real a
través de LinRegPCR
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Nota. Figura de ampilificacion por PCR [ARNn en el eje yy ciclos en el eje x). El programa
usa los datos de la fase exponencial (puntos rojos) para ajustarlos a una linea recta,
y a partir de la ecuacion de la recta, se calcula el valor de la pendiente. El programa
reporta un valor de R [coeficiente de regresion lineal) que en el ejemplo es igual a
0,99, lo que indica la probabilidad de que los datos se ajusten a una recta (R tiene
valores de 0-1, donde 1es una probabilidad del 100 %). También se reporta la eficiencia
de la PCR que en el caso es igual a 1.841. Fuente: Elaboracion propia de la autora

Capitulo 4. PCR cuantitativa: qPCR, RT-qPCR y protocolo de uso de Rotor Gene Q
(QIAGEN) 81




Principios teodrico-practicos de analisis de biologia molecular:
desde el aislamiento del ADN al analisis de secuencias

Durante el proceso de estandarizar un protocolo de PCR en el que se
quiera conocer la eficiencia de amplificacion de un gen, es posible emplear
una curva estandar. Esta curva se genera a partir de una dilucion en serie
de una muestra de acido nucleico para realizar una PCR en tiempo real de
las diferentes concentraciones y obtener una curva de amplificacion para
cada dilucion (Figura 34A). Una curva estandar se puede construir mediante
el uso de los valores de Ct para cada dilucion en el gje vy, y la cantidad de
acido nucleico de entrada en el eje x. Al aplicar el logaritmo (en base 10] de
la concentracion de ADN, se obtendra una funcion lineal (Figura 34B). Este
grafico podra ser faciimente construido en Microsoft Excel al usar los datos
de Cty del log10 ADN.

La pendiente (slope) de la fase logaritmica lineal serd una medida de la
eficiencia de la reaccion. Asi, el calculo de la eficiencia para un gen especifico
se realiza con la ecuacion 6 (Rutledge y Coté, 2003):

(6) E=10-s°re-1
Figura 34

Construccion de curva estandar de diluciones de ADN para calculos de
eficiencia de la PCR
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Nota. A. Curvas de amplificacion por PCR de 4 diluciones seriadas (d1, d2, d3 y d4)
de una muestra de ADN, donde d1 esta mas concentrada y d4 mas diluida. B. Curva
estandar de PCR. El eje x corresponde al logaritmo en base 10 de la concentracion
de las diluciones de ADN. Eje y son los valores de Ct calculados para las diluciones.
Se muestran valores de slope, R?, eficiencia (E] y el intercepto Y. Fuente: Elaboracion
propia de la autora
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Para obtener resultados precisos y reproducibles, las reacciones deben
tener una eficiencia cercana al 100 %, equivalente a una pendiente de —3,32.
Se recomiendan aceptables los valores de eficiencia de 90 % y 110 %, que
corresponde a una pendiente entre —3,58 y —3,10.

Las muestras usadas para generar la curva estandar deben corresponder (lo
mas cerca posible] a las mismas del experimento (por ejemplo, el mismo ARN
o ADN total). El intervalo de dilucion debe cubrir el rango de concentracion
esperado de las muestras experimentales (Rutledge y Stewart, 2008].

La eficiencia calculada a partir de esta curva indica si su PCR esta bien
estandarizada, es decir, si todos los componentes empleados estan en las
concentraciones correctas (concentraciones de cebadores y ADN molde].
Ademas, con la ayuda de la curva estandar se puede calcular la eficiencia
de su cebador (qué tan bien disefiado estd), lo cual es un factor importante
para las reacciones de PCR en tiempo real. También, cuando no se conoce
la concentracion de su molde, con una dilucion en serie de concentraciones
conocidas de un control positivo se puede extrapolar la concentracion de la
muestra de interés (Figura 34B).

A partir de esta curva estandar, se puede extraer informacion sobre el
rendimiento de la reaccion y otros parametros. El coeficiente de correlacion
(R?) es una medida con la cual es posible saber qué tanto se ajustan los datos
a la curva estandar v refleja la linealidad (Figura 34B). Idealmente, R? deberia
ser igual a 1, aunque 0,999 generalmente es el valor maximo. R? también es
una medida de la reproducibilidad del experimento. Las curvas estandar se
pueden repetir alo largo del tiempo para evaluar si se mantiene la consistencia
y, por lo tanto, la precision de los datos para las muestras.

El valor del intercepto Y del gréfico, es el limite tedrico de la deteccion
de la reaccion, es decir, al valor de Ct esperado que corresponde al numero
de copias mas bajo de las moléculas de interés que dio el aumento de la
amplificacion estadisticamente significativa, o sea, la concentracion mas baja
de ADN que sera detectable (Figura 34B].
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Aunque tedricamente la PCR es capaz de detectar una sola copia de un
objetivo, un numero de copias de 2-10 es comunmente el nivel mas bajo
de moléculas de interés que se pueden cuantificar de manera confiable en
reacciones de PCR entiempo real. Esto limita la utilidad del valor de interseccion
con el eje y como medida directa de la sensibilidad. Sin embargo, el valor
de interseccién en el eje y puede ser Util para comparar diferentes sistemas
de amplificacion y muestras. Es importante cuantificar en la parte inicial de
la fase exponencial, y no en los ultimos ciclos o cuando la reaccién alcanza
la fase estacionaria, porque al comienzo de la fase exponencial todos los
reactivos permanecen en exceso, €l ADN polimerasa es altamente eficiente
y el producto de amplificacidon, que estd presente en una cantidad baja, no
competird con la capacidad de unién de los cebadores (Alvares et al., 2003;
Rutledge y Coté, 2003; Svec et al., 2015]).

¢Como aplicar esos parametros en la cuantificacion?

La cuantificacion de acidos nucleicos por gPCR se puede realizar de
manera absoluta o relativa, segun el objetivo del analisis.

Cuantificacion absoluta

La cuantificacion absoluta se usa para determinar el nimero exacto de
moléculas de un ADN de interés en una muestra, en comparacion con un ADN
estandar. El objetivo es poder detectar y cuantificar el ADN de organismos
infecciosos, 1o cual es importante en el diagndstico de enfermedades y en el
control de la calidad del agua o de alimentos contaminados. También, para el
control de fitopatdgenos (bacterias, hongos o virus que atacan los cultivos) y la
deteccion de organismos genéticamente modificados (OGM] (Demeke et al.,
2014; Kamau et al., 2013; Racki et al., 2014; Schena et al., 2004; Shanks et al., 2009).

¢Como calcular la cantidad “absoluta”? Construccion de una curva
estandar:

En este analisis, las muestras que contienen un nimero conocido de copias
del mismo ADN de interés se deben diluir en serie, luego se amplifican para
generar una curva estandar y, posteriormente, poder determinar la cantidad
inicial de una muestra de interés. El logaritmo (Log) de cada concentracién
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conocida en la dilucion seriada (eje x] se traza contra el valor de Ct para esa
concentracion (eje y) (Figura 34B). Se produce una relacion lineal entre Cty
el logaritmo de la cantidad inicial de ADN del molde total. Asi, las muestras
desconocidas se amplifican y cuantifican al comparar el valor de Ct con esta
curva. La confiabilidad del método de cuantificacion absoluta depende de
las eficiencias de amplificacion del objetivo y la curva de calibraciéon (Whelan
et al., 2003).

Aplicaciones practicas de la cuantificacion absoluta

En microbiologia clinica, la cuantificacion absoluta es util para el analisis
de la carga viral de, por ejemplo, VIH (virus de inmunodeficiencia humana),
VHC (virus de hepatitis C], VHB (virus de hepatitis A), coronavirus, HPV (virus
de papiloma humano] e influenza A (Gravitt et al., 2003; Mozayeni et al., 2020;
Ward et al., 2004). También, para la carga bacteriana, como Escherichia col,
Salmonella, Mycobacterium, y la carga fungica como Candida, Cryptococcus
y Aspergillus. En microbiologia alimentaria, permite evaluar la carga bacteriana
patdgena (Listeria, Salmonella, Campylobacter] de los alimentos (Busser
et al., 2020; Castafieda-Gulla et al., 2019; Fan et al., 2020). En microbiologia
veterinaria, es importante para la deteccién de agentes zoonoticos, por
ejemplo, de los virus FIV (virus de inmunodeficiencia felina), CSFV (virus de la
fiebre clasica suina) y FCV (calicivirus felino) (Lévéque et al., 2020; Song et al.,
2020]. En oncologia clinica, para evaluar enfermedades residuales minimas
y translocaciones cromosomicas, polimorfismos de un solo nucledtido
(SNP), terapia génica, estimacion de transferencia génica, biodistribucion de
expresion vectorial y receptores (Zeng, Y. et al., 2020).

Ejemplo practico de cuantificacion absoluta: caso coronavirus

En la pandemia de COVID-19, la gPCR se ha presentado como una
herramienta clave para el control de la enfermedad puesto que permite la
deteccion del virus en individuos con sintomas o que estuvieron expuestos
a areas contaminadas. Para esto, los laboratorios usaron el analisis de genes
especificos del virus SARS-CoV-2, los cuales no se encuentran en el genoma
humano. La amplificacion de estos genes por gPCR es posible mediante el uso
de cebadores disefiados para hibridar los genes virales. Si el gen ampilifica, se
detecta una curva de fluorescencia y el paciente sera positivo, si no amplifica
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el paciente sera negativo. En la Figura 35 se muestra un valor de Ct para cada
paciente (numero de ciclo en donde la fluorescencia comenzd a crecer
exponencialmente).

Sin embargo, para conocer la carga viral del paciente, es necesario construir
una curva estandar. Para ello, se requiere hacer una dilucion seriada de una
muestra de ARN de SARS-CoV-2 con cantidad conocida, después, efectuar
una RT-gPCR con las diferentes diluciones como muestras de partida, y asi
obtener valores de Ct para cada dilucion. Para obtener la curva estandar, se
grafica el Logl0 de la concentracion (Logl0 [viral]) de las muestras contra los
respectivos valores de Ct (Figura 36). Finalmente, para establecer la carga de
ARN viral del paciente, se debe realizar una interpolacion (Figura 34), es decir,
calcular el valor de Llog10 [viral] que produce el Ct del paciente.

