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Introduccién

ALVARO PEREZ’
CAMILO LOPEZ?

La historia y evolucién de la biologia molecular se puede entender dentro
del concepto de las revoluciones cientificas planteado por Thomas Kuhn. El
autor menciona que la ciencia se mueve de paradigma en paradigma, enten-
diendo este término como un marco o modelo dentro del cual los cientificos
desarrollan sus ideas. En una revolucion cientifica, el marco es rechazado, re-
emplazado totalmente o en una medida significativa, y los experimentos son
planeados dentro de la nueva estructura conceptual (Kuhn, 1972). El desarro-
llo de la biologia molecular en el siglo XX se acomoda a la descripcion de una
“revolucidn cientifica’, pues crea, sin duda, un nuevo marco de pensamiento a
partir del cual, se reexaminan varias teorias en distintas ramas de la biologia.
Se tiende a ubicar la consolidacion de la biologia molecular en 1958, cuando
Francis Crick acufia el término contundente y poderoso de dogma central de
la biologia molecular.
Este dogma plantea que
[...] una vez la informacion ha pasado a una proteina no puede salir de
nuevo. En mayor detalle, la transferencia de informaciéon de acido nucléico
a dcido nucléico, o de acido nucléico a proteina, puede ser posible, pero la
transferencia de proteina a proteina, o de proteina a acido nucléico, es impo-
sible. Se entiende por informacion, la determinacién precisa de secuencia, sea
en las bases del dcido nucléico o de residuos de aminodcidos en la proteina
(Crick, 1958: 153).

El dogma se hace popular y se empieza a representar como una sucesion
causal unidireccional de ADN->ARN->proteina, a partir de su aparicién en
el libro Biologia molecular del gen de James Watson (1965). El proceso repre-
sentado por la primera flecha se denomina transcripcion, y el de la segunda,
traduccion. Sin embargo, debe ocurrir un largo proceso, llevado a cabo por
distintos cientificos de diferentes areas del conocimiento, antes de que se pue-
da llegar a dilucidar esta relacién. A continuacién se expone brevemente la

1 Bidlogo. Estudiante de maestria, Universidad Nacional de Colombia.
2 Bidlogo. Profesor del Departamento de Biologia de la Universidad Nacional de
Colombia, sede Bogotd. Lidera el grupo de investigacion Manihot Biotec.
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historia de algunos de los descubrimientos que desembocan en las bases de la
biologia molecular actual.

En 1869, Friedrich Miescher descubrid y describié una sustancia llama-
da nucleina en los nucleos de distintos tipos de células. Dicha sustancia se
compone de una parte acida (los acidos nucléicos) y una parte basica (las
proteinas histonas). Sin embargo, el cardcter de esta sustancia como porta-
dora de caracteres hereditarios no fue descubierto sino hasta la década de los
cuarenta, mediante los experimentos del grupo de Oswald Avery. Avery y su
grupo lograron demostrar que prneumococos “lisos” (no patogénicos) podian
ser transformados en “rugosos” (patogénicos o virulentos), y que el medio de
transferencia de estos rasgos o el “principio de transformacion” era el ADN.
En el lapso entre estos dos acontecimientos se plantearon las leyes de la he-
rencia de Mendel y se establecio la genética como una disciplina.

La especulacion respecto a la naturaleza de los genes fue grande y airada.
Muchos cientificos creian que las moléculas responsables de la transmision de
caracteres eran proteinas y, aun luego de los descubrimientos de Avery, mu-
chos permanecieron escépticos. Incluso el gran fisico pensador Erwin Schré-
dinger plante6, desde la fisica cuantica, que las moléculas mas “légicas” para
contener la informacién hereditaria eran las proteinas (Schrodinger, 1943).
Mayor confirmacion se obtuvo con el trabajo de Hershey y Chase en 1953,
quienes demostraron que en el fago T2 era el ADN la molécula que entraba a
infectar a la bacteria Escherichia coli, y era este quien portaba la informacion
genética para la replicacion (reproduccion) del virus. Este trabajo fue una de
las muchas contribuciones del Grupo del Fago establecido por Max Delbriick
al principio de los afos cuarenta. En este grupo se facilit6 el intercambio y la
colaboracion entre la biologia y la fisica, que probaron ser necesarias para di-
lucidar la estructura y funcién de las moléculas bioldgicas. Finalmente, con el
planteamiento de la estructura de doble hélice del ADN por Watson y Crick,
también en 1953, se tuvo una idea mas clara de la importancia bioldgica del
ADN. En adelante, la investigacion se centrd en la elucidacion de los meca-
nismos de replicacion genética, la funcion de los genes y, sobre todo, la rela-
cién del ADN con las otras biomoléculas.

Desde 1949 se tenia la idea de que los genes podian codificar la secuencia
de aminoacidos de una proteina, gracias a los trabajos de Linus Pauling. Estos
sefialaron, por primera vez, la causalidad entre una mutaciéon en el ADN y los
cambios en una proteina responsable de una enfermedad en los humanos, la
anemia falciforme. A partir de este descubrimiento, se establece el concepto
un gen-una enzima. Se crefa ademds que debia existir un mensajero entre
estas moléculas, pues el ADN estaba en el nucleo y la sintesis de las proteinas
se llevaba a cabo en el citoplasma. La molécula candidata era el ARN que
se encontraba en abundancia en el citoplasma y tenfa ademads un caracter
similar al ADN. Los trabajos de Volkin y Astrachan en 1956 fueron cruciales
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para determinar la existencia del ARN mensajero, al mostrar que al infectar
bacterias con el bacteriéfago T4 se sintetizaba una nueva especie de ARN
con una composicion de bases similar a la del fago. Quizas el descubrimien-
to mas importante que guid a la completa dilucidacién del codigo genético
fue el trabajo de Nirenberg y Matthaei en 1961, quienes mostraron que una
unica secuencia de tres bases (coddn) se puede leer para producir un tnico
aminodcido. Fue solo cuestion de tiempo hasta que fueron asignados a cada
aminodcido los posibles codones que los sintetizaban. De esta manera, la re-
lacion ADN->ARN-proteina parecia completa e indiscutible.

Desde entonces y durante los ultimos cincuenta afios, han surgido obje-
ciones o excepciones al dogma. Uno de los primeros aspectos que se comba-
ti6 fue el de la estricta correspondencia o colinearidad entre ADN y protei-
na. Se descubrié que no toda secuencia de ADN codifica para una proteina
(intrones, regiones intergénicas, transposones), y se acuii6 el término ADN
basura. Ahora se conoce, sin embargo, que el ADN “basura” tiene un papel
muy importante en la estructura y funcién del genoma. Se planteé ademas
que una misma secuencia puede codificar para distintas proteinas (splicing
alternativo). Otro aspecto que se discutio6 fue el de la unidireccionalidad en
el flujo de la informacidn, tanto por el descubrimiento de organismos que se
saltaban el primer paso y llevaban su informacién genética tnicamente en
forma de ARN (virus de ARN), como por el descubrimiento de las transcrip-
tasas reversas que permitian el paso de informacién del ARN al ADN. Luego
se sefialaron otras formas directas e indirectas en que las proteinas y el ARN
pueden regular los procesos de transcripcion y traduccion, haciendo que el
dogma pareciera circular (por ejemplo, ARN de interferencia, priones), cada
vez surgiendo relaciones mas complejas y fascinantes entre estas moléculas.

Los cambios en el “dogma” no significan que este se deba desconocer por
completo. Uno de sus méritos es la introduccion del concepto de informacion
a la genética y a la biologia molecular, que se sigue utilizando hoy en dia y es
muy valioso a la hora de entender y conceptualizar estos procesos. Por otro
lado, el objetivo principal del dogma central era introducir un orden simple
a las complejas relaciones entre macromoléculas que habian emergido de nu-
merosas observaciones hechas a través de los afos previos. En ese sentido fue
exitoso, ya que a partir de esta simplificacion se ha logrado proponer modelos
cada vez mas complejos.

No se debe desconocer que gran parte de la investigacion en biologia mo-
lecular hoy en dia, aiin se dedica a estudiar el flujo de la informacion del ADN
ala proteina. Con este fin, durante las ultimas décadas se han desarrollado he-
rramientas cada vez mas sofisticadas para estudiar estas moléculas y sus rela-
ciones. La secuenciacion del ADN se ha vuelto mas facil, rapida y econdémica,
lo cual permite la produccion de mas genomas completamente secuenciados
de distintos organismos. La técnica de PCR permite amplificar fragmentos de
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ADN en gran cantidad y de forma facil para su estudio. Se dispone de dife-
rentes herramientas para estudiar el paso de ADN a ARN (ADNg, RT-PCR,
northern blot, microarreglos). La secuenciacion de proteinas se hace cada vez
mas sencilla, aunque atin no completamente sistematizada y a gran escala.
Las tecnologias del ADN recombinante han permitido expresar y aislar pro-
ductos génicos de interés de diversos origenes, y existen mas herramientas
para estudiar interacciones entre proteinas y entre proteinas y acidos nucléi-
cos. De igual manera, existe una cantidad enorme de informacién bioldgica
disponible y nuevas formas de acceder a esta y analizarla (bioinformatica),
tanto, que algunas investigaciones pueden prescindir totalmente del trabajo
de laboratorio.

Todos estos avances han permitido no solo tener un entendimiento pro-
fundo de la vida y sus mecanismos, sino también del desarrollo de aplica-
ciones médicas, agronémicas e industriales de alta sofisticacion, utilidad e
impacto social. Algunos ejemplos son la generacion de vacunas mas efectivas,
el descubrimiento de genes ligados a enfermedades, los progresos pioneros
en terapia génica, los estudios de genotipificacion para estudiar la diversidad
y la evolucién humana, la creacién de animales y plantas transgénicas con
mejores caracteristicas para la alimentacion u otras aplicaciones, la sintesis de
distintas moléculas de interés biotecnoldgico o médico utilizando bacterias
transformadas, entre otros.

Este libro presenta una aproximacion al conocimiento de técnicas basicas
en el estudio de la biologia molecular y al desarrollo de practicas sencillas de
laboratorio para su comprensién y aplicacion.
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Capitulo 1
Extraccion de ADN y electroforesis

ALEJANDRA MUROZ'
SIMON CORTES?
CAMILO LOPEZ3

Marco conceptual

El 4cido desoxirribonucleico (ADN) es la molécula de la informacion
genética que determina las caracteristicas de los organismos y se encuentra
presente en todas las células vivas de todos los organismos. El ADN esta con-
formado por acidos nucléicos y posee una estructura de doble hélice, con
cadenas de caracter antiparalelo (Watson y Crick, 1953).

Los acidos nucléicos estan conformados por un azucar pentosa, un fosfato
y una base nitrogenada que puede ser una pirimidina o una purina. La pen-
tosa esta compuesta por cinco carbonos, los cuales determinan la direccién
de las cadenas (también llamadas hebras) de ADN, y carece de un grupo hi-
droxilo en su extremo 3’ Para que la estructura formada sea estable, una hebra
de ADN se extiende del extremo 5’ al 3, mientras que la otra va en sentido
contrario. Es esta cualidad la que otorga una de las caracteristicas del ADN:
su cardcter antiparalelo. Sin excepcion alguna, las pirimidinas se aparean con
las purinas. La adenina (A) con la timina (T), y la guanina (G) con la cito-
sina (C). Las uniones de estas bases se dan a través de dos y tres puentes de
hidrégeno, respectivamente (figura 1). Estas uniones son lo suficientemente
estables para formar la estructura de doble hélice del ADN, que se compo-
ne entonces de dos cadenas antiparalelas que pueden desnaturalizarse a altas
temperaturas, por lo general, superiores a los 70 °C, pero esto dependera del
contenido GC caracteristico de la molécula (Nelson y Cox, 2004).

Desde el descubrimiento del ADN como la molécula encargada de tras-
mitir la informacién de una generacién a otra en todos los organismos vivos,
los estudios en biologia molecular se han centrado en su comprension, fun-
cionamiento y analisis. Casi cualquier estudio de biologia molecular parte

1 Microbio6loga Estudiante de doctorado, Universidad Nacional de Colombia.

2 Bidlogo. Estudiante de doctorado, Universidad Nacional de Colombia.

3 Bidlogo. Profesor del Departamento de Biologia de la Universidad Nacional de
Colombia, sede Bogota. Lidera el grupo de investigacion Manihot Biotec.
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del aislamiento del ADN; en la mayoria de los casos, se requiere que sea de
excelente calidad y pureza.

Una molécula de ADN estd formada por regiones codificantes y regiones
no codificantes. Dentro de las que codifican estan los genes, los cuales poseen
lainformacion correspondiente a la secuencia de aminodacidos que conforman
las proteinas. Durante afios, los genes han sido el centro de atencién de los
investigadores y han permitido comparar los organismos, describirlos en tér-
minos de sus genes (cantidad y caracteristicas) y establecer una relacién evo-
lutiva entre estos. Por otro lado, dentro de la parte no codificante se encuentra
una serie de sefales de activacién que permiten la expresion de los genes, asi
como regiones que permiten darle una “estructura” al genoma. Estas actiian
como un “reservorio’ de informacién que puede ser empleado para generar
nuevas variantes génicas y/o de regulaciéon (Cooper, 2003).

Figura 1. Estructura del ADN. Los nucleétidos se encuentran unidos de manera covalente por enlaces
fosfodiéster entre el hidroxilo 3' de una desoxirribosa y el hidroxilo 5" de la siguiente. Las bases
complementarias se encuentran unidas por puentes de hidrégeno.

TIMINA
ADENINA *
o) ‘ —0
o P/ - " NHZ N\

o] —NH

OH GUANINA P
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El uso del ADN en diversas investigaciones, requiere que esta molécula se
encuentre aislada y purificada en el mayor grado posible. Existen multiples
métodos de extraccion de ADN que pueden variar segun el tejido o muestra
inicial. En general, las etapas de aislamiento son similares y se basan en la
lisis de las membranas celulares, y en caso de ciertos organismos de la pared
celular, la homogenizacién del material, la separacién del ADN de otras mo-
léculas presentes en la muestra (proteinas, carbohidratos y acidos grasos),
la precipitacion del ADN, usando lavados con etanol, y la resuspensiéon en
soluciones adecuadas para los posteriores analisis. El contenido en sales de
los reactivos, asi como las caracteristicas fisicoquimicas del ADN que hacen
que este no sea soluble en etanol, son aspectos que se deben considerar para
llevar exitosamente el proceso de extraccidn y purificaciéon del ADN. Para
lograr la mayor pureza de la muestra se utilizan soluciones salinas (salting
out) o agentes organicos, como el fenol, que permiten una separacion exitosa
de los 4cidos grasos y de las proteinas que pueden inhibir la accién de otros
reactivos necesarios en estudios posteriores (Sambrook y Russell, 2001).