Figura 35
Curvas de amplificacion por RT-qPCR para deteccion del gen de SARS-CoV-2
en cuatro pacientes diferentes
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Nota. Amplificacion positiva para Coronavirus. RP: gen control, que codifica para la
ARNasa P humana. N1, N2, N3: diferentes regiones del gen de la nucleoclapside de SARS-
CoV-2. Cuando solo ampilifica el gen RP, y no los genes virales, el diagnodstico es negativo.

Fuente: Tomado de Raybiotech (s. f.).
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Figura 36
Curva estandar generada para las regiones N1y N2 de SARS-CoV-2
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Nota. Grafico obtenido con los valores de Ct de diferentes diluciones seriadas de ARN
viral de muestras de hisopos nasofaringeos. Con este grafico es posible calcular la carga
viral de un paciente por interpolacion. R% valor del coeficiente de regresion; E: eficiencia

de la ampilificacion. Fuente: Tomado de Kudo et al. (2020).

Cuantificacion relativa

La cuantificacion relativa tiene como objetivo comparar la cantidad de un
gen en una muestra de interés, en relacion con una muestra de referencia.
La cuantificacion relativa se usa a menudo para analizar la expresion génica
(cantidad de mRNA producido por un gen) en muestras sometidas a un
tratamiento. Por ejemplo, comparar la expresion génica entre una planta
sometida a un estrés (muestra de interés) con una planta sin estrés (control],
o un tejido de un paciente sano [control) con el de otro paciente con una
enfermedad [muestra de interés). En entomologia forense permite también
calcular la edad larval, a través de la deteccion de genes que se expresan en
cada etapa de desarrollo (un gen se expresara mas en una etapa que en otra).

Los resultados se presentan como un aumento o una disminucion de la
expresion génica, o fold change, en la muestra de interés en relacion con la
muestra de referencia o control. Ademas, se utiliza un gen de normalizaciéon
como control de la variacion experimental (cantidad de tejido, variaciéon en
el pipeteo, etc.). En este tipo de cuantificacion, no es necesario utilizar una
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curva estandar, debido a que la cantidad del gen estudiado se compara con
la cantidad del gen de referencia. La curva estandar solo se usa para prever la
eficiencia de la reaccion.

Existen varios modelos matematicos para examinar la expresion de
un gen objetivo en relacidn con un gen de referencia. Segun el método,
la normalizacion se puede llevar a cabo mediante el uso de uno o varios
genes de referencia, e incluyendo o no la eficiencia de la PCR. El nivel final
de expresion relativa calculada relaciona el gen de interés en una muestra
con el gen normalizador. Las cantidades relativas que se generen se pueden
comparar entre varios experimentos de qPCR (Pfaffl, 2001; Taylor et al., 2019).

Genes de referencia: definicion y aspectos de la busqueda

Al comparar perfiles de expresion por gPCR es necesario normalizar, por
medio del uso de genes de referencia, para obtener resultados precisos y
reproducibles. Esto se debe a que, en gPCR, hay variables técnicas que
se deben controlar, como la cantidad y calidad del material de partida, la
eficiencia enzimatica (Tag polimerasa y transcriptasa reversa), las diferencias
en la actividad transcripcional y la presencia de inhibidores en diferentes
materiales de la muestra. Para controlar estas variables, que no son resultado
del diseiio experimental, se utiliza de forma rutinaria la normalizacion con
genes de referencia, que son el control interno de la reaccion (Kozera y
Rapacz, 2013; Schmittgen y Zakrajsek, 2000).

El uso de genes de referencia permite normalizar las diferencias, entre
muestras individuales, de la cantidad de ADNCc sintetizado. Cuando se prepara
el ARN vy se realiza la sintesis de ADNc, pueden aparecer variaciones entre
las muestras, pero como el gen de referencia también estd expuesto a los
mismos pasos de preparacion que el gen de interés, se puede usar para
corregir estas variaciones. Para esto, es necesario hacer una eleccion precisa y
una cuantificacion de los genes de referencia que se debe probar en todas las
condiciones experimentales con el fin de garantizar que haya una expresion
consistente del gen de interés en todas ellas (Kozera y Rapacz, 2013).
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En general, para elegir genes de referencia se deben tener en cuenta los
siguientes criterios (Kozera y Rapacz, 2013):

» El gen elegido debe expresarse aproximadamente al mismo nivel que el
gen del experimento.

* Las comparaciones de la expresion genética relativa funcionan mejor
cuando el nivel de expresion del gen elegido permanece constante.

» |dealmente, el nivel de expresion del gen de referencia se debe validar
para cada tipo de célula o tejido objetivo, para confirmar que permanece
constante en todos los puntos del experimento.

» Elnivelde expresion no se puede ver afectado por factores experimentales.
Ademas, debe mostrar una variabilidad minima en su expresion entre
tejidos y estados fisioldgicos del organismo.

» Es deseable elegir una referencia que muestre un Ct similar con el gen
de interés.

Los genes basicos del metabolismo (llamados housekeeping genes —HKG—)
cumplen estas condiciones, porque, por definicion, estan involucrados en
procesos esenciales para la supervivencia de las células y, por lo tanto, deben
expresarse de manera estable y no regulada. Es importante evaluar los genes
para cada organismo, cada tejido y cada condicién antes de usarlos en los
calculos de cuantificacion. Aunque los housekeepings son los mas utilizados y
los primeros en ser examinados como genes de referencia, algunos estudios
informan que su uso puede variar considerablemente (De Jonge et al., 2007,
Olsvik et al., 2005; Thellin et al., 1999).

Los genes de referencia mas utilizados para normalizar en eucariotas son
(Reboucas et al., 2013]):

» B-actina (ACTB]J: gen del citoesqueleto

* RNA ribosémico 18S [rRNA): subunidad ribosémica

« Ciclofilina A [PPIA): inhibidor de la fosfatasa de serina-treonina

« Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH]): de la glicolisis

» B-2-microglobulina (B2M): complejo principal de histocompatibilidad
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 PB-glucuronidasa (GUSB]): exoglicosidasa en lisosomas
 Hipoxantina ribosiltransferasa (HPRT1): ruta de salvamento de purina
 Proteina de ligacion TATA-Box (TBPJ: transcripcion de RNA

Para procariotas (Bai et al., 2020]:
e Recombinasa A (recA)
« ARN polimerasa factor sigma (rpoD]
« Pirrolina-5-carboxilato reductasa (proC]
 Guanilato quinasa (gmk]
« Factor terminador Rho (rho])
« ARN ribosomal 16S
 Proteina de division celular FtsZ (ftsz)
« ADN girasa A (gyrA]

Metodos de identificacion de genes de referencia

La tarea de identificacion de estos genes se compone de dos etapas:
primero, es necesario identificar cudles genes son probables candidatos
y, segundo, verificar la estabilidad de estos candidatos. En el primer paso,
se recomienda buscar en la literatura cudles genes se han utilizado como
normalizadores para el organismo, tejido o enfermedad que se quiere probar
en el experimento, o evaluar cuales genes tienen una expresion estable en los
datos del perfil de expresion, como las bibliotecas RNA-Seq o micro-arreglos,
disponibles para su condicién experimental. En la segunda etapa, una vez
que los genes candidatos han sido amplificados por gPCR, se debe evaluar su
estabilidad, por medio de programas disefiados para esto (Borah et al., 2020;
Mufioz et al., 2020).

Diferentes enfoques y algoritmos estadisticos han sido propuestos para
la eleccion ideal de un par o mas de genes de referencia. Con ellos se
clasifica el conjunto de genes candidatos para la normalizacion, de acuerdo
con la estabilidad de su expresion, por medio de un conjunto de datos de
muestras y una condicion experimental dada. Ejemplos de estos algoritmos
son los siguientes:

Capitulo 4. PCR cuantitativa: qPCR, RT-qPCR y protocolo de uso de Rotor Gene Q
90 (QIAGEN)




Principios teorico-practicos de analisis de biologia molecular:
desde el aislamiento del ADN al analisis de secuencias

GeNorm: es parte del software qbase + de Biogazelle para el analisis
cuantitativo de datos de PCR (esta disponible en https://genorm.cmgg.be/]
(St-Pierre et al., 2017). Vandesompele et al. (2002]) detallaron el algoritmo
propuesto para determinar una medida de la estabilidad de la expresion de
los genes.

NormFinder: es un complemento de Microsoft Excel que agrega la
funcionalidad NormFinder directamente al paquete de software. Este calcula
automaticamente el valor de estabilidad para todos los genes candidatos
probados en un conjunto de muestras organizadas. Andersen et al. (2004]
describen en detalle el algoritmo.?

¢Como calcular la expresion relativa?

El primer modelo descrito para calcular la expresion relativa es el modelo
2 a la menos delta-delta Ct (224 ] de Livak y Schmittgen, (2001). Ademas
de este modelo, existen otros modelos matematicos con los que se intenta
obtener resultados mas precisos y que corrigen algunas variables y supuestos
del modelo 2722,

Los calculos en la cuantificacion relativa de la expresidon génica se basan
en la comparacion de los valores de Ct, para lo cual se utiliza la eficiencia de
la reaccion de PCR como factor de correccion. Sin embargo, el modelo 2724
no requiere de esta para acceder a un factor de correccion. Este modelo
implica una eficiencia optima e idéntica (correspondiente al 100 %) en la
reaccion de gPCR, tanto del gen del estudio como del gen de referencia. El
método 274 expresa la proporcion obtenida de la relacion entre los valores
de Ct de la muestra y los valores de Ct del control, como se enuncia en la
siguiente ecuacion:

3 NormFinder esta disponible de forma gratuita cuando se solicita a los autores. Para ob-
tener mas informacion sobre cdmo instalar y como organizar los datos que analizara el
programa, consulte el manual del usuario en: https://theaddictivebrain.files.wordpress.
com/2016/08/normfinder-documentation.pdf
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(7) Expresion relativa (R)= E obj ¢t / E ref ¢ ef
E= Eficiencia
AC obj= Ct control - Ct experimental (gen de interés)
AC ref= Ct control - Ct experimental (gen de referencia)

Si la eficiencia E obj = E ref =E entonces la R = EACtobi-actref
Con eficiencia de 100 % o igual a 2, entonces R = 24t obi-Actref

R=2 [Ct control - Ct experimental (obj)]- [Ct control - Ct experimental (ref)]

R — 2 —[Ct experimental - Ct control (obj)]- [Ct experimental - Ct control (ref)]

R = 2-84ct

Pfaffl (2001) publicod otro modelo de cuantificacion en el cual se tienen en
cuenta las diferentes eficiencias de PCR, tanto para los genes en estudio como
para los genes de referencia.

Ejemplo practico de cuantificacion de expresion génica relativa basado
en el modelo 2-<*; Caso de entomologia forense

Los entomologos forenses utilizan los insectos necrofagos que se
encuentran en los cuerpos humanos para estimar el intervalo postmortem
minimo [PMImin] durante las investigaciones de muerte. Sarcophaga peregrina
es una especie de mosca de la carne, importante para calcular el PMImin, por
ser una colonizadora en los primeros estados de descomposicidon del cuerpo.
Sin embargo, dicha estimacion requiere fijar con precision la edad de la
mosca. Durante el desarrollo larvario, la determinacion de la edad es sencilla
por los cambios morfoldgicos y la variacion de longitud, peso y anchura; sin
embargo, la evaluacion de la edad del sarcéfago intrapuparial es mas dificil
dado que los cambios anatomicos y morfoldgicos no son visibles. El estudio
de genes expresados diferencialmente (DEG, por sus siglas en inglés) durante
la metamorfosis del sarcofagido es un método potencial para conocer la edad
intrapuparial, debido a que hay genes que se activan o inactivan en diferentes
etapas del desarrollo. Asi, el andlisis de esta actividad (llamada expresion
génica) sirve como un marcador de la edad del insecto. En un estudio se
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utilizod la técnica de RT-gPCR para observar el nivel de expresion genética de S.
peregrina intrapuparial en diferentes dias de desarrollo y temperaturas (35° C,
25° Cy 15° C). Ademas, se seleccionaron los genes de referencia apropiados de
S. peregrina en el estado intrapuparial y a temperaturas diversas para obtener
perfiles de expresion génica fiables y validos. Los resultados indicaron que dos
genes, ARNr 18S y ARNr 28S, eran los genes de referencia mas confiables, y que
cuatro DEG (Hsp90, A-alfa, AFP, AFBP] tenian el potencial de usarse para estimar
con mayor precision la edad de S. peregrina intrapuparial (Shang et al., 2020].

Figura 37
Expresion relativa del gen Hsp90 en diferentes estados de desarrollo pupal
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Nota. El grafico muestra que la expresion del gen Hsp90 (expresada como logFC)
aumenta con el desarrollo de la larva (en porcentaje de desarrollo). Se presentan valores
de promedios de logFC y las desviaciones estandar.

Fuente: Tomado de Shang et al. (2020].
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En este tipo de experimento fue necesario extraer ARN de pupas
de diferentes estados de desarrollo (% dp] para sintetizar un ADNc por
retrotranscripcion, a partir del cual se realizd una gPCR con cebadores de los
genes de interés. Los valores de Ct (Ciclo de cuantificacion) proporcionados
por el instrumento de PCR en tiempo real pueden importarse a una hoja de
cdlculo de Microsoft Excel (datos hipotéticos para el gen Hsp90, ver Tabla
2). En todo experimento se deben usar réplicas bioldgicas (tres pupas para
cada estado de desarrollo), y el promedio de los valores de Ct entre ellas se
usara en los analisis posteriores. En seguida se deberan realizar los siguientes
cdlculos, que consideren el uso de un gen de referencia (en este caso el gen
que codifica para la proteina ARNr 18S) y los valores de una condicidn control
(en este caso 0 % de desarrollo):

Para calcular la expresion (Fold change, FC) del gen Hsp90 en una pupa
con 10 % de desarrollo, se pueden seguir los siguientes pasos:

1. Normalizar los valores de Ct con el gen de referencia (ARNr 18S):
ACt 0%= (Ct gen Hsp90 — Ct ARNr 18S) en el dia cero
ACt 10%= (Ct gen Hsp90 — Ct ARNr 18S]) con desarrollo de 10 %.

2. Normalizar con la condicion control:
AACt = (Ct gen Hsp90 — Ct ARNr 18S) al 10 % - (Ct gen Hsp90 — Ct ARNr 18S]
al 0 %.

3. Transformar a una expresion exponencial: 224

4. Calcular los promedios de los valores 224t de las réplicas biologicas y las
respectivas desviaciones estandar.

5. Hacer analisis estadisticos y evaluar si existen diferencias significativas
entre la condicion experimental y el control: Test Anova

El resultado final se expresa como un Fold change que representa cuantas
veces vario la expresion del gen Hsp90 durante el desarrollo pupal en relaciéon
con el control o desarrollo 0 %. Este valor se puede graficar (Figura 37).

Las Tablas 2 - 5 muestran datos hipotéticos y los calculos para encontrar el
cambio en la expresion de Hsp90 a 10% de desarrollo pupal con base en el
método 2-24¢t
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Como fue presentado en la Tabla # 5, los calculos esperados de Fold
change para la condicion control siempre deben estar cerca de 1, lo cual
indica poca variacion entre las réplicas. En el ejemplo la expresion de Hsp90
aumento cerca de 30 veces (Tabla 5], lo que indica que la activada del gen
estuvo incrementada a lo largo del tiempo.

Tabla 2

Datos hipotéticos de Ct [ciclo de cuantificacion] obtenidos al amplificar el gen
Hsp90 y el gen de referencia ARNr 18S en condicion 0 % [control] y 10 % de
desarrollo pupal

Réplicas biologicas Control ARNr 10%
Control Hsp90 10 % Hsp90
(tres pupas) 18S ARNr18S
Ctl 20,84 21,49 15,5 21,45
Ct2 20,87 21,87 15,79 21,62
Ct3 20,85 21,88 15,65 21,46
Tabla 3
Normalizacién de los datos con el gen de referencia [ARNr 18S]:
Ct Hsp90 —
ACt control ACt10 %
Ct ARNr 18S (ACt)
ACtl -0,65 -5,95
ACt2 -1 -5,83
ACt3 -1,03 -5,81
Promedio réplicas -0,893333333 -5,86333
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Tabla 4
Normalizacion con la condicion control

ACt —

ACt Control p(;ctsmedio (AACH) ACt control Aace1oz
AACtH 0,243333333 -5,05667
AACt2 -0,106666667 -4,93667
AACt3 -0,136666667 -4,91667

Tabla 55
Transformacion a una funcion exponencial y cadlculo del Fold change

_ _ _ Z—AACHO%
2 (ACt10% — ACt control) 2-AACt Control
Fold change
27 0,84 332
272 1,07 306
27nac2 1,09 30,2
Promedio réplicas 1,0 31,33*

* Este valor puede ser graficado junto con los valores de las otras etapas de desarrollo, no

calculados en el ejemplo, en un grafico Fold chage vs. % desarrollo.
Protocolo de PCR cuantitativa: caso Rotor-Gene® Q de QIAGEN

Equipos

- Un equipo de gPCR. En este caso se usara el equipo Rotor-Gene® Q de
QIAGEN como ejemplo (Figura 38). Consultar el manual de su equipo para

conocer detalles de su funcionamiento.

- Un computador con el software del equipo instalado (Figura 38). Consultar

detalles de la instalacion en el manual del equipo.
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Figura 38
Equipo de gPCR marca Rotor-Gene® Q de QIAGEN
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Fuente: Manual del equipo Rotor-Gene® Q de QIAGEN
Instrucciones sobre el software

Use el CD entregado con el equipo de gPCR para instalar el software
en el computador y siga las instrucciones del manual del equipo. Una vez
instalado, un icono del software (Figura 39A] serd creado automaticamente en
el escritorio. Para iniciar se debe prender el equipo de PCR y dar doble clic en
el icono. Una ventana de bienvenida sera abierta, en la que se debe introducir
el numero de serie del equipo. Todos los equipos poseen un numero de serie
Unico (siete digitos en el caso de Rotor-Gene® Q) en su parte posterior, que
serd solicitado solamente la primera vez que se use el software (Figura 39B).
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Figura 39
Icono y ventana de inicio del software
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Welcome!

Welcome. Before you begin, the analysis
software needs to know a couple of things
about the type of system you are using.

Machine Serial Number

Pott:

COM1 v| Auto-Detect

I™ Runin Vittual Made (For Demonstration)

Begin Exit Program

Nota. A. Icono del software del equipo Rotor-Gene® Q en el escritorio del computador. B.
Ventana de bienvenida donde se debe introducir el numero de serie del equipo. Fuente:
Manual del equipo Rotor-Gene® Q de QIAGEN

Materiales

e Guantes de nitrilo libres de polvo.

e Tubos de 0,2 ml o 0,1 ml de calidad optica autoclavados marca QIAGEN
(Figura 40]) o placas de PCR de calidad optica (en caso que trabaje con
otro equipo de PCR] (Figura 41).

e Tubos de 1,5 ml autoclavados.

e Gradilla para tubos de 0,2 mly de 1,5 ml.

e Micropipetas de 2 ul, 100 ul, 200 ul y 1000 ul.

e Puntas nuevas estériles para micropipetas.

e Nevera de icopor con hielo.
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Figura 40
Tubos de 0,2 ml o 0,1 ml de calidad Jdptica

Nota. Rotor y tubos de PCR para el equipo Rotor-Gene® Q. A. Rotor de 36 tubos de 0,2
ml. B. Rotor de 72 tubos de 0,1 ml. Fuente: Manual del equipo Rotor-Gene® Q de QIAGEN.

Recomendacion sobre los tubos Rotor-Gene® Q

Con respecto a la cantidad de tubos, depende del tipo de rotor que se use.
Hay cuatro rotores disponibles para acomodar diferentes tipos de tubos (ver
detalles en el manual de este equipo). Con el instrumento se entregan el rotor
de 36 tubos vy el rotor de 72 tubos (Figura 40).