La extraccién del ADN tiene diferentes fines en biologia molecular, y tanto
sus origenes como sus usos son multiples. Asi, gracias a una extraccion exito-
sa de ADN, se pueden estudiar genes individualmente, comparar la presencia
o la ausencia de genes en diferentes individuos o especies, realizar estudios
de diversidad e incluso llegar a secuenciar completamente el genoma de un
individuo. Respecto a la fuente del ADN, esta puede ser tan variable como se
desee. Si bien en un principio se buscaba extraer el ADN presente en un in-
dividuo u organismos particular como animales, plantas, bacterias u hongos,
hoy el alcance es mas ambicioso. Se ha logrado incluso la extracciéon del ADN
de todos los organismos presentes en un determinado ambiente, evaluando
su diversidad en la microflora (bacterias, virus y hongos principalmente). De
este modo, se puede extraer ADN total de diversos tipos de muestras de suelo,
agua, ambientes extremos, y asi obtener informacién genémica de organis-
mos desconocidos. Esto es lo que se conoce como metagenémica (Singh et
al., 2009).

Con la extraccién del ADN, se abre entonces un mundo de posibilidades
en donde se puede lograr un acercamiento a los genes, a la diversidad, a las
proteinas y sus funciones, asi como cientos de otras caracteristicas que hacen
de esta molécula y su extraccion partes fundamentales de cualquier estudio
en el campo de la biologia molecular.

Determinacion de la cantidad y pureza de muestras
de ADN mediante espectrofotometria

Muchas biomoléculas tienen la capacidad de absorber luz a longitudes de
onda caracteristicas. En el caso del ADN esta longitud de onda es de 260 nm.
La medicion de la absorcion de luz mediante un espectrofotdmetro es una

[17]
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técnica eficiente para determinar la cantidad y la pureza de una muestra de
ADN. El logaritmo de la relacion entre la intensidad de la luz incidente y la
intensidad de la luz transmitida se conoce como absorbancia (A), y se calcula
mediante la ley de Lambert-Beer:

I
logTO =ecl .

Donde:
I, = intensidad de la luz incidente
[ = intensidad de la luz transmitida

¢ = coeficiente de extincién molar (en litros por mol-centimetro)
¢ = concentracion de la molécula absorbente (en moles por litro)
/= longitud de la trayectoria a través de la muestra (en centimetros)

Se debe tener en cuenta que con una longitud de trayectoria fija, la absor-
bancia es directamente proporcional a la concentracion del soluto (ADN en
nuestro caso). Esta longitud se ha estandarizado a un valor de un centimetro
en la mayoria de casos.

El coeficiente de extincién molar es una medida de qué tan fuertemente un
determinado compuesto absorbe luz, y varia segtn el tipo de solvente, el pH
y la longitud de onda.

A partir de lo anterior, podemos determinar la cantidad y pureza del ADN
de nuestra muestra con un espectrofotdmetro, teniendo en cuenta la siguien-
te informacion adicional.

El coeficiente de extinciéon de ADN de doble cadena se ha estandarizado a
un valor de 50 ng-cm/pL, por su parte, para el ADN de cadena sencilla es de
33 ng-cm/pL.

Si el proceso de purificacion de ADN no fue eficiente, en la muestra puede
presentarse otro tipo de moléculas que interferiran con los procesos poste-
riores en los que deseemos utilizar el ADN. Las proteinas tienen su mayor
valor de absorbancia a 280 nm, mientras que diversas sales y contaminantes
frecuentes absorben fuertemente a 230 nm.

La concentracién de ADN se obtiene al multiplicar la A,4, por el factor
de dilucién, y teniendo en cuenta que una A, de 1,0 equivale a 50 ug/ml de
ADN, la concentraciéon de ADN = A, x factor de dilucién x 50 pg/ml.

Generalmente, la mayor contaminacion en las extracciones de ADN se da
por la presencia de proteinas, fenoles y sales. Para determinar el grado de
pureza del ADN es posible tomar el valor de absorbancia a 280 nm y 230 nm,
que son las longitudes de onda a las cuales las proteinas y diversas sales absor-
ben la mayor cantidad de luz, respectivamente, y calcular razones A,s,/A,, ¥
A,/ Ao Valores de A,,/A,, cercanos a 1,8 indican que el ADN es altamente

[18]
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puro, al igual que valores de A,¢/A,,, entre 1,8 y 2,2. Valores inferiores a este
radio son indicadores de contaminacién con proteinas, sales y otros.

Los espectrofotometros actuales cuentan con la opcion de corregir lecturas
de absorbancia debidas a ruidos de fondo del instrumento. Esta correccién
consiste en tener en cuenta la absorbancia a 320-340 nm, y realizar las rela-
ciones correspondientes.

Los espectrofotémetros son mas precisos cuando las mediciones estan
dentro del rango linear del instrumento, que generalmente esta entre 0,1y 1,0.

Finalmente, se debe tener en cuenta que los instrumentos modernos rea-
lizan todos los célculos necesarios para deducir los valores de concentracion
y pureza del ADN, por lo cual, generalmente solo es necesario especificar el
tipo de ADN que se esta utilizando.

Electroforesis

La electroforesis es un procedimiento que se lleva a cabo con el fin de se-
parar el ADN en funcién de su carga, su tamano y su nivel de enrollamiento.
La agarosa es un polisacarido que tiene la capacidad de formar un enmallado
de tamano de poro constante y que depende de la concentracién a la que se
utilice al realizar un gel. A través de este gel es posible hacer pasar muestras
de ADN mediante la aplicacion de un campo eléctrico. Dado que el ADN esta
cargado negativamente (por la presencia de los grupos fosfatos), se movera
hacia el polo positivo de la camara de electroforesis. Si la muestra esta for-
mada por fragmentos de ADN, aquellos de menor tamafio migraran a mayor
velocidad que los mas grandes. Segtin el tamano esperado de las moléculas de
ADN, se puede modificar la concentracidon de agarosa. Asi, entre mds peque-
flos sean los fragmentos de ADN, se separaran mejor a mayor concentracion
de agarosa. De la misma forma, segun el nivel de enrollamiento del ADN,
este migrara con mayor o menor dificultad a través de los poros. Si el ADN se
encuentra superenrollado migrara mas rapida y facilmente que aquel que se
encuentre en una conformacion lineal (figura 2).

De manera estdndar, se trabaja con una concentracién de 1,2% de agarosa,
pero esta puede variar entre 0,8 y 2-4%. Para fragmentos de ADN menores
a 100 pb (pares de bases), se puede utilizar otro tipo de geles como los de
poliacrilamida. En la tabla 1 se muestran las concentraciones dptimas de aga-
rosa para separar moléculas de ADN de diferentes rangos de tamafo. Para
permitir la migracion del ADN a través del gel en la cdmara de electroforesis,
el gel debe ser preparado con el mismo buffer con el que se llenara la cdmara
(generalmente se utiliza TAE o TBE al 0,5 X, véase el anexo).

Para visualizar el ADN, este se debe marcar con algtn tipo de sustancia
que permita documentar su posicion y cantidad dentro del gel. Una de las
sustancias mas utilizadas es el bromuro de etidio, un compuesto aromatico
que tiene la capacidad de intercalarse en el ADN y emitir una fluorescencia
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naranja cuando es expuesto a luz ultravioleta. La capacidad intercalante del
bromuro de etidio en los acidos nucléicos, hace que este sea un posible agente
cancerigeno, por lo cual se debe evitar el contacto directo de la piel con este
reactivo. Actualmente se han desarrollado otros marcadores de acidos nu-
cléicos con menores grados de toxicidad, como los marcadores SYBR, pero el
precio de estos suele ser mas alto que el del bromuro de etidio, el cual conti-
nua siendo la tincién estdndar para geles de agarosa en diversos laboratorios
(Sambrook y Russell, 2001).

Figura 2. Esquema de una electroforesis en gel de agarosa. 1) Las muestras de ADN son cargadas
dentro de los pozos del gel de agarosa ubicado dentro de la cdmara de electroforesis. 2) Una vez
cargadas las muestras, se aplica la corriente eléctrica haciendo que el ADN migre del polo negativo
al positivo a través del enmallado de agarosa. 3) Las muestras de ADN migraran con diferentes
velocidades seglin su tamano.

ADN CARGADO NEGATIVAMENTE
QUE SE MUEVE POR LA MATRIZ

7

ADN CARGADO NEGATIVAMENTE
QUE SE MUEVE POR LA MATRIZ

Las moléculas de ADN se observan en el gel como bandas discretas en las
posiciones relativas correspondientes a su tamafo. Para saber el tamario de la
molécula de ADN, es necesario correr en un carril una muestra con tamanos
conocidos conjuntamente con las muestras de ADN de interés. Se debe tener
en cuenta que cuando las moléculas de ADN de gran tamafo (superiores a 30
kb) son corridas en geles de agarosa estandar, estas, sin importar su tamarno,
suelen migrar como si fuesen de 30 kb. De esta manera, si en la extraccion de
ADN se obtiene una buena calidad de ADN, poco fragmentado, se espera ver
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una banda de alta intensidad cerca de los 30 kb. De otra forma, si el ADN se
ha degradado en cierto grado, en el gel se observa un “barrido”, correspon-
diente a los diferentes tamafnos de moléculas de ADN que empiezan a frag-
mentarse y disminuir su tamafo. Por otra parte, a causa de que el bromuro
de etidio marca tanto ADN como ARN, si no se realiza una buena limpieza
de ARN (tratamiento con ARNasa), el ADN estara contaminado con ARN,
principalmente ribosomal, que se observara como una banda de bajo peso
poco definida (Sambrook y Russell, 2001). En la figura 3 se observan ejemplos
de los diferentes casos citados.

Figura 3. Visualizacién de diferentes muestras en un gel de agarosa, luego de la electroforesis.

1 2 3 4 5 6 7 8

En los carriles 1y 8 se observa el marcador de peso molecular, los carriles
2, 4y 5 corresponden a muestras de ADN sin contaminacién de ARN y a
diferentes concentraciones. El carril 3 corresponde a un ADN degradado. Los
carriles 6 y 7 muestran ADN contaminado con diferentes cantidades de ARN
(cortesia grupo Manihot Biotec).

Tabla 1. Concentraciones de agarosa recomendadas para
diferentes rangos de tamaiio de ADN por separar.

Concentracion de agarosa Rango de separacion de moléculas
del gel (% [p/v]) de ADN lineal (kb)

0,3 5-60

0,6 1-20

0,7 0,8-10

0,9 0,5-7

1.2 0,4-6

15 0,2-3

2,0 0,1-2

Fuente: elaboracién propia.
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Protocolo de extraccion de ADN de tejido vegetal®

Precauciones y recomendaciones
1 Evitar el contacto con la piel de las diferentes soluciones pues pueden
ser irritantes.
2 Evitar la aspiracion de los gases generados por las distintas soluciones.
Los elementos utilizados deben estar debidamente esterilizados.
Manejar con precaucion el nitrégeno liquido.

Materiales, equipos y reactivos
o Bafio maria
o  SpeedVac (opcional)
o Microcentrifuga
e Micropipetas
o Puntas plésticas
o Tubos plasticos de 1,5 ml
o Guantes de latex
o Espatulas
o Mortero y pistilo
o Gradillas
o Cubeta con hielo
o Nitrogeno liquido
e Acetato de potasio 5 M
o Isopropanol
e Acetato de sodio 3 M pH 5,2
e Etanol 70%
o RNAsa 1o mg/ml
o TrisHCl1 M pH 8,0
e EDTA 500 mM pH 8,0
e« NaClsM
e SDS20X
o Bisulfito de sodio
o H20 dos veces destilada
° TE

Procedimiento
1 Preparar el buffer de extraccidn, segun la tabla 2, luego completar el
volumen con agua dos veces destilada y esterilizar.

4 Basado en Dellaporta et al. (1983).
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Tabla 2. Preparacion del buffer de extraccion de ADN de tejido vegetal

Reactivo Concentracién stock Concentracién final Volumen para 100
ml de solucién
Tris HCI pH 8,0 1000 mM 100 mM 10 ml
EDTA pH 8,0 500 mM 50 mM 10 ml
Nacl 5000 mM 500 mM 10 ml
SDS (p/v) 20X 1,25% 1,25 ml

Fuente: elaboracién propia
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Agregar bisulfito de sodio el dia de uso (0,38 g x por cada 100 ml de
buffer).

Congelar el tejido en nitrégeno liquido y macerar en mortero, rapida-
mente, hasta obtener un polvo lo mas fino posible.

Agregar 200 mg de tejido macerado a un tubo de 1,5 ml (hasta la mar-
ca de 100 pl).

Calentar el buffer de extraccién a 65 °C.

Agregar 940 pl de buffer de extraccion al tubo.

Incubar a 65 °C durante 45 minutos, con agitacion cada 5 minutos.
Adicionar 400 pl de acetato de potasio 5 M (frio). Mezclar bien.
Incubar en hielo por 30 minutos, agitar cada 5 minutos.

Centrifugar a 6000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente.
Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo de 1,5 ml.

Centrifugar a 6000 rpm por 4 minutos a temperatura ambiente.
Dividir la muestra en dos tubos de 1,5 ml.

Agregar un volumen igual de isopropanol y 1/10 del volumen final de
acetato de sodio 3 M pH 5,2.

Incubar a -80 °C por 1 hora, o preferiblemente la noche a -20 °C.
Centrifugar a 12000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente.
Lavar con 400 pl de etanol al 70%.

Centrifugar a 12000 rpm por 3 minutos a temperatura ambiente.
Descartar el sobrenadante y secar en SpeedVac o a temperatura am-
biente.

Resuspender en 100 ul de TE + RNAsa 10 mg/ml (1 pug por cada 100
ml de TE).

Incubar a 37 °C por 30 minutos.

Almacenar a -20 °C.