Es importante que en un experimento se empleen tubos idénticos, no se
deben mezclar diferentes tipos de tubos o fabricantes debido a que esto
afectara la uniformidad optica. QIAGEN recomienda el empleo de tubos de
SuU marca que estan especialmente disefiados para usar con el Rotor-Gene Q.
Tubosde fabricantes alternativos pueden autofluorescer, lo que podriainterferir
en la fiabilidad de los resultados. Ademas, tubos de fabricantes alternativos
pueden variar en longitud y grosor, o que resultaria en desalineacion de la
ruta Optica del Rotor-Gene Q vy la reaccion en el tubo.
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Figura 41
Placa de PCR de 96 pozos disefiados para equipo de PCR de marcas como
Bio-Rad y Applied Biosystem

Fuente: Tomado de Termo Fisher Scientific ™

Reactivos
e Enzima DNA polimerasa
e Tampon de la enzima
* MqCl, (cofactor de la enzima])
e dNTPs
e Un par de cebadores (Forward y Reverse]
e Fluoroforo (Syber Green®) o sondas
e Agua grado biologia molecular ultra pura
e Muestra de ADN o cADN

Procedimiento
Antes de comenzar

Verificar que el fluoréforo para el ensayo sea el apropiado de acuerdo
con el equipo que se usard (ver fluorédforos en el manual del Rotor Gene
Q). El equipo debe estar calibrado; en caso de ser necesario, realizar las
calibraciones pertinentes. El equipo y el software deben estar conectados a
un no break para evitar que se interrumpa el ensayo o se pierdan datos por
falla o por cambios repentinos en el suministro eléctrico. Las superficies de
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trabajo deben estar limpias para evitar la contaminacion. Es muy importante
trabajar con guantes sin polvo, limpiar las superficies con papel sin pelusa y
detergentes que degradan el ADN o bien con una solucion de hipoclorito de
sodio al 10 %.

I. Extraccion de ADN genomico?
2. Sintesis de ADNc

Cuando se requiere analizar la expresion génica, el ARN extraido de una
muestra es convertido a ADN a través de una reaccion de retrotranscriptasa
(RT) inversa. Para eso se requiere tener la muestra de ARN [preferiblemente
conservadaa=80°C]J,enzimaRT,dNTPsy un cebador oligo dT (oligonucledtido
compuesto por timinas, que hibrida la terminacion poli Adenina 3 de los ARN
mensajeros). Si se quiere analizar otro tipo de ARN [ARN no codificantes),
se deben consultar protocolos para escoger otro tipo de cebador. Como
el objetivo de este protocolo es explicar la gPCR, se debe consultar otro
protocolo para conocer detalles de extraccion de ARN y sintesis de cADN.

3. Cuantificacion y dilucion de ADN o ADNc

Después de estandarizar la cantidad de ADN &ptima para la reaccion (la
cual se logra a través de la construccion de una curva estandar), preparar el
ADN de acuerdo con la cantidad calculada (ver capitulo de cuantificacion de
ADN para mas detalles de este procedimiento).

4. Preparacion de la mezcla de la reaccion [Mix)

e Las muestras del ADN que van a ser analizadas se deben mantener en
hielo hasta que se coloquen en la placa o en los tubos PCR.

4 Para conocer mas detalles sobre el protocolo de la técnica, sus materiales, reactivos y
concentraciones, ver capitulo sobre Extraccion de ADN a partir de insectos con buffer de
macerado (Cadavid, 2018) o el capitulo de Extraccion de ADN con DNeasy Blood y Tissue
kit (QIAGEN), modificado para insectos (Pérez, 2018]) del libro “Del campo al laboratorio:
integracion de procedimientos para el estudio de moscas”.

Capitulo 4. PCR cuantitativa: qPCR, RT-qPCR y protocolo de uso de Rotor Gene Q
(QIAGEN) 101




Principios teodrico-practicos de analisis de biologia molecular:
desde el aislamiento del ADN al analisis de secuencias

e Todos los reactivos para la PCR se deberan descongelar y homogeneizar
con cuidado. Se deben mantener sobre hielo y tapados para evitar que
reciban la luz directa.

e Agregar todos los componentes descritos en la Tabla 6 en un tubo de 1,5
ml. El volumen de cada reactivo se debe calcular basado en el nUmero de
muestras que se van a analizar y teniendo en cuenta que haya minimo tres
repeticiones para cada muestra. Como los volumenes individuales de los
reactivos son pequefios y dificiles de pipetear, se acostumbra preparar
una mezcla [(mix] de todos los reactivos para el total de las muestras, vy
luego esta se reparte en cada uno de los tubos de reaccién (ver Tabla
6 para detalles de concentraciones, voliumenes y calculos). Verificar las
concentraciones de sus reactivos a la hora de hacer los calculos de su
propio experimento.

e El volumen final de la reaccion depende del tubo que se use, se
recomienda trabajar con un volumen entre 20 - 50 ul, tanto para tubos de
0,2 ml como de 0,1 ml.

Recomendaciones: colocar la enzima Taq polimerasa y el fluoréforo en
ultimo lugar. La Tag polimerasa, que debe estar almacenada a una temperatura
de =20° C, se debe sacar de la nevera en el momento en que se vaya a utilizar
y guardarla inmediatamente después. El fluordforo debe estar protegido de
la luz, para esto se puede envolver el tubo donde se encuentra con papel
aluminio.

Tabla 6
Volumen y concentraciones de reactivos para PCR

.. Volumen Concentracion Volumen Volumen
Concentracion

Reactivo ... inicial (una final (Volumen para 36 para 72
inicial .
muestra) final de 20 ul) muestras  muestras
Primer (F) 10 uM 0,4 ul 0,2 uM 14,4 ul 28,8 ul
Primer (R) 10 uM 0,4 ul 0,2 uM 14,4 ul 28,8 ul
dNTPs > mmgada 0,4 ul 0,1 mM 14,4 ul 28,8 ul
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Tampoén 10X 2ul X 72 ul 144
MgCl, 50 mM 1,2 ul 3mM 43,2 ul 86,4 ul
Taq pol 5 Unidades 0,04 ul 0,01U 1,44 ul 2,88 ul
Sybr 100X 0,03 ul 0,3X 1,08 ul 2,16 ul
Agua 5,53 ul 199,08 wl 398,16 ul
ADN 10 ul

Volumen

final 20l

Fuente: Tomado de Cadavid et al. (2020).

e Colocar 10 uL de la mezcla de reaccion en cada tubo.

e Agregar 10 uL de ADN problema a cada tubo.

e Una vez preparadas las mezclas, centrifugar los tubos para eliminar
burbujas que podrian interferir con la lectura de la fluorescencia y para
que la solucién quede en el fondo de los tubos.

e Preparar el equipo y programar las condiciones para la amplificacion
(Tabla 7).

5. Amplificacion por PCR

e Colocar los tubos en el equipo en el perfil de amplificacion deseado
(Tabla 7). Ver el protocolo de su kit de reactivos de PCR para los tiempos
y temperaturas especificos a la marca de su kit, ya que cada marca posee
concentraciones de reactivos especificos, propiedades de la enzima
DNA polimerasa y temperaturas de alineamiento que pueden variar. Si la
enzima es Hotstart, esta puede requerir un paso de calentamiento para su
activacion.

¢ Indicar el punto de colecta de datos: en general, los datos se colectan a
60° C al final de la etapa de alineamiento. Se debe indicar este punto de
colecta durante la configuracion del equipo.

e Solicitar la generacidon de una curva de Melting: indicar al equipo que
genere esta curva al final de la reaccion, este calentard las muestras
gradualmente (p. ej., de 60 a 95° C], y recolectara la fluorescencia en cada
temperatura para construir una curva.
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e Correr la PCR, esta reaccion podria demorar alrededor de tres horas,
segun el equipo vy la cantidad de muestras que se procesen.
e Consultar la configuracion del equipo en el manual.

Tabla7
Perfil térmico de amplificacion por PCR

Paso Tiempo Temperatura Ciclos
Activacion de taq polimerasa 2 min 95°C 1
Desnaturalizacion 15 segundos 95°C
Alineamiento 1 minuto 60°C 40
Extension 1 minuto 72°C
Extension final 10 minutos 72°C 1
Curva de melting 3 minutos 60°C - 95°C 1

Fuente: Tomado de Cadavid et al. (2020)
6. Obtencidn de datos

e Antes de exportar los datos, se debe establecer el umbral (threshold] y
la linea base (baseline]. En el software del equipo se podran visualizar las
curvas de amplificacion en escala logaritmica, en este automaticamente
se mostrard la linea umbral y la linea base, el usuario podra localizar de
forma manual la mejor linea umbral en el area donde las curvas sean
paralelas. La linea base se recomienda establecerla entre los ciclos 3 y 15.
Una vez finalizado, exportar los datos a una hoja de calculo.

e Analizar los datos. Después de seleccionar el umbral y la linea base, el
programa generarda de manera automatica la curva de calibraciéon y
realizara una regresion lineal con los puntos de la curva. A partir de la
regresion calculara los valores de ciclo umbral o Ct para las muestras
problema. Esta lista de valores Ct es la que el usuario debera usar para
llevar a cabo las comparaciones y los analisis estadisticos deseados
(ANOVA o test-t student), mediante el método 224,
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Introduccion

La secuenciacion de ADN es un método de laboratorio utilizado para
determinar la secuencia de nucledtidos (adenina, timina, guanina y citosina)
que componen esta molécula. Elmétodo fue desarrollado por Frederick Sanger
en 1975 (Sanger et al., 1977), quien luego recibié el Premio Nobel de quimica
en 1980 por sus contribuciones a la comprensiéon de las secuencias de ADN;
esta secuenciacion se conoce como se conoce como didesoxinucleodtidos
o de electroforesis capilar; sin embargo, el proceso se reconoce a menudo
COmo secuenciacion de Sanger, en referencia a su autor.

Los componentes para una secuenciacion son similares a los que se
emplean para la reaccién en cadena de la polimerasa (ver capitulo de PCR
convencional):

Capitulo 5. Secuenciacion con didesoxinucledtidos (tipo sanger) 15




Principios teodrico-practicos de analisis de biologia molecular:
desde el aislamiento del ADN al analisis de secuencias

e Una enzima ADN polimerasa.

e Un par de cebadores, fragmentos pequefios de ADN monocatenario que
se unen al molde de ADN y actuan como un “iniciador” para la polimerasa.

e Los cuatro nucledtidos del ADN (dATP, dTTP, dCTP, dGTP).

¢ El molde de ADN que sera secuenciado.

e Versiones didesoxi de los cuatro nucledtidos (ddATP, ddTTP, ddCTP,
ddGTP), cada uno marcado con pigmentos de color diferente (Figura 42).

e Un gel de electroforesis o capilar.

Este método de secuenciacion, comercializado inicialmente por Applied
Biosystems en 1986, fue el mas utilizado durante aproximadamente 40 afos.
Mas recientemente, la secuenciacion de Sanger de mayor volumen ha sido
reemplazada por métodos de secuenciacion de nueva generacion (Next
Generation Sequencing, NGS), especialmente para analisis gendmicos
automatizados a gran escala. Sin embargo, el método Sanger sigue siendo de
amplio uso para proyectos de menor escala y para validar los resultados de
NGS. Incluso, aun conserva ventajas sobre las tecnologias de secuenciacion
de lectura corta (como lllumina), de producir lecturas de secuencia de ADN
de mas de 500 nucledtidos.

En principio, los conceptos detras de las tecnologias de secuenciacion
Sanger vs. nueva generacion son similares. Tanto en la secuenciacion de NGS
como en la de Sanger, la ADN polimerasa agrega nucledtidos fluorescentes
uno por uno en una cadena de ADN en crecimiento. Cada nucleodtido
incorporado se identifica por su etiqueta fluorescente. La diferencia critica
entre la secuenciacion de Sanger y NGS es el volumen de secuenciacion.
Mientras que el método Sanger secuencia un solo fragmento de ADN a la
vez, NGS es masivamente paralelo y secuencia millones de fragmentos
simultdneamente por ejecucion. Este proceso de alto rendimiento se traduce
en la secuenciacion de cientos a miles de genes a la vez. NGS también ofrece
un mayor poder de descubrimiento para detectar variantes novedosas o raras
con una secuenciacion profunda (lllumina, 2020).
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Como funciona la secuenciacion Sanger

En la secuenciacion de Sanger, se parte de la sintesis de una nueva cadena
de ADN que usa como molde el ADN del cual se quiere conocer su secuencia
nucleotidica. Para esto es necesario usar un par de cebadores, disefiados
para hibridizar el ADN de interés y para que sean el punto de partida de la
sintesis de ADN, en la cual se realizan cuatro reacciones individuales. Estas
reacciones incluyen el ADN molde, cebadores, Taq polimerasa, los cuatro
desoxinucledtidos trifosfatos (ANTPs), A (Adenina), G (Guanina), C (Citosina) y
T (Timina), y una baja cantidad de solo uno de los cuatro didesoxinucledtidos
trifosfatos (AdNTP): ddATP, ddGTP, ddCTP o ddTTP. Las cuatro reacciones se
pueden denominar A, G, C y T, de acuerdo con cual de los cuatro ddNTP
se incluya en la reaccion. La caracteristica que diferencia a los ddNTP de los
dNTPS es que los primeros carecen de un grupo hidroxilo en el carbono ¥
del anillo de azucar (Figura 42], que se requiere para formar enlaces entre
nucledtidos.

Figura 42
Estructura de didesoxinucledtidos (ddNTP) y desoxinucledtidos [dNTP).

OCH2 o  Base

H H
OH H

Desoxi nucleétido (ANTP)

(P—(P—(P— ocH2 o. Base

Dideoxi nucledtido (ddNTP)

Nota. El dNTP posee un OH en la ribosa y el ddNTP carece de él.
Fuente: Elaboracion propia de la autora.
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En un nucledtido normal, el grupo hidroxilo (-OH) 3’ sirve para formar
el enlace con el proximo nucledtido que entra en la cadena de ADN. Este
enlace se da entre el OH del extremo 3" del ADN vy el grupo fosfato 5° del
nuevo nucledtido. Pero si la ADN polimerasa agrega un ddNTP a la cadena,
ya no habra un hidroxilo sobre el que se puedan agregar mas nucleotidos.
La sintesis de la cadena, termina con el nucledtido didesoxi, marcado con un
pigmento de un color particular, segun la base nucleotidica (A, T, C o G] que
esté en la reaccion. Como los ddNTP se incorporan al azar, la sintesis termina
en muchas posiciones diferentes para cada reaccion, y como resultado lleva a
la formacion de fragmentos de diferentes tamafos con cromoforos diferentes.

Después de la sintesis, los productos de las reacciones A, G, Cy T se cargan
individualmente en carriles de un gel y se separan mediante electroforesis,
un método que separa los fragmentos de ADN segun sus tamafos, asi, los de
menor tamafo son los que primero migraran en el gel. Las bandas se detectan
por medio de radioactividad (en el pasado] o un colorante fluorescente (en
la actualidad], y luego la secuencia se lee desde el fondo del gel hasta la
parte superior, incluyendo las bandas de los cuatro carriles. Por ejemplo, si la
banda ubicada en el extremo mas bajo del gel aparece en el carril de reaccion
A, entonces el primer nucledtido en la secuencia es A. Luego, si la siguiente
banda de abajo hacia arriba aparece en el carril T, el segundo nucledtido en la
secuencia es T, y asi sucesivamente (Figura 43).
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Figura 43
Autorradiografia de un gel de electroforesis de productos de PCR de
secuenciacion tipo Sanger

ST T 7T6C 4380
GG TAC 4370
oG AGA 4360

GAG
Tl e R
]

c e CGAAAA 4340
BGAAG 4330

Nota. El primer carril posee productos de una reaccion que contiene ddGTP, por lo cual
las bandas representan productos que terminaron de ser sintetizados en el nucleétido de
guanina (G). El segundo carril representa reacciones con ddATP, el tercero, con ddTTP y el

cuarto, con ddCTP. Fuente: Tomado de Sanger et al. (1977).

Inicialmente, esta lectura se realizaba de forma manual, hoy en dia existen
meétodos de secuenciacion capilar que emplean un equipo encargado de
leer la fluorescencia. En la secuenciaciéon capilar, los fragmentos de ADN se
separan por tamafo a través de un capilar largo y delgado de fibra acrilica
(en lugar de un gel de electroforesis). La muestra que contiene fragmentos de
ADN se inyecta en el capilar, esto se hace al sumergir el capilar y un electrodo
en una solucion de la muestra, y al aplicar brevemente una corriente eléctrica,
los fragmentos de ADN migran hacia el final del capilar (Dovichi, 1997).

Capitulo 5. Secuenciacion con didesoxinucledtidos (tipo sanger) 19




Principios teodrico-practicos de analisis de biologia molecular:
desde el aislamiento del ADN al analisis de secuencias

Una vez que se ha inyectado la muestra, se vuelve a aplicar el campo
eléctrico para conducir los fragmentos de ADN a través del capilar. Cada ultima
base de la cadena (del ddNTP] estara etiquetada con un color diferente: A =
Verde, C = Azul, G = Amarillo y T = Rojo. Asi, cuando un laser, incorporado
en el equipo, es disparado a través de la fibra capilar, hace que las etiquetas
coloreadas en los fragmentos de ADN produzcan fluorescencia. El color de
las bases fluorescentes es detectado por una camara y registrado por el
equipo de secuenciacion (Figura 44). Los colores de las bases se muestran en
una computadora como un grafico de picos de diferentes colores conocido
como cromatograma (Zhang et al., 2001) (Figura 45).

El cromatograma es “procesado” o “resuelto” a través de un método
matematico que corrige la posicion de los picos del cromatograma “en
bruto”, ajustdndolos a una imagen mas limpia y clara (Figura 45). El método
matematico calcula la posicion ideal de los picos y tiene en cuenta la masa
de los fluordforos incorporados en las cadenas de ADN y otros factores
inherentes a la electroforesis capilar (Haan y Godsill, 2000].

Figura 44
Flujograma del proceso de secuenciacion
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Nota. 1. Extension: Se realiza una PCR con nucledtidos dNTP y otros ddNTP, estos ultimos
marcados con colorantes fluorescentes. La Tag polimerasa va a integrar cualquiera de estos
dos a la cadena. 2. Terminacion de cadena: al integrar un ddNTP, la extension de la cadena
termina. 3. Estimulacion con laser: la electroforesis capilar permite separar los fragmentos por
tamafo, en donde los mas pequefos seran los primeros en ser detectados y estimulados
por un laser. 4. Deteccion de fluorescencia 5. Analisis computacional: se registra la deteccion
de fluorescencia para producir un cromatograma, el cual representa la secuencia de letras
que componen la muestra de ADN. Fuente: Elaboracion propia de la autora.
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Figura 45
Cromatograma de una secuencia de ADN

300 330 350
TTAGTCGCACACTTGAAAGATAGCCCATAAAGTCACGOGUOGAATGGETTGGATAATT

Nota. Representa el flujo de emision de luz (eje “y” en el grafico) a lo largo del tiempo
(eje “x”). Fuente: Elaboracion propia de la autora

Dificultades en la lectura de las secuencias

Lavisualizacioneinterpretaciondelcromatogramason pasosfundamentales
en el proceso de andlisis de resultados, y requieren un examen manual a través
de programas de bioinformatica de edicién de secuencias (por ejemplo,
Bioedit, ver capitulo 6). Esto ayudara a definir mejor los nucleétidos presentes
en regiones de resolucion mas dificil debido a la contaminacidn o variaciones
en las secuencias del molde de ADN (Elyazghi et al., 2017).

En los resultados de secuenciacion se pueden encontrar letras diferentes
de las esperadas A, T, C y G debido principalmente a la contaminacion de
la muestra, la linea de base puede mostrar picos mas altos. Cuando estos
picos superan el 20 % de la altura de los picos principales, el programa del
computador no puede interpretar (“llamar’) el nucledtido representado,
e indica las llamadas “bases mixtas” en lugar de A, C, G o T. Las bases
mixtas son el resultado de la interpretacion de las sefales de fluorescencia
superpuestas (Figura 46). Esto significa que cuando haya una superposicion
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de fluorescencia entre una citosina y una timina, el software ubicara la letra
N (Elyazghi et al., 2017). También, las muestras con resultados de alta calidad
pueden tener picos superpuestos, esto ocurre principalmente en casos de
alelos heterocigotos, SNP [polimorfismos de un solo nucleétido] o regiones
mas amplias de nucledtidos variables (Wu et al., 1996).