Valorar integridad del ADN mediante corrida en gel de agarosa al
0,8% (ver el protocolo de electroforesis a continuacion).
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Protocolo de electroforesis

Precauciones y recomendaciones

1
2

Manejar con precaucion el bromuro de etidio.
Preferiblemente utilizar guantes de latex o de nitrilo.

Materiales, equipos y reactivos

Microondas

Camara de electroforesis
Documentador de geles
Micropipetas

Puntas plasticas

Molde para geles y peines
Agarosa

Buffer de carga (Blue Juice) 6 X
Bromuro de etidio 0,5 mg/1
TAE o,5 X

Procedimiento

1

[©) WAV, B N N}

[e BN

10

11

12

(24

]

Para preparar un gel de 100 ml al 1%, mezclar 1 g de agarosa con 100
ml de TAE o,5 X.

Calentar en el microondas hasta hacer una mezcla homogénea
(aproximadamente 1 minuto).

Cuando haya enfriado, agregar 0,2 ul de bromuro de etidio 0,5 mg/l.
Colocar la mezcla en el molde para geles sin olvidar los peines.
Esperar a que se gelifique completamente.

Retirar los peines y colocar el gel con el soporte en la camara de elec-
troforesis previamente llenada con TAE o,5 X.

Adicionar buffer hasta cubrir completamente el gel.

Mezclar las muestras de ADN con 1/5 del volumen de buffer de carga
6 X (véase anexo).

Lentamente servir las muestras en los carriles del gel usando una mi-
cropipeta. Recordar servir marcadores estandar de peso molecular.
Colocar la tapa del aparato de electroforesis y conectarlo a la fuente de
poder, de forma que el ADN pueda migrar hacia el anodo.

Aplicar un voltaje de 1-5 V/cm (esta medida se toma como la distancia
entre el dnodo y el catodo). Si la conexidn es correcta, se observaran
burbujas, y a los pocos minutos, se observara el azul de bromofenol
contenido en el buffer de carga migrar hacia el anodo.

Correr el gel hasta que el azul de bromofenol y el xylene cyanol hayan
migrado una distancia adecuada en el gel.
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Retirar el gel y colocarlo en el documentador de geles. La presencia de
bromuro de etidio en el gel permitira visualizar las bandas de ADN al
aplicar luz ultravioleta.

Cuestionario

1

;Cudles son los principales factores que afectan el corrido de una mo-
lécula de ADN en un gel de agarosa?

2 ;De qué depende el nivel de enrollamiento de una molécula de ADN?
Si se tiene una molécula de ADN superenrollada, otra lineal y otra
enrollada, ;como se espera visualizar cada una en un gel de agarosa?

4 Al realizar la extraccién de ADN, este no queda bien purificado y se
encuentra con restos de proteinas y acidos grasos. ;Qué consecuencias
acarrea esto? ;COmo se espera verlo en un gel de agarosa?

5 Al realizar la extraccion de ADN de tejido vegetal, hay una contami-
nacién con ADN animal, ;como se ve esto en el gel de agarosa?

6  ;Cudles son los factores que pueden hacer que el ADN se degrade a lo
largo de la extraccion?

7  Cuadl es la funciéon del ADN no codificante?
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Capitulo 2
Clonacion molecular. Tecnologia de ADN recombinante
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Introduccion

A menudo se habla sobre clonacioén, sin embargo, la clonacién de organis-
mos para obtener dos individuos idénticos relaciona el término de clonacion
como un método de reproducciéon asexual. Esta estrategia reproductiva se
lleva a cabo de manera natural en muchos organismos, aunque también se
ha implementado de forma artificial para fines productivos y terapéuticos.
En el contexto de la biologia molecular, el término clonacién no pierde su
sentido en cuanto al resultado del proceso: la generacion de copias exactas de
un recurso bioldgico. No obstante, en este caso, el recurso implica moléculas
de ADN. La clonacién molecular se realiza con el fin de producir multiples
copias de un fragmento de material genético de interés y, para esto, se conser-
va como una molécula de ADN recombinante, almacenada en células que se
replican (clones). Esta consiste en una molécula que contiene ADN de dife-
rentes fuentes. La idea de realizar moléculas de ADN recombinante y clonar-
las nacié en los afos setenta, después de que se desarrollaron las tecnologias
para realizar la ligacién del ADN en 1967 y la digestion mediada por enzimas
de restriccién en 1968. Fue entonces, en 1972, cuando David Jackson, Robert
Symons y Paul Berg aprovecharon estas técnicas y desarrollaron una metodo-
logia para crear ADN recombinante, generando, de este modo, una molécula
de ADN circular que contenia genes de virus y el operon lactosa de E. coli.
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El ADN utilizado cuando se realizan metodologias de clonacién molecular
incluye por lo general productos PCR, ADNc (ADN copia) o fragmentos ge-
nerados como producto de la digestion del ADN. La reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) generalmente se emplea para amplificar un gen particular
que se desea clonar para su posterior estudio. Por otro lado, cuando se desea
estudiar el genoma o el transcriptoma, lo ideal es generar librerias gendmicas
o de expresion, respectivamente. Para el primer caso, se hace uso de la diges-
tion total del genoma y para el segundo, se emplea la retrotranscripcion del
ARN, lo cual da origen al ADNc. Una vez se obtiene el genoma digerido o
el ADNc, se procede a realizar la clonacién de estos miles de fragmentos de
ADN con el fin de generar librerias. Es asi como una libreria de ADN consiste
en miles de bacterias, cada una de las cuales contienen el mismo vector pero
con distintos fragmentos ADN.

A continuacion, se describiran los pasos basicos por seguir en el proceso
de clonacién molecular.

Digestion de ADN

Marco conceptual

Uno de los acontecimientos mas importantes en la historia de la tecnologia
del ADN recombinante fue el descubrimiento de las enzimas de restriccion.
A finales de los afos sesenta, Stuart Linn y Werner Arber, al estudiar un feno-
meno denominado restriccion del crecimiento de bacteriéfagos controlada por
el hospedero, descubrieron que dicha restriccion era causada por enzimas de
las células hospederas que cortaban el ADN no metilado del fago en numero-
sos sitios, limitando asi su crecimiento. Un par de afios mas tarde, H. Smith
y K. Wilcox reportaron el aislamiento y caracterizacion de la primera enzi-
ma de restriccion llamada en ese entonces endonucleasa R (posteriormente
renombrada HindII). Esta enzima fue aislada de extractos de Haemophilus
influenzae cepa Rd, y como caracteristica especial, tiene la capacidad de de-
gradar el ADN foraneo sin afectar el ADN nativo (Arber y Linn, 1969).

En 1972, J. Mertz y R. Davis demostraron por primera vez el potencial de
recombinacién de las enzimas de restriccion. Estos investigadores mostraron
que la endonucleasa de restricciéon R1 produce cortes “escalonados”, que ge-
neran extremos “‘cohesivos” idénticos y complementarios. A partir de estos
descubrimientos, se sugirié que, al ser incubados en presencia de una ADN
ligasa, los extremos generados por la accién de R1 pueden unirse para generar
una molécula hibrida de ADN (ADN recombinante). Este hallazgo es consi-
derado como el nacimiento de la tecnologia del ADN recombinante (Mertz
y Davis, 1972).

Las enzimas de restriccion son moléculas que reconocen una secuencia
de ADN vy la cortan rompiendo el enlace fosfodiéster (figura 4), generando
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en ambas hebras extremos romos o cohesivos (figura 5). Esta reaccion se de-
nomina digestion, y el sitio en donde se realiza el corte se conoce como sitio
de restriccion. De este modo, cuando un virus inyecta su ADN vy las bacterias
logran reconocerlo como ADN foraneo, estas procederan a cortarlo en pe-
quenas fracciones gracias a las enzimas de restriccion. La especificidad en el
sitio de corte de las enzimas de restriccion esta dada por el reconocimiento
de secuencias palindromicas en el ADN. Es decir, la secuencia de ADN es la
misma si la hélice es girada 180 grados alrededor de la pequena zona de la hé-
lice que es reconocida. Dicha zona de reconocimiento puede variar desde una
secuencia de cuatro nucle6tidos hasta una de doce. Este tamafio de secuencia
esta directamente relacionado con la frecuencia del corte, razén por la cual,
entre mas grande sea la secuencia de nucledtidos reconocida por la enzima,
mayor sera la especificidad y, por ende, el corte sera mas raro. De la misma
manera, entre menor sea el tamafo de la secuencia de reconocimiento, la
enzima sera menos detallada en cuanto al reconocimiento, y entonces el corte
sera de tipo frecuente. Las secuencias palindromicas son comunes en el ADN
viral, sin embargo, también se presentan en el genoma bacteriano. Como un
mecanismo de proteccion del ataque de las enzimas de restriccion sobre el
ADN propio (podria llamarse autoinmunidad), las regiones palindrémicas
endogenas se encuentran protegidas por la adicién de grupos metilo (-CH,)
en las bases A o C, lo cual impide su reconocimiento y posterior corte. Este
proceso de adicion de grupos metilo se conoce como metilaciéon del ADN
(Ausubel et al., 2003).

Figura 4. Reaccién de digestién mediada por enzimas de restriccion.
Las enzimas digieren o cortan a nivel del enlace fosfodiéster del ADN.

BASE ENZIMA DE BASE| ‘
. H.0 I BASE RESTRICCION 5~ H:O H.0 BASE
5 —C H.O O’C C2
r -C + o / + o
: P N HO—|
1 H H P
0—P OH N
~o Il o ¥
I 0¥ 0 30
o ~~

ENLACE
FOSFODIESTER

En funcién de los cofactores requeridos por las enzimas, la capacidad que
tienen para cortar y/o metilar el ADN vy la distancia a la cual cortan a partir
de la secuencia reconocida, se han descrito tres grandes tipos de enzimas de
restriccion:

o Tipo I: estas enzimas no solo cortan sino que también tienen la capa-
cidad de metilar el ADN. Se caracterizan por cortar al azar sitios dis-
tintos al de restriccion y dejar siempre extremos cohesivos. Requieren
ATP para moverse en el ADN una vez que reconocen la secuencia,
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Figura 5. Enzima de restriccion con corte cohesivo. La enzima EcoRI reconoce y corta
el ADN generando dos extremos que se pueden unir por complementariedad de bases.
Estos extremos se denominan extremos cohesivos, pegajosos o escalonados.

EcoRl

5 —— 77—
SR R b i Wc] i S—

ESCISION I

EcoRl
EXTREMOS COHESIVOS

5 I AATT C S
3 M C TTAA [CR—

aproximadamente 1000 pb a partir de dicho punto, y realizar el corte.
También necesitan la presencia de los cofactores SAM (S-adenosil-me-
tionina) y magnesio para su correcto funcionamiento.

Tipo II: no tienen la capacidad de metilar, solo poseen actividad de res-
triccion. El corte se lleva a cabo en el sitio de restriccion, por esta razdn,
son las mas utilizadas a la hora de generar moléculas de ADN recom-
binante y, al no tener que desplazarse sobre el ADN para realizar el
corte, no requieren ATP para su funcionamiento. Este tipo de enzimas
pueden producir extremos cohesivos o romos.

Tipo III: tienen la capacidad de cortar y metilar y, una vez que recono-
cen el sitio de restriccion, cortan de 25 a 27 pares de bases antes o des-
pués de este, dejando extremos cohesivos. Requieren ATP, magnesio y
SAM como cofactores.

Cabe resaltar que un cuarto tipo de enzimas de restriccion fue descubier-
to en E. coli, cuya accidn se lleva a cabo solo en ADN metilado (Ausubel et
al., 2003).

Las enzimas de restriccion de tipo II, por su modo de accién, son emplea-
das para multiples fines en cualquier procedimiento en el que sea necesario
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cortar secuencias de ADN en sitios especificos. En el caso de la clonacién
molecular, donde se requiere introducir un fragmento de ADN de interés
dentro de un vector de clonacion, se llevara a cabo la digestion con una en-
zima de restriccidn que reconozca su respectiva secuencia de restriccion en
el sitio de multiclonaje en el vector y en los extremos de la secuencia de inte-
rés. De este modo, se generaran moléculas de ADN cuyos extremos pueden
ser unidos mediante una reaccion de ligacion (véase el apartado “Ligacion
de ADN” del presente capitulo) y se obtendra una construccion consisten-
te en el vector de clonacion (véase el apartado “Vectores de clonacion” del
presente capitulo), que contiene la secuencia de ADN de interés que ha sido
insertada (Ausubel et al., 2003).

Todos los organismos presentan cierto grado de variabilidad genética en
su genoma. Esta también se evidencia en las secuencias de reconocimiento
de las enzimas de restriccion, lo cual ha permitido generar diversas técnicas
de caracterizacion genética basadas en las diferencias en los perfiles de res-
triccidn, obtenidos al digerir el genoma de diferentes individuos y compa-
rarlos. Por ejemplo, es posible conocer su numero y distribucion en el geno-
ma, mediante técnicas de marcaje de secuencias especificas de ADN dentro
del genoma, al realizar este tipo de marcajes sobre productos de restriccién.
Es asi como el uso de las endonucleasas de restriccion ha permitido no solo
el desarrollo de técnicas de ADN recombinante, sino también la caracteriza-
cién de la variabilidad genética y el analisis funcional de secuencias génicas
en el genoma completo (Nelson y Cox, 2004).