Figura 46
Cromatograma visualizado con Bioedit

220 230 240
CGC CANGG AATACTCAACTGAGAGCCCTCC

Nota. “ Se observa la sefial de fluorescencia detectada por el equipo,
y la base correspondiente a cada lectura” la base N se relaciona con sefiales
diferentes detectadas. Fuente: Elaboracion propia de la autora.
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Introduccion

Las secuencias de ADN son una gran fuente de informacion sobre los
organismos; su analisis tiene un sinnumero de aplicaciones en campos Como
la genética, la biologia molecular, la evolucion, la sistematica, las ciencias
ambientales y de la salud; ha permitido acceder a la variacion intraespecifica y
diversidad genética, y se ha usado para identificacion genética, determinacion
de especies cripticas, variacion geografica, establecer relaciones filogenéticas,
conocer la estructura poblacional, etc.

En los trabajos de investigacion de biologia molecular, con frecuencia
se producen nuevas secuencias de ADN de diferentes organismos, que se
analizan a través de métodos de bioinformatica. Ademas, muchas veces estos
analisis se pueden completar con secuencias previamente publicadas en
otros estudios y que se encuentran depositadas en bases de datos genéticos.
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El acceso a secuencias de ADN depositadas en bases de datos publicas
facilita la conectividad entre ellas, permite realizar estudios comparativos, lo
cual ha llevado a generalizar su uso y a que se comparta informacién entre
investigadores de todo el mundo.

En su andlisis se pueden seleccionar regiones especificas del genoma,
segun la pregunta de investigacion que se quiera resolver. Para proceder a
dar uso a estas secuencias se requiere que la informacion esté organizada
y pase por un proceso de evaluacion de la calidad, ensamblaje, ediciéon y
elaboracion de matrices a través de programas de bioinformatica.

A continuacion, se describe de manera sucinta la utilidad de algunos
programas, asi como de sus opciones para procesar las secuencias de ADN
con el fin de facilitarle al investigador la estandarizacion de su metodologia
de trabajo.

Evaluacion de la calidad de los cromatogramas

Las secuencias de ADN (Acido desoxirribonucleico) se obtienen a partir
de los productos de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). Para
obtener el orden y composicion de estas secuencias, el producto de PCR
es sometido a una reaccion de secuenciacion que da como resultado una
serie de lecturas, donde cada una de las bases nuclectidicas se representa
con un color especifico y se muestran curvas, de acuerdo con su intensidad
luminica. Esta informacion se almacena en archivos que se conocen como
electroferogramas o cromatogramas de secuencias de ADN® (Figura 47).

5 Estos formatos de archivo pueden ser ABI, AB1 o SCF.
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Figura 47
Vista general de un cromatograma desde el programa Geneious R 9.0
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Fuente: Elaboracion propia de los autores.

Existen algunos factores que dificultan la reaccion de secuenciacion y
calidad del resultado. Estos factores pueden ser: exceso de nucledtidos y
de cebadores, estado de preservacion de los reactivos que se usan en la
reaccion de secuenciacion y cambios en el voltaje durante este proceso.
Como consecuencia, se generan lecturas con poca claridad visual, y se
disminuye el rango de lectura éptimo para la secuencia de ADN con relacion
al tamano del fragmento amplificado (Figura 48).

Figura 48
Vista general de un cromatograma con un rango de lectura de baja calidad
desde el programa Geneious R 9.0
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Fuente: Elaboracion propia de los autores.
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Generalmente, en la lectura de las primeras regiones (50 - 100 pares de
bases) del cromatograma se observa poca resolucién. De igual forma sucede
con la porcion terminal, en la que el espaciamiento y la intensidad de la sefal
de lectura se degradan (Figura 49).

Figura 49
Regidn de inicio y finalizacion de un cromatograma
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Nota. La zona sombreada corresponde a lecturas de baja calidad.
Fuente: Elaboracion propia de los autores.

Es deseable analizar las secuencias con base en las regiones optimas que
permitan verificar de forma confiable la informacién y orden de nucledtidos
presentes. Para examinar la calidad de las secuencias existen varios programas,
uno de ellos es el programa Sequence Scanner® (Applied Biosystems,
2011), el cual se descarga de forma gratuita (ver Anexo Al). Este programa
permite evaluar los cromatogramas en términos de la calidad de la lectura y
confidencia de cada una de las posiciones nuclectidicas, con lo cual la edicion
de cromatogramas y la construccion de secuencias consenso® se realiza con
base en un estimador (QV/).

6 Secuencia consenso: Secuencia de ADN producto de usar la informacion contenida en la lectura de
dos cromatogramas de una misma muestra: uno en el sentido 5-3’ y otro en sentido 3-5.

7 Estimador QV: valor de confidencia producto de una estimacion y expresado en una escala de 1a 100
para cada base nucleotidica en una secuencia de ADN. Un valor de cero corresponde a una asignacion
de base poco confiable (Bonfield y Staden, 1995).
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El programa puede usar para evaluar la calidad de un conjunto de
cromatogramas, de forma que se pueda diagnosticar cudles tienen el grado
de calidad que permita construir una secuencia consenso e identificar
cuadles muestras deben ser secuenciadas nuevamente. Después de abrir el
programa, para cargar los cromatogramas se selecciona la opcion Import
Traces en el menu File. A continuacion, se despliega una ventana de didlogo
donde se deberan elegir, mediante el botdn Add Selected Files, los archivos
correspondientes a los cromatogramas que se van a analizar (en formato ABI
o ABI), los cuales se deben buscar en la carpeta que se haya escogido para
almacenarlos, una vez seleccionados se debe realizar haga clic en el botdn
Ok [Figura 50).

Figura 50
Seleccidon de cromatogramas para ser analizados
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Closr
e

Fuente: Elaboracion propia de los autores.

Luego de dar clicen OK, los archivos importados se mostraran en la ventana
principal del programa. Al seleccionar un archivo en particular, se visualiza el
cromatograma asociado a este en una nueva ventana, que se observa en el
panel inferior de la pantalla (Figura 50].

128
Capitulo 6. Edicion de secuencias de ADN: un paso a paso para su analisis




Principios teorico-practicos de analisis de biologia molecular:
desde el aislamiento del ADN al analisis de secuencias

Figura 51
Vista de los archivos importados y visualizacion de cromatograma
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15 traces are imported. 1 traces are selected.

Fuente: Elaboracion propia de los autores.

Se aconseja realizar una inspeccion visual de cada cromatograma para
conocer las posiciones a partir de las cuales se realizara la construcciéon de
las secuencias consenso [ver mas abajo: “Ensamblaje manual y edicion de
secuencias”], para lo cual se usa el estimador QV; se recomienda, ademas,
seleccionar las regiones de lectura de un cromatograma cuando el valor QV
se encuentre por encima de 50 y se mantenga para las posiciones siguientes
(Figura 52).
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Figura 52
Vista de calidades de lectura en un cronograma
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Fuente: Elaboracion propia de los autores.

Para obtener un informe general de la calidad de las secuencias (Figura
53], se escogen todos los archivos. Luego, en el panel de la izquierda, se
selecciona el menu Reporty la opcion QC Report.

La primera parte del informe contiene un reporte denominado Contiguous
Read Length (CRL), en el que se muestra la longitud de zona de calidad para
el conjunto de secuencias (Figura 53), la cual hace referencia a la porcion
del cromatograma que puede ser leida de forma continua sin encontrar
ambiglUedades o baja calidad en la asignacion de bases nucleotidicas.

En la parte inferior del reporte (Figura 53] se muestra la leyenda de la
escala de colores para las variables: trace score'y CRL. Luego se encuentra la
informacion para cada secuencia, donde se indica la posicion de la muestra en
el plato de secuenciacion (Well), el capilar en el que fue procesada la muestra
(Cap#] vy la informacion relacionada con la calidad de la muestra.
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Figura 53
Reporte de control de calidad de las secuencias
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Fuente: Elaboracion propia de los autores.

El parametro Trace score es un puntaje que asigna el programa a la calidad
de la secuencia y se relaciona con un indicador de puntaje y con una escala
de colores. Se sugiere seleccionar cromatogramas con un indicador entre los
rangos medio (color amarillo) y alto (color lila).

El parametro CRL hace referencia a la regiéon en la que se puede hacer
una lectura continua del cromatograma. Este corresponde con un indicador
de puntaje y con la escala de colores. Es aconsejable para el analisis usar
cromatogramas gue tengan un los rangos medio [color amarillo] y alto (color
verde).

El pardmetro QV [Quality value] tiene que ver con el puntaje de calidad de
una secuencia de ADN. Se considera que valores entre cero y nueve indican
la presencia de lecturas de bases con poca definicion. Valores entre diez y
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veinte sugieren que, aunque hay lecturas de bases de mayor calidad, estas se
encuentran mezcladas en varias posiciones del cromatograma. Finalmente,
cuando este parametro es superior a 20 (QV20+], se considera que existe
lectura de bases nucleotidicas de calidad y sin ambigiedades.

El calculo de este parametro esta dado por la siguiente férmula:
(8) QV=-10log log 10 [Pe)
Donde Pe hace referencia a la probabilidad de error (Ewing y Green, 1998).

El parametro QV20+ lo utilizan los programas para el ensamblaje
automatizado de genomas y secuencias consenso, el cual se puede visualizar
de forma numérica, asi como en forma de un diagrama de barras (Figura 54).

Figura 54

Grafico de barras de calidad de las secuencias con base en el parametro
QV20+

b Trace Manager

QU20+ value s the total number of bases in the entire trace that have basecaller quality value greater than or equal to 20.

File Tasks QV20+ : N = 15, Range = 234 - 496, Median = 287, Mean =287, StandardDev = 61

Qv20+

[ Qvao+ Report:
2] Sgne trengeh Repart

Fuente: Elaboracion propia de los autores.

Para hacer un seguimiento de las muestras que se deben re-secuenciar por
su baja calidad, se recomienda exportar este informe y guardarlo en formato
PDF. Para esto, seleccione la opcion Export Reports, ubicada en el panel
Report tasks, en la parte izquierda de la aplicacion (Figura 55).
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Figura 55
Didlogo de exportacion de informes
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Fuente: Elaboracion propia de los autores.

También existe la opcion de exportar estos valores de calidad para que
puedan ser usados en hojas de calculo, esto se puede llevar a cabo cuando
se escoge un formato de archivo tipo CSV o XML.

Una vez evaluadas y seleccionadas las secuencias Optimas para el analisis,
se procede a utilizar programas para obtener las secuencias consenso y
realizar alineamiento.

Ensamblaje manual y edicion de secuencias

En muchos casos, una vez evaluada la calidad de las secuencias, es
necesario realizar ediciones manuales de ellas. Para esto los cromatogramas
deben ser inspeccionados para confirmar si los picos corresponden con la
secuencia de nucledtidos, ademas la comparacion de la secuencia forward
y reverse permitird construir una secuencia consenso. También, las regiones
iniciales y terminales, con baja calidad, podran ser recortadas.
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Para llevar a cabo estos procedimientos existen varios programas, algunos
de ellos son licenciados y se debe pagar un valor por su uso, otros se pueden
encontrar en la web y su uso es libre. Dentro de los mas faciles de usar, de
uso libre, multiplataforma y con amplias funcionalidades, se encuentra el
Bioedit (Hall, 1999]), el cual tomamos como programa de referencia. Bioedit
permite alinear y editar secuencias de ADN e incluye la visualizacion de
cromatogramas y secuencias de nucledtidos en ventanas simultaneas, lo que
facilita hacer una comparacion de las secuencias al momento de editarlas.
Adicionalmente, se integra con otros programas como CLUSTAL 2 (Larkin et al.,
2007) y Phylip (Felsenstein, 2005) para desarrollar el analisis de alineamiento
y reconstruccion filogenética.

Este programa posee varios menus dentro de los cuales encontramos:

¢ El menu File: Para abrir y guardar los datos en diferentes formatos (Fasta,
Genbank, ABI), asi como exportar y ver las secuencias en formato grafico.

e El menu Edit: Para manipular (reversar, complementar] y buscar los
patrones de caracteres dentro de una secuencia.

e El menu Sequence: Para manipular la secuencia y seleccionarla, extraer
posiciones, editar la informacion relativa a ella, alinear pares, bloquear
contra ediciones, ver sitios conservados, ubicar los cebadores8 al interior
de la secuencia, etc.

e El menu Alignment: Contiene las opciones para crear alineamientos
de pares, buscar posibles sitios afines para el alineamiento, mostrar de
forma resumida las frecuencias y cambios nucleotidicos a lo largo de las
secuencias, hallar regiones conservadas y definir la matriz de similitud.

¢ El menu View: Permite ver y/o ocultar columnas dentro de las secuencias,
bloques conservados, cambiar el formato (color, blanco y negro,
resaltadas, etc.], dividir la ventana de las secuencias y crear métodos de
acceso por el teclado a las opciones de los menus.

8Secuencia corta de ADN con longitud entre 18-22 pares de bases, que se usa como punto
de inicio para la sintesis de ADN de un fragmento de interés.
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e El menu Accesory Application. Contiene las opciones para ejecutar las
aplicaciones por programas integrados a BIOEDIT, entre las cuales se
encuentra el alineamiento 6ptimo por CLUSTALW. Las opciones que se
pueden hallar en este menu son: alineamiento multiple, herramienta de
alineamiento basico local (BLAST), y algunos programas integrados del
paquete Phylip que, aunque no son para ensamblar secuencias, sirven
para analisis subsecuentes como: la obtencion de matrices de distancias,
generacion de dendrogramas por el método Neighbor Joining, y analisis
de parsimonia y maxima verosimilitud.

e El menu RNA: Posibilita llevar a cabo analisis para secuencias de ARN; se
puede hallar la covariacién vy sitios potenciales de apareamiento de la
molécula.

e El menu World Wide Web: Incluye paginas de recursos web, algunas de
las cuales permiten generar mapas de restriccion, disefio de cebadores, y
acceso a herramientas en el NCBI, como BLAST y Pubmed.

e El menu Options: Posibilita configurar las preferencias del usuario y el
programa.

e El menu Window: Permite organizar las ventanas de varios documentos
con fines de analisis y comparacion.

e El menu Help: Ofrece la ayuda basica del uso de comandos y opciones,
asi como una descripcion de la version, citacion y derechos de autor del
programa.

En esta qguia ilustraremos el uso de los menus File, Sequence, Edit y
Alignment. Al abrir el programa, se despliega la interfaz en cuya barra de
herramientas aparecen los diferentes menus (Figura 56).
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Figura 56
Ventana principal del programa Bioedlt

Para abrir el archivo o la secuencia que se va a editar, se sefala en el
menu File la opcion Open (Figura 57). Aparecerd una ventana de didlogo que
permite elegir el archivo, en formato ABI, también se pueden seleccionar
varios archivos mediante el uso de la tecla control (CTRL) y el botén del

¥ BioEdit Sequence Alignment Editor
File Accesory Application RNA  World Wide Web  Qptions  Window  Help

=0

Fuente: Elaboracion propia de los autores.

mouse. Escoja el botdn Abrir.

Figura 57
Visualizacion para abrir y cargar cromatogramas para analisis

5 Biokdit Sequence Alignment Editor

File

Accesory Application  RNA World Wide Web  Options Window  Help
New Alignment. Curl+N
Open. Ctrl+0.
Open motif descriptor

New from Clipboard

Retrieve sequences from GenBank or GenPept

Encrypt file with a jpg image and encade into proteins

New Text

Open As Test

Run script

Batch ABI to SCF Trace File Conversion
Batch Export of Raw Sequence Trace Data

Batch Export of (artficially) Reverse-Complemented Raw Sequence Trace Data

Bt

% OpenFile . X
Buscar on 161222FN-038 s emer B
Nombre - Fecha de modifica..  Tipo Tamario -
oot blast result G0L/2017 1105 8., Carpeta de archivos
” 4430_C1-J-2435.0b1 28/12/2016936 p., Archiva ABT 150K8
F 4438_C1-N-28003b1 28/12/20161036...  Archive ABT 149 K8
Escirio 4443 C1-J-2435.3b1 28/12/2016836 p...  Archiva AB1 150K8
412 C1-N-26002b1 BAZ/0161036..  Archiva ABT 150K8
- 284 C1-J-2435.3b1 28/12/2016936 p...  Archiva AB1 150KE
Biblotecas 404 C1-N-28003b1 B12/20161036...  Archiva AB1 150K8
[ 4405 C1-J-2436 3b1 28/12/2016036 p...  Archiva AB1 155 K8
d 4405 C1--26003b1 BZ/A0161036..  Archiva AB1 149K8
EbenED 4460 C1-J-24%5 31 B12/0016836 p...  Archiva AB1 150K8
ud 4469 C1-N-2600:b1 B12/20161036..  Archiva ABI 150K8
b 4470.C1-J-245 ab1 /12/2016936 p...  Archiva ABT 150K8
4470 C1-N-28003b1 2§/12/20161036..  Archivo AB1 150K8
(115439 Ci-J-2495,0b1 26/12/2016 946 p.... Archiva ABT TS0KE ] v
Mombre: [543, C1.J-2495.ab1 4438 _C1-J.2435.ab1" 433 C1 N 2800.ab1 " "4442_v Abic
Tipo: [[281 Fies (" abi, " =b1) =] Cocelr |
i
* gbk, *.gen, *.gnk) ~

GenBank Fies (" gb.

Phyip 4 ("phy
Phyip 32 (" phy)

Fuente: Elaboracion propia de los autores.
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A continuacion, se visualizan en la interfaz del programa dos ventanas: una
corresponde a la secuencia en formato FASTA y otra, al cromatograma (Figura 58).

Figura 58
Visualizacion de cromatogramas y secuencias

File Edt view Zoom
B0
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niversta\GicE\2OTT\_en_progr so\manul_secuenciafcromatogramas\T61222FN-TIEVA438.C1-N-2800ab1 ==

436,CTN- 2600361 [=le]=]

£ @ ™ E) 3 100 o
T GTT GAG GGAAAAAT GT TAAAT TTACT CCTATAAATAT GATA GTAAATT GACTTTTTAATATTT TTCTAT TTA|

e A

[T Ol

0 2 ES
CAATCCGA GT CGT GG AG TATT CCA GCAA GCCCT

——

Nota. a. ventana de visualizacion de secuencia en texto; b. ventana de visualizacion de
cromatograma. Fuente: Elaboracién propia de los autores.

Se debe realizar la edicién en la ventana de texto, dirijase a esta ventana, y
en la seccion Mode, seleccione la opcion Edity a continuacion, seleccione la
opcion Overwrite (Figura 59).

Figura 59
Ventana de modo de edicion de secuencias

= D
=] |EourierNew LI I“ ;J B 1 total sequences
Mode: ISeIect / Slide :I IInselt L'

Select / Slide

Edit ] | | F{!@,

Grab & Drag
Trprrrr | rerr vrer | vrey | rrey vrvy

=
=] 10 20 30

|4438 Cl1-N-28 CAATCCEGAGTCGTCGAGTATTCCAGCAAGCCCTA,

Fuente: Elaboracion propia.
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La otra alternativa es un poco mas sencilla y permite trabajar directamente
sobre el cromatograma. En primer lugar, se va al menu View y se selecciona la
opcioén Editable sequence. Con el cursor puede visualizar y ubicar la posicion
que se desee editar (Figura 60]. La escala de la ventana de visualizacion del
cromatograma se puede modificar mediante las ventanas ubicadas en el
margen izquierdo (escala horizontal y escala vertical) (Figura 60).

Figura 60
Procedimiento para activar la edicion de cromatogramas y ubicacion de las
escalas

File Edit wiew Zoom Horizontal Scale  Accesory Spplication  RNA  Window  Help
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4
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» |'_‘= Selected: 33 |Sample: 4438_C1--2800 |File: C:UsersalopeaiOneDrive - Teenolo

10 20

0 |

CBATCCGA OT CGT O3 A G TATT CCA GCLA GCCC JAAAAAAT
= |
Il
1
1

= n
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-

Fuente: Elaboracion propia de los autores.
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Desplacese a lo largo del cromatograma, revise la informacion de cada
lecturay el nucledtido asignado, en caso de que estas no coincidan, realice los
cambios en la secuencia. Al finalizar la edicidon del cromatograma, este puede
guardarse en formato ABI al desplegar el menu File, en donde se selecciona
la opcion Export as FASTA. A continuacion, se despliega una ventana donde
debera elegir el nombre del archivo y la extension (.fas). Es recomendable
conservar el cédigo asignado a la muestra y usar un literal que indique que se
trata de la version editada de la secuencia (Figura 61).