Protocolo de digestién de ADN con enzimas de restriccion

Consideraciones iniciales
A causa de las diferentes aplicaciones de la digestion de ADN, es conve-
niente tener en cuenta algunos factores que influyen en este tipo de reaccio-
nes. Los principales son:
e Cantidad de enzima. Por convencion, una unidad de enzima (1 U)
se define como la cantidad de enzima necesaria para digerir 1 ug de
ADN purificado en 60 minutos bajo condiciones estandar de reac-
cion. Es importante también considerar el tamafo del ADN por di-
gerir, asi como la frecuencia de la aparicion de sitios de restriccion.
Sin embargo, factores como la concentracién, pureza y tipo de ADN
pueden hacer que se requiera una mayor cantidad de enzima. En el
caso de reacciones en volumenes finales grandes, se debe tener en
cuenta que las enzimas de restriccion se encuentran diluidas en gli-
cerol por lo que el volumen de enzima no debe superar 1/10 del vo-
lumen final para evitar que esta sustancia interfiera en la reaccion.
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o Tipo y concentracion del ADN por digerir. De manera general, mo-
léculas de ADN de baja complejidad (secuencias repetitivas), ADN
circular superenrollado y ADN viral suelen requerir el uso de un
nimero mayor de unidades de enzima. Por otra parte, cuando se de-
sea digerir ADN para experimentos sencillos de clonacién (un frag-
mento de ADN en un vector estandar), se pueden utilizar bajas con-
centraciones de ADN (100 ng). Si, en cambio, el interés es generar una
cantidad importante de fragmentos de restriccion, ya sea para analisis
de variabilidad o generacion de librerias gendmicas, la cantidad de
ADN por digerir debe ser alta (2-10 pg).

o Pureza del ADN. Impurezas en el ADN (proteinas, sales) y trazas de
reactivos utilizados en su extraccion (SDS, EDTA) interfieren directa-
mente en la eficiencia de las reacciones de restriccién enzimatica. En
casos en los que se presente una baja pureza de ADN es conveniente
utilizar una mayor cantidad de unidades de enzima.

o Tiempo de incubacion. En general, una hora de incubacién es sufi-
ciente para la mayoria de restricciones, sin embargo, en experimentos
sencillos de clonacion de pequenos insertos en un solo vector, treinta
minutos pueden ser suficientes. Por el contrario, la digestion de vec-
tores superenrollados o grandes cantidades de ADN puede requerir
entre dos y tres horas para ser eficiente. De cualquier manera, no es
aconsejable realizar digestiones que excedan seis horas de incubacion,
pues se pueden presentar cortes inespecificos en el ADN. Ademas, la
vida util de muchas enzimas de restriccion en la reaccion no suele ser
superior a este tiempo. Sin embargo, en algunos casos se hacen diges-
tiones por toda la noche (ON, por sus siglas en inglés).

o Coadyuvantes de la reaccion y procedencia de las enzimas. Muchas en-
zimas de restriccion necesitan de la adicién de albimina sérica bovina
(BSA, por sus siglas en inglés), mientras que otras no. Sin embargo, la
adicién de BSA en reacciones que no la requieren no afecta la eficien-
cia delareaccion. A causa del amplio uso de las enzimas de restriccion,
actualmente existen diversas casas comerciales que las distribuyen.

El protocolo que se presenta a continuacion sigue condiciones estandar de
reaccion, pero se deben consultar las recomendaciones del productor de la
enzima de restriccion para obtener resultados éptimos (Ausubel et al., 2003).

Precauciones y recomendaciones
1 Evitar el contacto con la piel de las diferentes soluciones pues pueden
ser irritantes.
2 Mantener siempre en frio (-20 °C) la enzima de restriccion.

(32]



2 Clonacién molecular. Tecnologia de ADN recombinante

3 Evitar la contaminacion del stock de enzima con ADN, otras enzimas
de restriccién o DNAsa 1.

Materiales, equipos y reactivos
e Incubadora, termomixer o bafio maria
e Micropipetas
o Puntas plasticas
o Tubos plasticos de 1,5 ml
o Tubos plasticos de 0,2 ml
o Gradillas
e  Cubeta con hielo
o ADN por digerir
e Enzima de restriccion
o Buffer de restriccion 10 X
e BSA100X
e H,O destilada estéril

Digestion de una muestra de ADN con una enzima de restriccion
(volumen final 20 ul)

Tabla 3. Condiciones de reaccion para digestion de ADN

Reactivo Cantidad
ADN por digerir 0,1-4,0 pg
Enzima de restriccion 1-4 U
Buffer de restriccion 10 X 2 pl
BSA 100 X 0,2yl
H>O destilada hasta 20 pl

Fuente: elaboracién propia.

Procedimiento
1 Mezclar los siguientes reactivos en un tubo plastico:
o xulde ADN

o 2,0 pl de buffer de restriccién 10 X
e 0,2ulBSA100X
e H,O0,18-xpl

2 Adicionar la enzima de estriccion (1-4 U; en la mayoria de los casos 1
ul de enzima es suficiente) e incubar la mezcla de la reacciéon 1 horaala
temperatura recomendada (suele ser 37 °C).

3 Detener la reaccion incubandola a 65 °C 15 minutos, y observar en un
gel de agarosa el perfil de restriccion (véase el protocolo de electrofore-
sis, capitulo “Extraccion de ADN vy electroforesis”).
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Digestion de varias muestras de ADN con una enzima de restriccion

En este caso y para reducir los errores en el pipeteo y posibles contamina-
ciones cruzadas, es conveniente realizar una mezcla que contenga todos los
reactivos, excepto el ADN, en las escalas adecuadas respecto al nimero de
reacciones, y posteriormente adicionar la cantidad respectiva a cada tubo que
contiene el ADN por digerir.

Digestion de una muestra de ADN con dos enzimas
de restriccion (doble digestion)

En diferentes procesos es necesario digerir el ADN con dos enzimas dife-
rentes, por ejemplo, para introducir un fragmento de ADN en una direccién
especifica dentro de un vector, o para incrementar la cantidad de fragmentos
de restriccion obtenidos con una sola enzima. En estos casos, se debe tener
en cuenta que cada enzima necesita caracteristicas particulares del buffer de
restriccion para su accién eficiente. De esta forma, para realizar una doble
digestion es indispensable consultar las diferentes tablas de afinidad de en-
zimas para dobles digestiones y los buffers que deben ser usados. Esta infor-
macion es suministrada por la casa productora de las enzimas. En el caso
en el que las enzimas que se deben usar no sean compatibles para una doble
digestion, es necesario realizar digestiones escalonadas, es decir, digerir pri-
mero con una enzima y digerir el producto obtenido con una segunda enzi-
ma. Para esto, es necesario purificar antes el producto de la primera reaccion,
ya que trazas de buffer pueden inhibir la segunda digestion. A causa del bajo
rendimiento final de digestiones escalonadas es recomendable elegir adecua-
damente desde el principio enzimas compatibles para dobles digestiones.

Digestion parcial de ADN

Para algunos procedimientos se hace necesario realizar digestiones “in-
completas” del ADN, en otras palabras, no todos los sitios de restriccion exis-
tentes son cortados. Por ejemplo, si el fragmento de interés contiene interna-
mente el sitio de restriccion de una enzima que se deba usar para su insercion
en el vector para su clonacion. En estos casos, la digestion parcial de ADN se
puede realizar mediante dos aproximaciones diferentes. En una, se realizan
diluciones seriadas de la mezcla de reaccion haciendo que la cantidad de en-
zima sea el limitante de la reaccion. En la otra, se pueden incubar las mezclas
de reaccion durante tiempos cortos (diez, quince o veinte minutos) haciendo
que el tiempo de reaccion sea el limitante que produzca la reaccién de diges-
tion parcial. Alternativamente se pueden emplear temperaturas diferentes a
las especificas, por lo general, menores a las 6ptimas de actividad.
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Cuestionario

1 ;Coémo se espera observar un ADN genémico de un organismo dige-
rido en gel de agarosa?

2 ;En qué casos se utiliza una enzima de corte frecuente? ;En qué casos
una enzima de corte raro?

3 ;Qué implicaciones tienen el tipo de extremos que se generan en una
reaccion de digestion para posteriores reacciones de clonacion?
;Como funciona la nomenclatura de las enzimas de restriccién?

5  Las enzimas de restricciéon que generan extremos cohesivos pueden ge-
nerarlos en sentido 5’ 0 3’ respecto a la direccién del ADN digerido (5’ o
3’ overhangs). ;Esto se debe tener en cuenta en el momento de plantear
experimentos de clonacién dirigida con enzimas de restricciéon? ;Clo-
nacion en vectores de expresion?

Vectores de clonacién
Marco conceptual

La clonacién molecular consiste en la introduccién de un fragmento de
ADN en células que son capaces de producir copias idénticas por replicacion
(clones). Para poder lograr esto, es necesario usar un vehiculo que sea capaz
de contener el ADN de interés y permitirle el paso hacia el interior de las célu-
las. Este vehiculo se conoce con el nombre de vector de clonacién. Los vectores
de clonaciéon son moléculas de ADN de tamafio muy variable, generalmente
circulares, que contienen regiones especiales que permiten la insercion del
fragmento de ADN que se desea clonar.

En la actualidad, existen diversos tipos de vectores de clonacion, los cuales
varfan en su tamafo y, a su vez, en la capacidad del fragmento que puede
ser clonado. El vector mas utilizado en un laboratorio de biologia molecular
es el plasmido, el cual puede albergar un fragmento de hasta 10 Kb. Aun asi
existen otros tipos de vectores como fagémidos, fagos, BAC (utilizados en la
construccion de librerias de ADN gendmico) y YAC, siendo este ultimo capaz
de contener un fragmento de hasta 2.000.000 pb. Este capitulo se concentra
en el estudio de los plasmidos, los cuales son los vectores mas cominmente
empleados en biologia molecular. Se caracterizan por presentar un sitio de
origen de replicacion, el cual les permite replicarse dentro de las bacterias in-
dependientemente de la replicacién de su cromosoma, con la ventaja de gene-
rar multiples copias dentro de una bacteria. Adicionalmente, presentan genes
que codifican para proteinas que confieren resistencia a antibidticos, lo cual
hace facil la selecciéon de bacterias que contienen los plasmidos (figura 6).

Los plasmidos se encuentran presentes en pocas o muchas copias en la
mayoria de bacterias. Los plasmidos bacterianos pueden ser muy grandes,
incluso alcanzan tamanos similares al del ADN cromosémico, y presentar
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la capacidad de integrase al genoma (episomas). Existen diversos tipos de
plasmidos, algunos estan involucrados en la “fertilidad” o intercambio de
material genético por medio de conjugacion bacteriana (transferencia hori-
zontal de genes), y por eso se les conoce como pldsmidos F. También existen
algunos denominados R, ya que estan involucrados en resistencia contra an-
tibidticos. Otros contienen enzimas que son capaces de degradar compuestos
toxicos para las bacterias. Adicionalmente, existen ciertos plasmidos cuya
presencia en algunas cepas estd relacionada con la virulencia de la bacteria.
Los plasmidos naturalmente cumplen funciones importantes en las bacterias
que los portan, en la medida en que les confieren caracteristicas adicionales
que les permiten una adaptacion al medio.

Otra caracteristica importante de los plasmidos es que presentan un sitio
de clonacién multiple (MCS, del inglés multiple cloning site o polylinker). Este
consiste en una regiéon de ADN que contiene muchos sitios de reconocimien-
to para enzimas de restriccion ampliamente utilizadas en el laboratorio, pero
estan solamente presentes alli y en ninguna otra parte del ADN del vector
(figura 6). Este sitio permite la insercion de un fragmento de ADN externo al
plasmido, que se logra cuando el fragmento y el plasmido son digeridos con
una misma enzima de restriccion cuyo sitio de corte esta presente en el MCS.
Luego se procede a realizar la ligacion de los dos ADN por medio de una en-
zima denominada ligasa (figura 7).

Figura 6. Esquema del vector de clonacién pUC18/19. Las principales secuencias de un vector son: un
sitio de inicio de la replicacién, una region que confiere resistencia a un antibiético, un gen reportero
(por ejemplo LacZ) interrumpido por un sitio de clonaciéon multiple. El sitio de clonaciéon multiple
(MCS o polylinker) es una regién que contiene las secuencias de reconocimiento de diversas enzimas
de restriccion, lo cual permite introducir fragmentos de ADN por medio de digestion y ligacion.

PUC18/19 Vector
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Figura 7. Esquema de una reaccién de ligacion en la construccién de una libreria genémica.
Los fragmentos de ADN digeridos con diferentes enzimas de restriccion (a, b y ¢) junto con
el vector digerido con la enzima a (a') son ligados mediante la accién de la enzima ADN
ligasa. Esta reaccion de ligacion requiere la hidrdlisis de ATP que libera pirofosfato.

FRAGMENTOS DE ADN GENOMICO

EXTREMOS COHESIVOS

(a)

@)
VECTOR ADN

DE BASES TERMINALES

l COMPLEMENTARIEDAD DE PARES

+ FRAGMENTOS GENOMICOS
NOEMPAREJADOS (bY c)

2 ATP

ADN LIGASA T4

2 ATP + 2PPj

(@)
=

[37]



Fundamentos y técnicas basicas
en biologia molecular

Es importante tener en cuenta que antes de que se realice el proceso de
ligacidn es esencial tener, por un lado, el ADN del inserto que se quiere clonar
Y, por otro, el ADN plasmidico. Ya se ha mencionado que el ADN del inserto
puede obtenerse a partir de PCR de digestion del genoma o ADNc. Por otro
lado, el plasmido se obtiene a partir de un proceso de extraccion desde la
bacteria y posterior purificacion, conocido con el nombre de minipreparacion
o “miniprep” (véase el apartado “Extraccion de ADN plasmidico a pequena
escala por lisis alcalina: miniprep” del presente capitulo).

Aunque tradicionalmente se han utilizado enzimas de restriccion y ligasas
para producir moléculas de ADN recombinante, en la actualidad se cuenta
con una generacion de vectores de tecnologia Gateway” (Invitrogen, Carls-
bad, CA, Estados Unidos) que evitan los pasos de digestion y ligacién para la
generacion de ADN recombinante. Esto se logra utilizando una mezcla de en-
zimas clonasas que realizan una recombinaciéon homologa de estos vectores,
y el fragmento de interés, sin necesidad de enzimas de restriccion y ligasas.

Ligacion de ADN

Marco conceptual

Adicionalmente al corte dirigido de moléculas de ADN, es necesario po-
seer una tecnologia que permita el proceso inverso, es decir, la unién de frag-
mentos de ADN para generar moléculas de ADN recombinante. Esta tecno-
logia inicié su desarrollo con el descubrimiento de la enzima ADN ligasa, por
parte de diversos laboratorios. Esta enzima cataliza la formacion de un enlace
fosfodiéster entre dos cadenas de ADN. El papel fisiologico de la ADN ligasa
es el de sellar las fisuras que quedan en el esqueleto de ADN de doble cadena
después del proceso de replicacion y durante la reparaciéon de dafios en el
ADN. Esta enzima requiere de un grupo hidroxilo libre en el extremo 3’ de
una cadena de ADN y un grupo fosfato en el extremo 5’ de la otra cadena por
unir. A diferencia de las enzimas de restriccion, las ligasas necesitan de ener-
gia en forma de ATP para realizar su funcidn, pero, al igual que las endonu-
cleasas, solo actian en el ADN de doble cadena y no pueden unir fragmentos
de ADN de cadena sencilla (Doherty et al., 1996).