Figura 61
Exportacion de edicion de cromatograma en formato FASTA

File Edit view Zoom Horizontal Scale Accesory Application RNA Window
New Alignment Ctrl+N % Guardor como X
Open ... Ctrl+0
New from Clpboard Guardar en [ I Esciitorio > e @@

NewText & Nombre Tamafio Tipo de elemento  Fecha de mo
Open 3s Test " B Shortcut to DAMBE.exe IKB  Acceso directo  20/09/20171
Acceso rpido

Export as Text P Red
[~ [l s Unidad de USE (E)
Export trace values (tab-delimited text) Eccitoio = Unidad de USE ()

s Unidad de USB (G
Export trace values reverse complemented (tab-delimited text) Unidad de USE (H)
Save » Bibliotecas e Unidad de USE (1)
Save As . Bibliotecas
Info ‘\*] EHEste equipo
Close Esteequpo @ andres Lopez Rubio - Docen.. Carpetadearc..  4/09/2017 &1
Batch ABI to SCF trace file conversion \R\l"

d

B Ermrich e s =

< >
Print Scaling >
Print Setup Nombre:  [4438-C14-2435_ediedfas ] [ Guarda
Print Ctl+P Tio: [ x| Cancelr
Exit

Fuente: Elaboracion propia de los autores.

La edicion de secuencias se debe hacer acorde con el numero de primers
secuenciados. Para estudios de filogenia y evolucion es deseable que la
region de interés sea secuenciada en ambos sentidos. Por lo tanto, se tienen
dos secuencias para un mismo ejemplar (una en sentido 5-3’ forward y otra en
sentido 3’-5’ reverse), se debe proceder, entonces, a construir una secuencia
consenso entre ambas.

Para realizar este procedimiento, debemos cargar los dos archivos Fasta
que acabamos de exportar mediante la seleccidén del menu File y la opcidn
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open. Luego, proceda a crear un archivo nuevo de alineamiento haciendo clic
en la opcion New sequence (Figura 62).

Figura 62
Creacion de una secuencia consenso

¥

Eile |Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web  Op
New Alignment Ctrl+N
Open ... CtrlvO
New from Clipboard
New Text
Open As Text
Save Ctrl+S
Save As...

Sequence Alignment  Vie ccessory Application RNA World Wide Web  Options Window Hely
New Sequence
Edit Sequence
Edit all selected
Select Positions
Open at cursor position
Extract Positions

Fuente: Elaboracion propia de los autores.

Después de este proceso, en la interfaz se visualizaran tres ventanas:
secuencia consenso, secuencia de primer forward y secuencia de primer
reverse (Figura 63).

Figura 63
Ensamblaje de secuencia consenso
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Nota. a. ventana para secuencia consenso; b. ventana de secuencia consenso forward;
c. ventana de secuencia consenso reverse.
Fuente: Elaboracion propia de los autores.
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Se debe reversar y complementar la secuencia que corresponde al primer
reverse. Para esto, seleccione la etiqueta de dicha secuencia, haga clic en
la opcidon del menu Sequence, seguidamente, en el submenu Nucleic Acid,
seleccione la opcién Reverse/Complement (Figura 64).

Figura 64
Transformacion [Reverse/Complement] de una secuencia de ADN
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Fuente: Elaboracion propia de los autores.

Después de este ultimo paso, las secuencias forward y reverse quedan en
el mismo sentido, aqui se debe proceder a construir una secuencia consenso.
Para esto, haga clic en la opcién New Sequence del menu Sequence, a
continuacion, se abre otra ventana en la cual debe nombrar la nueva secuencia
e indicar a qué tipo de secuencia corresponde, para finalizar, haga clic en el
botdn Apply and Close (Figura 65). Pegue las secuencias forwardy reverse en
la ventana de la secuencia consenso.
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Figura 65
Creacion de una nueva secuencia
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Fuente: Elaboracion propia de los autores.

Este procedimiento se realiza para cada una de las secuencias que se van a
analizar, una vez tenga el conjunto de secuencias consenso puede proceder
a construir un alineamiento multiple, para lo cual se selecciona en el menu
File, la opcidon New alignment (Figura 65). Seguidamente, se despliega una
ventana en blanco [no titulada], sobre la cual se construird la matriz de datos
(alineamiento de secuencias) (Figura 66).

Figura 66
Despliegue del menu File para abrir nuevo alineamiento

99 BioEdit Sequence Alignment Editor

File | Accesory Application RNA World Wide Web Options Window Help

Cut-n
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Fuente: Elaboracion propia de los autores.
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Para escoger las secuencias consenso que iran en la nueva ventana, en el
menu File se hace clic en la opcion Open (Figura 67), luego, en la ventana de
didlogo que se despliega se puede seleccionar el archivo correspondiente a
la secuencia (formato Fasta). Se escoge la secuencia que se va a analizar y se
da clic en la opcion Open, una vez haya elegido esta opcion, en la interfaz se
visualizaran dos ventanas simultaneas: una corresponde al nuevo alineamiento
y la otra, a la secuencia seleccionada.

Figura 67
Vista de ventanas simultaneas para construccion de archivo de alineamiento
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Fuente: Elaboracion propia de los autores.

Capitulo 6. Edicion de secuencias de ADN: un paso a paso para su analisis 143




Principios teodrico-practicos de analisis de biologia molecular:
desde el aislamiento del ADN al analisis de secuencias

A continuacion, se hace clic sobre la etiqueta de la secuencia editada y se
despliega el menu Edit, se selecciona la opcion Copy, se dispone el cursor
sobre la ventana en blanco (no titulada), se selecciona de nuevo el menu
Edit y se sefala la opcion Paste. Se realiza este mismo procedimiento para
el numero de secuencias que se quieran incluir en el analisis. En la Figura 68
se puede observar la matriz para 13 secuencias. En la ventana ubicada a la
izquierda de la pantalla, se observan las etiquetas (nombre] de la secuencia
y en la ventana derecha, la secuencia de nucledtidos para cada ejemplar
(Figura 68]).

Figura 68
Archivo con matriz de datos para alineamiento
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L=001 CP AR AGATATTGGTACTTTATACTITATTTTTGGAGCTTGATCTIGGTATAATCGGARCTTCTTTRAAGARTTCTARTTCGRAGCTGRATT
Le00Z CP BGATATTGGTACTTTATACTI TAT I TTTGGAGC TTGATCTGGTATAATCGGARCTTCTTTARGRATTCTAATTCGAGCTGRATTAG
L=003 CP AGATATTGGTACTTTATACTITATT I TTGGAGCTTGATCTGGTATAATCGGARCTTCTTTARAGRAATTCTAATTCGAGCTGRATTAG
Le004 CP AAAGRTATTGGTACTITATACTTTATTITTGGAGCTTGATCTGGTATARATCGGAARCTTCTTTARGRATTCTARTTCGGGCTGRATT
Le006 CA ALAGETATTGGTACTTITATACTTTATTTTTGGAGCTTGEATCTGGTATARTCGGARCTTCTTTARGARTTCTARATTCGAGCTGRATT
Le=008 Ca AR AGATATTGGTACTTTATACTTTATTTTTGGAGCTTGATCTGETATAATCGGARCTTCTTTAAGARTTCTAATTCGAGCTGRATT
Le0l0 CP ALAGETATTGGTACTTTATACTTTATTTTTGGAGCTTGATCTGGTATARATCGGARCTTCTTTARAGARTTCTARTTCGAGCTGRATT
L=011 CP TGGGCACARATATARRGRATATTGGTATTTTATAATTTATTTTTGGGGCTTGCTCTGGTATARTCGGRACTTCTTTAAGRATTCTRAR
Le01Z CP TARLGATATTGGTACTTTATACTTTATTTTTGGAGCTTGATCTGGTATAATCGGRACTTCTTTARGRATTCTARTTCGAGCTGREAT
L=014 CA& RRGRTATTGGTACTTTATACT TTAT T TITGGAGCTTGATCTGGTATARTCGGRACTTCTTTARGREATTCTARTTCGAGCTGARTTR
Le0lé Ca& BGATATTGGTACTTTATACTI TAT I TTTGGAGC TTGATCTGGTATAATCGGARCTTCTTTARGRATTCTAATTCGAGCTGRATTAG
L=01% CPp ARAGATATTGGTACTTTATACTITATTITTGGAGCTTGATCIGGTATAATCGGARCTTCTTTRAGARTTCTAATTCGAGCTGRARATT
Le022 cCa AAAGRTATTGGTACTITATACTTTATTTTTGGAGCTTGATCTGGTATARATCGGAACTTCTTTARGRATTCTARTTCGAGCTGRATT
| Iz K o

Fuente: Elaboracion propia de los autores.

Una vez terminado este proceso, se tendra la matriz completa para
proceder a realizar los analisis que el investigador requiera.
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Anexo

Tabla de programas de edicién y de analisis de secuencias

Disponibi-
Programa Uso ) Enlace
9 lidad
LaserGene- Edicion de secuencias  Licencia http://www.dnastar.com/t-all-
DNA STAR products.aspx
Edicion de secuencias,
) alineamiento, . . )
Geneious - Licencia http://www.geneious.com/
mapeo, anotacion de
secuencias
https://www.thermofisher.com/
co/en/home/life-science/se-
Sequence Evaluacion de calidad Libre quencing/sanger-sequencing/
Scanner de secuencias de ADN acceso sanger-dna-sequencing/san-
ger-sequencing-data-analysis.
html
Cap3 Edicion de secuencias Libre http://seq.cs.iastate.edu/cap3.
P de ADN acceso html
Edicidon de secuencias Libre
Staden http://staden.sourceforge.net/
de ADN acceso
Bioedit Edicién de secuencias Libre http://www.mbio.ncsu.edu/
de ADN acceso BioEdit/bioedit.nhtml
Ugene Edicion de secuencias Libre htto://ugene.net
9 de ADN acceso : -
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