La importancia de las ADN ligasas en biotecnologia radica en su capaci-
dad de unir los extremos, ya sea romos o cohesivos, generados por las enzi-
mas de restriccion. De esta manera, una vez digeridas dos moléculas de ADN
de diferente procedencia con enzimas de restriccion, los productos de interés
pueden ser integrados dando como resultado una nueva molécula de ADN,
lo cual es la base de la tecnologia del ADN recombinante (figura 8).

La ADN ligasa mas usada en biotecnologia es la proveniente del bacterid-
fago T4, ya que tiene la capacidad de unir eficientemente extremos cohesivos
y extremos romos de ADN, aunque con menor eficiencia. Esta diferencia en
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Figura 8. Pasos por seguir en el proceso de clonaciéon molecular. Primero se digiere el ADN y
el vector de clonacién con enzimas de restriccion; en segundo lugar, se realiza la ligacion de
estas moléculas de ADN; tercero, se transforman células competentes; cuarto, se seleccionan
bacterias transformadas; y quinto, se seleccionan bacterias con el pldsmido recombinante.
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cuanto a eficiencia de ligacion se explica si se tiene en cuenta que en el caso de
los extremos cohesivos, los extremos de ADN de cadena sencilla generados al
final del ADN digerido forman puentes de hidrégeno entre sus bases comple-
mentarias de manera termodinamicamente favorable. Lo anterior hace mads
sencillo el trabajo de la ADN ligasa de unir solamente el esqueleto de ADN
mediante la generacion de los enlaces fosfodiéster (uno a cada lado de la héli-
ce). En cambio, en el caso de la unién de extremos romos es necesaria la cer-
cania fisica de los dos extremos por unir, para que la ligasa pueda actuar. Es
por esto que en reacciones de ligacion de extremos romos suele ser necesaria
una gran cantidad de ADN (Doherty et al., 1996).

En el nivel técnico, el uso de la ligaciéon de ADN esta restringido a sus
aplicaciones para la generaciéon de ADN recombinante. A diferencia de las
enzimas de restriccidn, las ligasas no tienen un papel relevante en estudios de
diversidad o caracterizacion genética.
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Protocolo de ligacion de moléculas de ADN

Consideraciones iniciales (Ausubel et al., 2003)

La ligacién de ADN se lleva a cabo para generar moléculas de ADN re-
combinante. Para la obtencion de buenos resultados en esta reaccion, se de-
ben tener en cuenta algunas recomendaciones, entre las que se encuentran:

[40]

Cantidad de enzima. Para una reaccion estdndar de ligacién con 10 pL
de volumen final pueden usarse entre 0,1-1,0 U de enzima (1 U = 1 uni-
dad Weiss, 0,01 U Weiss se definen como la cantidad de ADN ligasa T4
necesaria para catalizar la ligacion de mas del 95% de los fragmentos
generados por la digestion con HindIII de 1 ug de ADN Lambda a 16
°C en 20 minutos).

Tipo de extremos por ligar. Como se menciono previamente, la ligacion
de extremos cohesivos es mucho mas eficiente (cerca de 25 a 100 veces)
que la de extremos romos. De esta manera, si se requiere una alta efi-
ciencia en la ligacién de extremos romos (en librerias, por ejemplo), se
debe considerar realizar modificaciones en los tiempos de incubacion,
la temperatura y las relaciones molares del ADN por ligar.
Temperatura de incubacion. La temperatura dptima para la genera-
cién del enlace fosfodiéster por parte de la ADN ligasa es de 37 °C.
Sin embargo, debe tenerse en cuenta que si se estan ligando extremos
cohesivos producto de una digestion, estos consistiran de unas cuantas
bases (4-12) complementarias y los puentes de hidrégeno que se deben
generar entre estas para la unién del ADN no son estables a 37 °C. Por
lo tanto, es necesario hacer un balance térmico entre la eficiencia de
ligacion y la eficiencia de hibridacién de los extremos cohesivos. Se ha
encontrado que temperaturas adecuadas de incubacién para ligacién
de extremos cohesivos estan entre 4 y 22 °C, mientras para extremos
romos se usan rangos de temperatura que van de 15 a 20 °C.

Tiempo de incubacién. En general, las reacciones de ligacién que se
llevan a cabo a bajas temperaturas requieren mayores tiempos de in-
cubacion. De esta manera, ligaciones de extremos romos realizadas en-
tre 15 y 20 °C deben incubarse de 4 a 18 horas, mientras la ligacién de
extremos cohesivos con rango de temperatura entre 20 y 22 °C puede
incubarse por 3 horas, o reacciones entre 4 y 8 °C dejarse incubando
por 12 horas.

Relacién molar vector: inserto. Para obtener una eficiencia adecuada de
ligacion de los productos deseados, es decir, un inserto con un vector,
y no ligaciones vector-vector o inserto-inserto, se debe trabajar con re-
laciones molares entre 3:1 a 1:3 vector : inserto. La relacion molar puede
calcularse con la siguiente ecuacion:
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ng de vector x tamario en kb de inserto L inserto
x relacion molar de

tamariio en kb del vector vector

= ng de inserto (1)

Recircularizacion de plasmidos digeridos con una sola enzima de res-
triccion. Si el vector por usar ha sido cortado con una sola enzima de
restriccion, este facilmente puede recircularizarse sin el inserto en pre-
sencia de la ADN ligasa, ya que los extremos son complementarios.
Para prevenir este proceso, es conveniente tratar el plasmido lineari-
zado con fosfatasa alcalina, una enzima que remueve el grupo fosfato
de los extremos 5" de los acidos nucleicos y las bases fosfatadas. Dado
que los fragmentos de ADN tratados con fosfatasa careceran del grupo
fosfato en el extremo 5’ necesario para la accion de la ADN ligasa, este
tratamiento evitara la recircularizacion del vector y promovera la for-
macion de moléculas vector-inserto.

Procedencia de la ADN ligasa T4. Actualmente, diversos fabricantes
ofrecen versiones mejoradas de la ADN ligasa T4. Algunas de estas re-
quieren tiempos menores de incubacion y eficiencias de ligacion ma-
yores a las obtenidas con la ligasa silvestre u original del bacteriéfago
T4. Por esta razdn, es necesario tener en cuenta las recomendaciones
del productor en cuanto a los diversos parametros experimentales en el
momento de realizar reacciones de ligacion.

Precauciones y recomendaciones

1

Evitar el contacto con la piel de las diferentes soluciones pues pueden
ser irritantes.

Mantener siempre en frio (-20 °C) la enzima de restriccion.

Evitar la contaminacion del stock de enzima con ADN, otras enzimas
de restriccion o DNAsa L.

Materiales, equipos y reactivos

Nevera 4 °C o termociclador
Micropipetas

Puntas plasticas

Tubos pléasticos de 0,2 ml
Gradillas

ADN del vector

ADN del inserto

Buffer de ligacion 10 X

ADN ligasa T4 (unidades Weiss)
H,O libre de nucleasas

[41]
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Procedimiento

La siguiente es una reaccion de ligacion estandar entre un vector de 3000
pb y un inserto de 500 pb de extremos cohesivos, usando una relaciéon 1:1
vector : inserto, como se recomienda en el manual de uso de la enzima ADN
ligasa T4 suministrada por Promega Corporation. Ligasas de otra proceden-
cia y el uso de vectores e insertos de diferentes tamafios a los indicados aqui
requeriran diferentes cantidades de ADN y/o distintos tiempos y temperatu-
ras de incubacion.

1

Mezclar los siguientes reactivos en un tubo de 0,2 ml:

o ADN del vector 100 ng
o ADN del inserto 17 ng
o  Buffer de ligacién 10X 1l
o ADN ligasa T4 (unidades Weiss) 0,1-1,0 U

o H,O libre de nucleasas hasta un volumen final de 10 pl

Incubar la reaccidn a:

o  Temperatura ambiente por 3 horas o
e 4°Ctodalanocheo

o 15°C por 4-18 horas

Cuestionario

1

[42]

;Como se puede explicar la menor eficiencia de ligacién de extremos
romos respecto a cohesivos de la ADN ligasa T4?

;Qué funcion tiene la ADN ligasa T4 en el ciclo de replicacion de este
bacteriofago dentro de la célula infectada?

La bacteria Escherichia coli posee una enzima ligasa, sin embargo, esta
es incapaz de ligar extremos romos. ;A qué se puede deber esto? ; Exis-
ten enzimas de restriccion de E. coli que generen extremos romos en
el ADN?

Si se desea generar una libreria gendmica que contenga la mayor can-
tidad posible de fragmentos diferentes de ADN clonados en el vector
de trabajo ;qué relacion vector : inserto se debe utilizar en la reaccion
de ligacion? Por el contrario, si solo se necesita clonar un fragmento de
ADN en el vector de trabajo, ;qué relacion se debe usar?

En un experimento de clonacion se desea hacer una insercién dirigida
de un inserto en el vector de trabajo, para lo cual se utilizan dos enzi-
mas de restriccion. Una de estas genera un extremo cohesivo y la otra
genera un extremo romo. ;Es conveniente trabajar con dos tipos de
extremos? ;Para la eficiente ligacién del vector : inserto es necesario
hacer un pretratamiento con fosfatasa alcalina?
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Transformacion genética

Marco conceptual

Después de realizar la ligacion de fragmentos de ADN, como productos de
un proceso de digestion con enzimas de restriccion, amplicones de PCR (véa-
se el capitulo “Polymerase Chain Reaction (PCR)”) o ADNc (véase el capitulo
“Extraccion de ARN, sintesis de ADNc y RT-PCR”) en vectores de clonacion
o de expresion, se procede a introducir estos vectores con el fragmento de in-
terés dentro de células de Escherichia coli, con el fin de conservar y amplificar
el ADN plasmidico (figura 8). A este proceso de captaciéon de ADN libre del
medio por parte de células bacterianas se le conoce como transformacion ge-
nética. Estas células se pueden transformar por diferentes métodos quimicos
y fisicos, de los cuales los mas usados son choque térmico con cloruro de cal-
cio (CaCl,) y choque eléctrico o electroporaciéon. Ambos procesos implican
la desestabilizacion de la membrana celular y la formacion de poros a través
de los cuales se va a permitir el paso de moléculas cargadas de gran tamario,
como el ADN. Para conseguir este objetivo es indispensable preparar las cé-
lulas para el procedimiento de transformacion escogido.

Para la transformacion quimica por choque térmico con CaCl,, se deben
preparar inicialmente las células bacterianas haciendo lavados con CaCl, a
una temperatura de 4 °C. Los iones Cl entran a la célula acompanados de
moléculas de agua y permiten que esta se hinche. Por otro lado, los iones Ca**
permanecen en el medio y les brindan a las bacterias la capacidad de tomar
ADN (competencia). Una vez se adiciona el ADN a las células competentes,
se someten a un choque térmico (42 °C por 9o segundos) permitiendo la en-
trada del ADN en las células bacterianas. El estado de competencia de estas
bacterias es mayor a 10° bacterias transformadas por pg de ADN. Aun asi,
esto puede variar dependiendo de si las células competentes son comerciales
o preparadas en el laboratorio.

Por otro lado, durante el proceso de transformacion por medio de electro-
poracion, el campo eléctrico generado por el electroporador y transmitido a
través de la celda, abre poros en las membranas celulares y actta, al mismo
tiempo, como fuerza que impulsa el paso de moléculas e iones. El impulso
eléctrico se transmite al liquido extracelular contenido en la celda, lo que pro-
voca la elevacion del voltaje en el espacio intermembranal. La célula respon-
de, conduciendo iones a través de la membrana, principalmente iones Na* y
CI, que evitan la destruccién de la membrana. El total de poros disponibles
es la suma de los existentes mas los recién formados por el campo eléctrico.

En este proceso es importante que las células competentes se encuentren
privadas de medio de cultivo, ya que este puede actuar como una resistencia
al paso de la corriente eléctrica. Otro factor que puede afectar la electropora-
cidn es la presencia de sales tanto en las células competentes como en el ADN
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que se desea introducir. Por esta razon, es fundamental hacer lavados suce-
sivos en la preparacion de las células competentes. El estado de competencia
o eficiencia de la transformacion de estas bacterias es mayor a 10° bacterias
transformadas por 1 ug de ADN, aun asi puede llegar a ser mayor que 10"
cuando se utilizan células competentes comerciales.

El calculo de la eficiencia de la transformacion es particularmente impor-
tante cuando se realiza la transformacion de una libreria, ya que es funda-
mental para estimar el titulo de esta y garantizar que todos los fragmentos
de un genoma de un organismo estén representados en la libreria. No es
muy necesario el calculo de la eficiencia cuando se realiza la clonacién de
un fragmento individual, en estos casos una colonia positiva puede ser su-
ficiente.

Una vez realizada la transformacion, se prosigue a evaluar cudles de la
colonias crecidas presentan el plasmido recombinante, es decir, el plasmido
con el inserto de interés. A lo largo del tiempo se han desarrollado diversas
estrategias con el fin de distinguir aquellas bacterias que han incorporado el
plasmido recombinante de las que solo han incorporado el vector vacio. Al-
gunos consisten en hibridizacién in situ con el fin de identificar fragmentos
de ADN exdgenos, otros consisten en realizar PCR directamente sobre las
colonias. Uno de los métodos generalmente mas usados consiste en detectar
la actividad - galactosidasa. Varios de los plasmidos empleados en los pro-
cesos de clonacion presentan el sitio de clonacién multiple interrumpiendo
el gen LacZ, el cual codifica para una enzima denominada {3- galactosidasa
(figura 6). Esta enzima naturalmente hace parte del operén lactosa en E. coli
y, en presencia de lactosa, es la responsable de romper el disacarido lactosa
en sus mondmeros glucosa y galactosa. Para la determinacién de la inser-
cién de un fragmento de interés dentro del sitio de clonaciéon multiple, se
evalua la actividad de esta enzima utilizando como inductor IPTG (Isopro-
pil tiogalactosido) y, como andlogo de la lactosa, X-Gal (5-bromo-4-cloro-
3-indolil-B-D-galactosido). Cuando la enzima degrada el X-Gal, se produce
un derivado indolico el cual le brinda una coloracion azul a las bacterias. Es
asi como la presencia del fragmento de ADN dentro del sitio de clonacion
multiple generalmente interrumpe el gen LacZ y, por lo tanto, no hay activi-
dad enzimatica (bacterias blancas). En el caso en que no ocurre la clonaciéon
del fragmento, la enzima se sintetiza normalmente y degrada el X-Gal (bac-
terias azules). Por lo tanto, el medio de crecimiento de bacterias es un medio
de seleccidn y contiene antibidtico, IPTG y X-Gal. Por medio del antibidtico
se seleccionan bacterias que se transformaron con el plasmido, la adiciéon de
IPTG y X-Gal permite la evaluacion de la actividad de la B- galactosidasa y
de este modo la clonacidn (figura 8).
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Protocolo de preparacion de células quimicamente competentes
Los siguientes protocolos han sido modificados por los autores basados en
los protocolos estandares encontrados en las referencias citadas.

Precauciones y recomendaciones

1

Realizar el siguiente procedimiento en camara de flujo laminar para
prevenir la contaminacion de las células.

Los elementos utilizados deben estar debidamente esterilizados.

Todo el procedimiento debe realizarse a 4 °C (en centrifuga o en hielo).
Procurar que todos los materiales, como puntas, tubos, cloruro de cal-
cio y glicerol se hayan enfriado previamente. Para esto puede situarlos
dentro de la nevera o en hielo con anticipacion.

Para facilitar el pipeteo del glicerol, cortar el pico de las puntas azules
(1000 pl) que se van a utilizar para tal fin.

Encender con anticipacion la centrifuga refrigerada para que tenga
tiempo de disminuir su temperatura (4 °C).

Materiales, equipos y reactivos

Camara de flujo laminar
Espectrofotometro

Incubadora

Centrifuga refrigerada

Micropipetas

Puntas plasticas

Tubos de polipropileno de 50 ml
Tubos plasticos de 1,5 ml

Erlenmeyer de 500 ml

Tubos de vidrio con tapa

Cubeta con hielo

Medio de cultivo Luria-Bertani (LB) liquido y sélido
Cepa de Escherichia coli (E. coli) DHsa
Cloruro de calcio (CaCl,) 100 mM
Glicerol 10%

Procedimiento

1

Picar una colonia fresca de E. coli, sembrarla en medio LB liquido y
dejar crecer el cultivo a 37 °C durante 12-16 horas a 225 rpm.

Realizar una dilucion del cultivo 1:1000 con 100 ml de medio LB en un
erlenmeyer de 500 ml, y dejarlo crecer a 37 °C a 225 rpm. Para la pre-
paracion de las células se requiere tanto un gran nimero de bacterias,
asi como su buena calidad y viabilidad. Es por esto que se debe utilizar
un cultivo que se encuentre en la fase exponencial del crecimiento

[45]



Fundamentos y técnicas basicas
en biologia molecular

A W

bacteriano, y esto se logra cuando el cultivo alcanza una densidad 6pti-
cade 0,6 a 0,7 (aunalongitud de onda de 600 nm) que se obtiene luego
de 5 a 7 horas de incubacién (pero depende de la cantidad de indculo
inicial). Por esto es importante monitorear la densidad dptica con ayu-
da de un espectrofotémetro.

Transferir el cultivo a tubos de polipropileno de 50 ml y centrifugar a
3000 rpm durante 10 minutos a 4 °C.

Descartar el sobrenadante y resuspender suavemente con 5 ml de CaCl,
cada pellet y mezclar el contenido de 2 tubos en uno solo.

Centrifugar a 3000 rpm durante 10 minutos a 4 °C.

Descartar el sobrenadante y resuspender suavemente con 1 ml de CaCl,.
Pasar el volumen a la mitad de tubos de polipropileno de 50 ml y agre-
gar 1 ml de glicerol al 10%, previamente enfriado.

Repartir las células en alicuotas de 200 ul en tubos plasticos de 1,5 ml,
previamente enfriados.

Las células se pueden utilizar inmediatamente o se pueden almacenar a
-80 °C para su uso posterior.

Protocolo de transformacion con choque térmico con clocuro de calcio

Precauciones y recomendaciones

1

2

Realizar el siguiente procedimiento en camara de flujo laminar para
prevenir la contaminacion de las células.
Los elementos utilizados deben estar debidamente esterilizados.

Materiales, equipos y reactivos
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Camara de flujo laminar

Incubadora con agitacion

Bafio maria o termomixer

Microcentrifuga

Micropipetas

Puntas plasticas

Cubeta con hielo

Tubos de vidrio

Cajas de Petri

Perlas de vidrio, asa de Drigalsky o rastrillo

Células quimicamente competentes (1 vial por trasformacion)
Medio de cultivo Luria-Bertani (LB) liquido y sélido

IPTG 0,5 mM

X-Gal. 80 mM

Ampicilina 100 mg/ml u otro antibidtico segun se requiera (depende
del vector por emplear).
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Procedimiento

1

i

A un tubo de 200 pl de células, adicionar 1 ul de ADN suavemente, en
circulos por el borde del tubo, tocando las células. Colocar el tubo en
hielo durante 30 minutos.

Agregar 8oo pl de medio LB liquido a tubos de ensayo.

Precalentar el bano maria o el termomixer a 42 °C.

Colocar el tubo de la mezcla de células y ADN en el bafio maria o en el
termomixer a 42 °C durante 9o segundos exactos.

Pasar el tubo a la cubeta con hielo, minimo durante dos minutos.
Transferir las células a los tubos de ensayo con medio LB liquido, sua-
vemente y bajando el medio hasta la boca del tubo. Incubar a 37 °C du-
rante una hora a 225 rpm. Tener cuidado que los tubos no choquen con
otros o con los soportes de la incubadora porque pueden quebrarse.
Servir 200 pl del cultivo en medio sélido LB con seleccion (antibiético)
y platear con ayuda de perlas, con asa de Drigalsky o con rastrillo.
Centrifugar el resto del cultivo a 3000 rpm durante 2 minutos, des-
cartar casi todo el sobrenadante con cuidado de que queden aproxi-
madamente 200 pl para platear en otra caja petri con medio LB sélido
con seleccion. Esto se hace con el objetivo de concentrar las bacterias
y asegurarse de obtener colonias en el plateo, ya que es posible que el
plateo anterior no genere colonias.

Incubar 12-16 horas a 37 °C para permitir el crecimiento de las colonias
transformadas.

Protocolo de preparacion de células electrocompetentes

Precauciones y recomendaciones

1

Realizar el siguiente procedimiento en camara de flujo laminar para
prevenir la contaminacion de las células.

Los elementos utilizados deben estar debidamente esterilizados.

Todo el procedimiento debe realizarse a 4 °C (en centrifuga o en hielo).
Procurar que todos los materiales, como puntas, tubos y glicerol se ha-
yan enfriado previamente. Para esto puede situarlos dentro de la neve-
ra o en hielo con anticipacion.

Para facilitar el pipeteo del glicerol, cortar el pico de las puntas azules
(1000 pl) que se van a utilizar para tal fin.

Encender con anticipacion la centrifuga refrigerada para que tenga
tiempo de disminuir su temperatura (4 °C).

Materiales, equipos y reactivos

Cdamara de flujo laminar
Espectrofotometro
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Incubadora con agitacion
Centrifuga refrigerada
Micropipetas

Puntas plasticas

Tubos de polipropileno de 50 ml
Tubos plésticos de 1,5 ml
Erlenmeyer de 500 ml

Tubos de vidrio con tapa
Cubeta con hielo

Medio de cultivo Luria-Bertani (LB) liquido y sélido
Cepa de Escherichia coli (E. coli)
Glicerol 10%

Procedimiento

1

(48]

Picar una colonia de un cultivo fresco y dejar crecer durante toda la
noche en tubos de ensayo con 3 ml de LB a 37 °C, 210 rpm.

Transferir una parte del cultivo a erlenmeyers de 500 ml con 160 ml de
medio LB en una dilucién 1:1000 y cultivarlas a 37 °C a 275 rpm, hasta
que alcancen una densidad o6ptica de 0,5 a 0,7. Esto se logra al cabo de
7 horas, aproximadamente. A menor densidad dptica se obtiene mayor
competencia, pero menor numero de células. Es importante monito-
rear la densidad 6ptica con ayuda de un espectrofotémetro.

Pasar el cultivo a seis tubos de 50 ml enfriados previamente y centri-
fugar a 5000 g durante 7 minutos a 4 °C. Importante: a partir de este
momento, las células deben permanecer en hielo.

Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet de células en 10 ml
(1/5 del volumen total) de glicerol al 10%, y agitar vigorosamente hasta
que se resuspenda completamente. Completar hasta 50 ml con glicerol
10%.

Centrifugar a 9500 g durante 10 minutos, descartar el sobrenadante y
resuspender con 10 ml de glicerol al 10%. Agitar vigorosamente.
Combinar el contenido de dos tubos en uno solo. Agregar un poco de
glicerol al 10% al tubo que se desocupé para lavarlo. Completar a 50 ml
con glicerol frio.

Repetir los pasos 5 y 6. Retirar el sobrenadante con la ayuda de una
micropipeta de 1.000 pl para evitar la perturbacion del pellet.
Resuspender en 8oo pl de glicerol al 10% con puntas frias. Se puede
resuspender en un volumen menor.

Alicuotar 50 ul de células en tubos plasticos de 1,5 ml. Estas células se
pueden utilizar inmediatamente o se pueden almacenar a -8o °C.
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Protocolo de transformacion por choque eléctrico (electroporacién)

Precauciones y recomendaciones

1

Realizar el siguiente procedimiento en camara de flujo laminar para
prevenir la contaminacion de las células.

Los elementos utilizados deben estar debidamente esterilizados.
Procurar que todos los materiales, como puntas y celdas de electropo-
racion, se hayan enfriado previamente.

Materiales, equipos y reactivos

Camara de flujo laminar

Incubadora con agitacién

Electroporador

Microcentrifuga

Micropipetas

Puntas plasticas

Cubeta con hielo

Celdas de electroporacion

Tubos plasticos de 1,5 ml

Tubos de vidrio

Cajas de Petri

Perlas de vidrio, asa de Drigalsky o rastrillo

Células electrocompetentes (1 vial por transformacion)
Medio de cultivo Luria-Bertani (LB) liquido y sélido
IPTG 0,5 mM

X- Gal. 0o mM

Ampicilina 100 mg/ml u otro antibidtico

Procedimiento

1

Despacio y con la punta de la micropipeta en contacto con las células,
afladir una concentracién de 10 pg-25 ng de ADN, en un volumen de
1-2 pl. Mantener las células en hielo. Permitir que el ADN se mezcle con
las células mediante una incubacién de 30-60 segundos.

Transferir la mezcla de células y ADN a la celda de electroporacion,
previamente enfriada, situdndola entre los electrodos de la celda, pre-
feriblemente en su fondo. Evitar al maximo la formacién de burbujas.
Introducir la celda dentro del electroporador y oprimir el botén que
activa la descarga eléctrica, con las condiciones de voltaje adecuadas.
Inmediatamente adicionar 1 ml de medio LB a la celda de electropora-
cion. Recuperar las células con el medio y disponer en tubos de vidrio
con tapa rosca. Incubar con agitaciéon a mas de 200 rpm durante una
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hora a 37 °C. Tener cuidado de que los tubos no choquen con otros o
con los soportes de la incubadora porque pueden quebrarse.

5 Platear 200 pl del cultivo en medio s6lido LB con seleccion (antibidti-
co) con ayuda de perlas, con asa de Drigalsky o con rastrillo.

6  Centrifugar el resto del cultivo a 3000 rpm durante 2 minutos, descar-
tar casi todo el sobrenadante con cuidado de que queden aproxima-
damente 200 pl para platear en otra caja de Petri con medio solido LB
con seleccion.

7 Incubar 12-16 horas a 37 °C para permitir el crecimiento de las colonias
transformadas.

Cuestionario

1 ;Cudl es la importancia de los vectores de clonacion en el proceso de
transformacion?

2 ;Cudl es la importancia y cudles son las aplicaciones de la transforma-
cién genética?

3 ;Todaslas células pueden ser transformadas?
;Qué otros procesos de transferencia de material genético a una célula
existen?

Extraccion de ADN plasmidico en pequeiia
escala por lisis alcalina: miniprep

Marco conceptual

La caracterizacion del plasmido con el inserto de interés, asi como otras
metodologias como su secuenciacion, requieren la extraccion del ADN plas-
midico Unicamente. Para ello, el método de minipreparacién, cominmente
denominado miniprep, emplea un tratamiento de lisado de las células me-
diante la accién de un detergente fuerte y la precipitacion diferencial del ADN
plasmidico, respecto al ADN cromosémico, ademas de las proteinas celu-
lares. Este procedimiento se fundamenta en el hecho de que los plasmidos
son moléculas de ADN pequenas, mientras que el ADN cromosémico esta
asociado con proteinas, es mas grande y menos superenrrollado. Esta dife-
rencia topoldgica permite la precipitacion selectiva del ADN cromosémico
y las proteinas celulares, separandolos del ADN plasmidico y las moléculas
de ARN. Asi, las células son lisadas bajo condiciones alcalinas, las cuales des-
naturalizan tanto los acidos nucléicos como las proteinas, hecho seguido por
la adicion de acetato de potasio que neutraliza la reaccidon, permitiendo la
correcta renaturalizacion unicamente del ADN plasmidico. Este permanece
en resuspension, en contraste con el ADN cromosomico y las proteinas que
se precipitan (Monroe y Knight, 2000; Preuss, 2006). En este sentido, existen
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diversos métodos para purificar el ADN plasmidico de bacterias que en gene-
ral incluyen tres pasos:

1

El cultivo de la bacteria de interés: una vez se obtiene una bacteria
transformada con un plasmido de interés, se selecciona una colonia
aislada y se deja crecer en medio liquido con el antibiotico al cual el
plasmido que posee le confiere resistencia.

La concentracion de las bacterias y su lisis: el pellet se resuspende en
un buffer isoténico (por la glucosa de la solucién I) en donde el EDTA
degrada los componentes externos de la pared celular y el SDS lisa la
membrana, desestabilizando las interacciones hidrofdbicas de dife-
rentes macromoléculas, alterando su conformacién. De igual forma,
el alto pH del NaOH 0,2 N desnaturaliza las macromoléculas como el
ADN, debido a un cambio de condicion del estado idnico.

La purificacién del plasmido: una vez liberados los componentes cito-
plasmaticos se procede a la purificacion del ADN plasmidico de las
proteinas, aztcares, lipidos y otros acidos nucléicos de la bacteria. Para
ello, se procede lo mas pronto posible a la neutralizacion del liquido
viscoso mediante la adicién de la solucién III, donde el bajo pH del
acetato de potasio neutraliza el NaOH, y al retornar el estado idnico las
macromoléculas se renaturalizan. Sin embargo, las proteinas y el ADN
cromosomico, debido a su tamafio, no se renaturalizan correctamente,
formando interacciones hidrofébicas no especificas, dado que la co-
rrecta conformacion no se mantiene durante la desnaturalizacion. En
contraste, las moléculas de ADN del plasmido no se desnaturalizan por
completo debido a su pequefio tamafo y su forma circular superenrro-
llada, y aunque el alto pH rompa los puentes de hidrégeno al bajar el
pH, estos vuelven a formarse. De esta forma, el ADN cromosémico y
las proteinas son precipitadas, mientras que el ADN plasmidico per-
manece resuspendido. Este finalmente se concentra mediante la adi-
cién de etanol y se resuspende en buffer TE.

Protocolo de extraccion de ADN plasmidico en pequefa
escala por lisis alcalina: “miniprep”

Materiales, equipos y reactivos

Incubadora con agitacion

Refrigerador -80 °C

Microcentrifuga (refrigerada, opcional)
Micropipetas

Puntas plasticas

Tubos plasticos de 1,5 ml

Tubos de vidrio
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Medio de cultivo Luria-Bertani (LB) liquido con seleccién

Colonias bacterianas

Etanol 100%

Etanol 70%

Sol I: 50 mM glucosa, 10 mM EDTA pH 8,0 y 25 mM Tris-HCL pH 8,0
(esta solucion debe ser esterilizada y conservada a 4 °C, o incluso es
mejor prepararla fresca)

Sol II: 0,2 N NaOH, 1% SDS: preparar fresca justo antes de empezar el
procedimiento mezclando partes iguales de NaOH o,4 N y SDS al 2%
Sol III: acetato de potasio 3 M pH 4,8

10xTE: 100 mM Tris pH 7,6 y 10 mM EDTA

Procedimiento

1

10

11

Picar una colonia de un cultivo fresco y dejar crecer en un tubo de
ensayo con 5 ml de LB liquido con seleccion, durante 12-16 horas, a 37
°C, 220 rpm.

Centrifugar el cultivo en un tubo de 1,5 ml a maxima velocidad por 5
minutos.

Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 250 ul de Sol I,
esto se puede hacer pipeteando o dandole breves toques con un tubo
de vortex.

Una vez resuspendido el pellet, anadir 250 pl de Sol II, mezclar suave-
mente, el liquido se tornara viscoso. Dejar por maximo 5 minutos.
Anadir 250 ul de Sol IIT a este liquido viscoso y mezclar, después de
mezclar apareceran en el liquido fléculos blancos.

Centrifugar por 10 minutos a maxima velocidad, tomar 450 pl del so-
brenadante, cuidando de no tocar el pellet.

Transferir el sobrenadante en un tubo de 1,5 ml con 450 ul de etanol al
100%. Incubar el etanol con el sobrenadante a -80 °C por 30 minutos.
Centrifugar a maxima velocidad por 10 minutos, de ser posible centri-
fugar a 4 °C.

Descartar el sobrenadante, cuidando de no desprender el pellet. Lavar
el pellet con 100 pl de etanol al 70%, descartar inmediatamente.

Dejar secando el pellet a temperatura ambiente 20 minutos o a 65 °C
por 10 minutos.

Resuspender el pellet de ADN en 30 pl de buffer TE.

Cuestionario

1
2

[52]

;Como acttia el SDS sobre las células al ser un detergente idnico?
;A qué se debe la viscosidad y la transparencia con la que se torna la
solucion después de la lisis alcalina?
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3 ;Cual es la importancia de la neutralizacion de la reaccion después del
procedimiento de lisis?

4  ;Qué otro tipo de procedimientos de extraccion de ADN plasmidico
existen y en qué se diferencian?

5  sPor qué en el paso 9, se utiliza etanol al 70% y no al 100%?
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Capitulo 3
Extraccion de ARN, sintesis de ADNc y RT-PCR

ANA MARIA BOSSA'
JUAN CAMILO OCHOA?
CAMILO LOPEZ3

Marco conceptual

El ARN es uno de los dcidos nucleicos presentes en todas las células, tanto
procariotas como eucariotas, y estd conformado por un azucar (ribosa), un
fosfato y una base nitrogenada (citosina, guanina, adenina o uracilo). Posee
una estructura similar al ADN, pero a diferencia de este, es de cadena simple
y no suele formar dobles hélices extensas. La ribosa se distingue por la pre-
sencia de un hidroxilo libre en la posicién 2’ En consecuencia, los enlaces
fosfodiéster del ARN en las regiones en que no se forma doble hélice son mas
susceptibles a la hidrélisis quimica que los del ADN, siendo mas facilmente
hidrolizables en soluciones alcalinas. La vida media de las moléculas de ARN
es menor que las de ADN y, por lo tanto, son mas inestables (Davidson, 1979;
Lodish et al., 2000). Las moléculas de ARN son las encargadas de transcribir
y traducir la informacién contenida en el genoma de cada organismo y portar
la informacion para la sintesis de proteinas (figura 9).

Las 3 clases principales de ARN presentes en la célula son el ARN de
transferencia (ARNt), ARN ribosomal (ARNr) y ARN mensajero (ARNm).
El ARNr constituye la mayor parte del ARN total, aproximadamente 80%, y
forma el nucleo estructural y funcional de los ribosomas, donde se realiza la
sintesis protéica. Los eucariotas poseen 4 tipos de ARNTr: 28§, 18S, 5,85y 55, de
los cuales, 28S, 5,85 y 5S forman parte de la subunidad mayor del ribosoma,
y el 18S de la subunidad menor. Los procariotas tienen solo 3 ARNT, 23S, 168,
55, de los cuales, el primero y el Gltimo se asocian con la subunidad mayor del
ribosoma y el segundo con la menor. Los ARNr son monocatenarios pero se
pliegan formando dominios estructurales autonomos (Cooper, 2003).

1 Bidloga, Universidad Nacional de Colombia. Asistente de Investigacion CIAT.

2 Bidlogo. Estudiante de maestria, Universidad Nacional de Colombia.

3 Bidlogo. Profesor del Departamento de Biologia de la Universidad Nacional de
Colombia, sede Bogota. Lidera el grupo de investigacion Manihot Biotec.
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El ARNt corresponde el 15% del ARN de una célula y es un adaptador de
aminodcidos durante la sintesis protéica. En un extremo contiene 3 nucledti-
dos, el anticodén, que reconoce al codon de secuencia complementaria en el
ARNm, y en el extremo 3’ se une el aminoacido correspondiente. Cada ARNt
es especifico y, por lo tanto, reconoce un solo aminoacido. La mayor parte
de los nucleétidos estan apareados formando brazos u horquillas y poseen
una estructura secundaria caracteristica, denominada hoja de trébol (Nelson
y Cox, 2004).

Figura 9. Esquema representativo de la transcripcion y la traduccién. En el ntcleo, el ADN es
transcrito a ARNm, por la ARN polimerasa. El ARNm es llevado a los ribosomas, en el citoplasma,
donde se lleva a cabo la traduccién a aminoécidos. Los nucleétidos del anticodon del ARNt
reconocen a los del codén y se aparean permitiendo la sintesis de una cadena de polipéptidos.
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Los ARNm comprenden del 1 al 5% del ARN total, y tienen el importante
papel de transferir la informacion desde el ADN hasta los ribosomas, donde
son traducidos a proteinas. Por el contrario, los ARNr y ARNt no sufren este
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proceso. Los ARNm son hebras monocatenarias de secuencia complementa-
ria al ADN molde a partir del cual se originaron, y varian respecto al tamafio
de cada gen. En todos los tipos de células existen las endonucleasas (ARNa-
sas) que son enzimas que hidrolizan el ARN para regular sus niveles celulares
e, indirectamente, la biosintesis de proteinas (Davidson, 1979; Cooper, 2003).

En los eucariotas, luego de la generacion de los ARNm, se lleva a cabo su
maduracidn (figura 10). Esta consiste en la eliminacién de secuencias inter-
nas, no codificantes, llamadas intrones: la adicién de una cabeza CAP en el
extremo 5’y una cola poliA en el extremo 3’ Estas ultimas aseguran la esta-
bilidad del ARNm, intervienen en la exportaciéon del ARNm al citoplasma y
sirven como sefal de reconocimiento al ribosoma. En las células procariotas
no ocurre este proceso, ya que estas no poseen intrones en su ADN vy los
ARNm no requieren de la cabeza CAP ni de la cola poliA, pues la union a los

Figura 10. Esquema de la maduracién del ARNm de eucariotas. A partir de una hebra de
ADN que contiene un gen, se sintetiza un ARNm primario de transcripcion, caracterizado por
regiones codificantes (exones) y no codificantes (intrones). La maduracién consiste en el corte
y empalme de dichas regiones (splicing), la adicién de una cabeza CAP en el extremo 5" y una
cola poliA en el extremo 3" del ARNm para su posterior transporte al citoplasma celular.
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ribosomas ocurre mientras la cadena de ARNm esta siendo sintetizada en el
citoplasma (Cooper, 2003).

En un organismo multicelular, el ADN de todas sus células es idéntico, sin
embargo, la expresion génica es de caracter diferencial. Por lo tanto, no todos
los genes se expresan al mismo tiempo, en la misma cantidad, ni en todas
las células. Existen genes de naturaleza constitutiva, que siempre se expresan
dado que codifican para proteinas esenciales para el funcionamiento de todas
las células, y otros de naturaleza inducida, que son activados por diversos
factores, bidticos o abidticos. Generalmente, la abundancia de un ARNm y el
numero de moléculas por célula de ese transcrito se correlaciona con el nivel
de sintesis de la proteina correspondiente. De este modo, el grado de expre-
sién de un gen puede ser estudiando mediante la deteccion o cuantificacion
de los ARNm funcionales en el citoplasma (Cooper, 2003). Es por esta razén
que adquiere tanta importancia la extraccion del ARN vy los estudios relacio-
nados con este.

Es fundamental aislar un ARN de alta pureza e integridad para un uso
efectivo en aplicaciones como RT-PCR, northern blot, purificacion de ARNm,
andlisis de microarreglos, entre otras. Para ello, se han disefiado diferentes
métodos de extraccion que tienen como objetivo separar el ARN de las de-
mas moléculas celulares y mantenerlo en un ambiente libre de ARNasas, para
evitar su degradacion. Entre estos se encuentran varios tipos de kits desa-
rrollados por distintas casas comerciales y protocolos manuales de diferentes
caracteristicas segun las necesidades de los investigadores.

El aislamiento y purificaciéon de ARN es la fase que da inicio a los distintos
ensayos que permitirdn determinar la dindmica de expresion génica, funcién
génica y, en casos mas especificos, elaborar librerias de Expressed Sequences
Tags (EST), ADNCc o la clonacién completa de un gen. El primer método de-
sarrollado para estudiar la presencia de un ARN en particular fue el northern
blot, método derivado del southern blot y fundamentado en la deteccion de
acidos nucleicos por hibridacion de una sonda marcada con isétopos radioac-
tivos o moléculas luminiscentes. Actualmente esta técnica ha sido desplazada
por otras mas sensibles, sencillas, automatizables y menos costosas, dado que
el northern blot requiere de cantidades bastante altas de ARNm (superiores
a1 Jg) y equipos e instalaciones que permitan trabajar isétopos radioactivos
(Lodish et al., 2000; Cooper, 2003).

La transcripcion reversa (RT, por sus siglas en inglés) es el proceso biolo-
gico por el cual se sintetizan cadenas de ADN usando como molde cadenas
de ARN. El descubrimiento de este proceso bioldgico ha revolucionado tanto
los estudios relacionados con el flujo de la informacién génica y el dogma
central de la biologia molecular, como los estudios que permiten determinar
la expresién génica. La RT fue la primera modificacion descrita para el dogma
central de la biologia molecular. Esta fue inicialmente estudiada en retrovirus,
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y hoy en dia se conocen enzimas eucariotas como las telomerasas, las cuales
son transcriptasas reversas especializadas (Griffiths, 2002). Adicionalmente,
el aislamiento y la clonacion de los genes que codifican para transcriptasas
reversas virales ha permitido la purificaciéon y comercializacién de enzimas
recombinantes que dan la posibilidad de hacer RT in vitro. En la actualidad,
la transcriptasa reversa mas utilizada proviene del virus de la leucemia de roe-
dores murinos (Moloney Murine Leukaemia Virus -M-MuLV-) dado que ca-
taliza de forma eficiente la sintesis de ADN complementario (ADNc) in vitro.
Debido a que el ADN presenta una estabilidad mayor que el ARN, y ademas
permite la elaboracion de amplificaciones por PCR, gracias a la especificidad
de la Taq polimerasa, la RT se ha convertido en un herramienta fundamental
para estudios con ARN.

El ADNc es una cadena de ADN que es sintetizada usando como molde
una cadena de ARN sin importar el tipo. Al igual que el funcionamiento de
todas las ADN polimerasas, las transcriptasas reversas solo inician la sintesis
si hay un primer complementario que permita hacerlo. Una vez el primer es
reconocido por la polimerasa, esta inicia la sintesis de ADN complementario
en direccion 5” > 3” (Cooper, 2003).

La transcripcidn reversa seguida de la reaccién en cadena de la polimerasa
(RT-PCR) es una de las técnicas mas sensibles, econdmicas y de facil apli-
cacion para determinar la presencia de ARN de cualquier tipo en cualquier
ser vivo. El método RT-PCR se fundamenta en la reacciéon de PCR a partir
de cadenas de ADNc. A diferencia de la PCR convencional, la RT-PCR per-
mite detectar la expresion de distintos genes bajo determinadas condiciones
ambientales, presencia de cadenas de ARN viral, actividad de microARN y
desarrollo de estudios sobre ARN ribosomal o de transferencia. Gracias a que
la sintesis de ADNc requiere de un primer para iniciar, es posible sintetizar
ADNCc partiendo exclusivamente de ARN mensajero eucariota, ARN total o
simplemente usando un primer gen especifico si solo se quiere detectar la
expresion de un gen.

Dada la alta sensibilidad que presenta la técnica de PCR, es necesario eli-
minar por completo el ADN contaminante en el ARN por medio de trata-
miento con ADNasas libres de ARNasas antes de iniciar la sintesis de la pri-
mera cadena de ADNc. Para determinar la presencia de ADN en una mues-
tra es de gran utilidad la elaboracién de una reacciéon de PCR usando como
muestra el ARN extraido, debido a que la enzima Taq polimerasa es incapaz
de usar como molde cadenas de ARN. De acuerdo con lo anterior, si se ob-
serva amplificacién por PCR en una muestra de ARN, esta es debida a una
contaminacién con ADN.

Una vez se tienen las muestras de ARN puro, se puede proceder a la sintesis
de ADNg, y para ello, se debe escoger el primer que dara inicio a la reaccién.
Si se requiere detectar la expresion de uno o distintos ARN mensajeros de un
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organismo eucariota, se puede usar un primer oligo dT, que contiene entre
12-18 timinas, y se unird especificamente a la cola poliA tipica del ARNm de
eucariotas. Si se trata de un organismo procariota o se requiere estudiar un
tipo distinto de ARN (por ejemplo, ARNr, ARNt, ARNmi, ARNsn) es posi-
ble utilizar hexameros aleatorios (oligonucleétidos compuestos por 6 bases
nitrogenadas), los cuales por azar seran capaces de alinearse con cualquier
hebra del ARN. Finalmente, si solo se desea detectar la expresion de un gen es
posible sintetizar ADNc con un primer especifico (Fermentas, 2008).

Protocolo de extraccién de ARN total a partir de tejido vegetal

Precauciones y recomendaciones

1

o ol N A~ W

10

Limpiar bien el mesdn antes de iniciar.

Utilizar siempre doble guante.

Todo el material utilizado debe estar esterilizado 3 veces.

No hablar sobre las muestras y las soluciones.

Trabajar lo mas rapido posible para evitar la degradacién del ARN.
Preparar las soluciones con H,O DEPC (libre de ARNasas).

Todo el procedimiento debe realizarse a 4 °C (en centrifuga o en hielo).
Manejar con precaucion el nitrégeno liquido.

Manejar con precaucion el fenol acido y el cloroformo (no deben ser
inhalados).

Encender con anticipacion la centrifuga refrigerada para que tenga
tiempo de disminuir su temperatura (4 °C).

Materiales, equipos y reactivos

[60]

Vortex

Microcentrifuga refrigerada
Micropipetas

Puntas plasticas

Tubos de polipropileno de 15 ml
Tubos plasticos de 2,0 ml
Tubos plésticos de 1,5 ml
Guantes de latex

Espatulas

Mortero y pistilo

Bolsas aluminio

Gradillas

Cubeta con hielo

Nitrégeno liquido

Acetato de sodio 3 M
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e EDTA 100 mM

e SDS20%

o H,O DEPC (o agua libre de ARNasas)

« Etanol 70%

e Fenol acido: cloroformo: alcochol isoamilico (24:24:1)
e Cloroformo: alcohol isoamilico (24:1)

« LiClI8M

Procedimiento

1

Preparar el buffer de extraccion en un tubo de 15 ml, segtin la tabla 4, y
luego completar el volumen con agua DEPC:

Tabla 4. Preparacion del buffer de extraccion de ARN de tejido vegetal

Reactivo Concentracion stock  Concentracion final ~ Volumen para 5
ml de solucién
Acetato de sodio 3M 100 mM 167 pl
EDTA 100 mM 1T mM 50 pl
SDS 20% 4% 1Tml

Fuente. elaboracién propia

10
11

12
13
14
15
16

Congelar el tejido en nitrégeno liquido y macerar en mortero, rapida-
mente, hasta obtener un polvo lo mas fino posible.

Agregar 300 mg de tejido macerado a un tubo de 2 ml.

Calentar el buffer de extraccion a 65 °C.

Agregar 500 pl de buffer de extraccion al tubo. Agitar por vortex du-
rante un minuto.

Agregar 500 pl de fenol acido: cloroformo: alcochol isoamilico (24:24:1)
y dar vortex hasta crear emulsion.

Centrifugar a 10500 rpm por 5 minutos a 4 °C. Transferir el sobrena-
dante a un tubo nuevo de 1,5 ml sobre hielo.

Repetir 2 veces los pasos 6 y 7.

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo de 1,5 ml sobre hielo y agre-
gar 300 pl de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y dar vortex por 1 0
2 minutos.

Centrifugar a 10500 rpm por 3 minutos a 4 °C.

Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo nuevo de 1,5 ml sobre hielo
y agregar LiCl 8 M a una concentracion final de 2 M.

Incubar a -20 °C toda la noche.

Descongelar en hielo y centrifugar a 14 ooo rpm por 20 minutos a 4 °C.
Descartar el sobrenadante y lavar el pellet con etanol 70% (200 pl).
Centrifugar por 20 minutos a 4°C.

Descartar el sobrenadante y retirar los restos de etanol con micropi-
peta.
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17
18
19
20

Dejar secar el pellet por 5-10 minutos.

Resuspender el pellet en H,O DEPC (50 pl).

Almacenar el tubo a -80 °C.

Correr el extraido en un gel de agarosa al 1,2% para verificar que haya
ARN (véase el protocolo de electroforesis, en el capitulo “Extraccion de
ADN y electroforesis”).

Nota: posiblemente el ARN estara contaminado con ADN, por lo tanto, se
requiere un posterior tratamiento con ADNasa.

Protocolo de ensayos de expresion génica (sintesis de ADNc y RT-PCR)

Precauciones y recomendaciones

1

2
3
4

Utilizar siempre doble guante

Todo el material utilizado debe estar esterilizado tres veces

No hablar sobre las muestras y las soluciones

Trabajar lo mas rapido posible para evitar la degradacién del ARN

Materiales, equipos y reactivos

Termociclador

Micropipetas

Puntas plasticas

Tubos de 0,2 ml (para PCR)

Guantes de latex

Gradillas

Cubeta con hielo

Kit de sintesis de primera cadena de ADNCc (fermentas)
Muestras de ARN procesadas previamente con ADNasa 100 ng/ul
Taq polimerasa 25 u/pl

MgCl, 25 mM

dNTPs 40 mM

Primers forward y reverse

H,O DEPC (o agua libre de ARNasas)

Procedimiento (figura 11)

1

[62
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En un tubo estéril de PCR anadir 1pg de la muestra de ARN y 1 pl
de hexdmeros aleatorios, o 1 ul de primer polidT o primers especificos.
Completar con H,0 DEPC a un volumen final de 11 pl.

Incubar en el termociclador los tubos con las muestras y los primers a
65 °C por 5 minutos, colocar inmediatamente en hielo (esto permitira
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denaturar el ARN vy eliminar las estructuras secundarias para un co-
rrecto funcionamiento de la enzima).
3 Anadir a cada tubo los siguientes reactivos:

o 4 ulde buffer 5 X (brinda las condiciones de pH éptimas de funcio-
namiento de la enzima)

o 1l de inhibidor de ribonucleasas (RiboLock) (inhibe la actividad
de ribonucleasas que puedan degradar el ARN durante la sintesis)

o 2uldedNTPs 40 mM

o 2yl de Moloney Murine Leukaemia Virus-reverse transcriptase (M-
MuLV-RT)

Mezclar resuspendiendo 2 veces suavemente con la punta.

5 Incubar en el termociclador por 5 minutos a 25 °C (permite el anilla-
miento de los hexameros).

6  Incubar a 37 °C por 60 minutos para iniciar la actividad enzimatica y la
sintesis de la primera cadena.

7 Incubar las muestras a 70 °C por 5 minutos para detener la actividad
enzimatica.

Las muestras obtenidas entonces estaran listas para realizar un PCR con-
vencional (véase el capitulo “Bioinformatica”).

Figura 11. Esquema representativo de los ciclos de temperatura en el proceso de transcripcién reversa
in vitro mediado por la enzima M-MuLV-RT. El ARN se denatura durante cinco minutos a 65°C,

los hexameros se anillan durante cinco minutos a 25°C y se realiza la sintesis de primera cadena a
37°C por una hora. Finalmente se detiene la reaccién enzimatica a 70°C durante cinco minutos.
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1

10

11
12

13

14

Cuestionario

;De qué modos se puede comprobar la calidad y cantidad del ARN
extraido?

;Como se debe observar un ARN en un gel de agarosa? ;Cémo se vera
uno parcialmente degradado?

;A qué corresponden las bandas de un ARN en un gel de agarosa?
;Todos los tipos de ARN pueden ser observados en un gel de agarosa?
;De qué depende?

;Como se puede verificar si el ARN extraido esta o no contaminado
con ADN?

;Con qué fin se utiliza el buffer de extraccion, el fenol acido y el cloro-
formo?

;Qué factores pueden ocasionar la degradaciéon del ARN durante la
extraccion?

;Como se puede aislar el ARNm de una célula eucariota? ;Para qué se
puede emplear?

;Cuales son los principios comunes a los tratamientos para la extrac-
ci6n de ARN?

;Ademas de detectar la expresion de un gen, qué funcion alternativa le
han dado los investigadores a la técnica northern blot?

Explicar como funciona y para qué sirve un PCR de tipo 3’-5° RACE.
Al ver el resultado de una RT-PCR en un gel de agarosa se obtienen
dos bandas amplificadas a partir de su muestra de ADNc, pero una
sola banda a partir de ADN genémico, ;como se explica este hecho?
Téngase en cuenta que el ARN utilizado para la RT se encontraba libre
de ADN.

Mencionar dos técnicas empleadas para la cuantificacion de expresion
de genes por PCR.

;Como se puede verificar que el ADNCc fue exitosamente sintetizado si
el gen de interés que se va a evaluar no se expresa bajo las condiciones
en las que se colectd la muestra de ARN?
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Capitulo 4
PCR (Polymerase Chain Reaction)

CATALINA ESCOVAR'
CAMILO LOPEZ?

Marco conceptual

La PCR es una técnica que permite amplificar secuencias de ADN in vitro,
por repeticion de la reaccion de elongacién a partir de primers especificos,
con el uso de una ADN polimerasa. La PCR se desarroll6 gracias al descu-
brimiento de la eubacteria termofila Thermus aquaticus en aguas del Parque
de Yellowstone, en Estados Unidos, que se encuentra a temperaturas de 70-75
°C, y cuya ADN polimerasa es estable a temperaturas de hasta 100 °C. Esta
técnica ha revolucionado la investigacion en biologia molecular, aplicindose
a multiples usos, desde la clonacién y el estudio de la expresion génica, hasta
la busqueda de polimorfismos genéticos (Lodish et al., 2000).

La técnica de la amplificacion in vitro se basa en la repeticion de tres pro-
cesos (figuras 12y 13)

o La desnaturalizacion de las dos cadenas de ADN a una temperatura
elevada (cerca de 95 °C) para producir moléculas de ADN monocate-
narias.

o La hibridacion (annealing) de los primers oligonucléicos complemen-
tarios a las secuencias de los extremos del ADN por amplificar (para
ello se baja la temperatura hasta valores normalmente comprendidos
entre 40y 65 °C).

o Lareaccion de elongacion a partir de los primers usando una ADN po-
limerasa termoestable (para la Taq polimerasa la temperatura 6ptima
es de 72 °C).

Los productos de elongacidn se desnaturalizan de nuevo por calor y se
repite el proceso, de manera que en cada ciclo el nimero de copias de ADN se
duplica, por lo que se obtienen 2" moléculas después de n ciclos (Sambrook
y Russell, 2001).

1 Bidloga, Universidad Nacional de Colombia.
2 Bidlogo. Profesor del Departamento de Biologia de la Universidad Nacional de
Colombia, sede Bogotd. Lidera el grupo de investigacion Manihot Biotec.



Fundamentos y técnicas basicas
en biologia molecular

Figura 12. Esquema representativo de los procesos y temperaturas durante la PCR. Una doble cadena
de ADN es desnaturalizada a 95°C, para iniciar la sintesis, separando sus dos hebras por la ruptura de
los enlaces de hidrégeno. A continuacion, se baja la temperatura a un rango entre 50-65 °C que
permite la hibridacién de los primers complementarios a las secuencias de los extremos del ADN

a amplificar. En dltima instancia, se sube de nuevo la temperatura a 72 °C, bajo la cual la ADN
polimerasa lleva cabo su funcién, sintetizando una copia del fragmento de ADN de interés a partir de
los primers hibridados.

HIBRIDACION

ELONGACION "PRIMERS”

Figura 13. Esquema representativo de un termociclador. Se compone de un bloque térmico donde se
ubican las muestras, cuyos cambios de temperatura se llevan a cabo a una gran velocidad gracias a
un sistema especializado y programados por un software que determina las temperaturas y tiempos
correspondientes.
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Se debe resaltar que el proceso de hibridacion de los primers es de funda-
mental importancia, dado que la manipulacién de su temperatura de annea-
ling resulta en un grado de especificidad mayor o menor en proporcion a la
temperatura. La gran versatilidad de la PCR se basa en el tipo de primers que
se emplean en esta técnica. Dependiendo de las secuencias de los primers,
se pueden amplificar secuencias especificas, regiones aleatorias del geno-
ma, secuencias que contienen sitios de restriccidn, entre otros. Asimismo,
el disefio de primers con secuencias especificas permite clonar productos
de PCR en vectores sin la necesidad de utilizar enzimas de restriccion y de
ligacién. Ademas, se pueden amplificar dominios conservados mediante el
disefio de primers degenerados, los cuales tienen un numero de opciones
en varias posiciones en la secuencia para permitir la hibridacién y la am-
plificacién de una variedad de secuencias relacionadas. También se suelen
emplear primers disefiados con el fin de dar lugar a mutaciones dirigidas
(Sambrook y Russell, 2001).

Entre los tipos de PCR se encuentran:

o Anidado: dos procesos de amplificacion seguidos de tal forma que en
la segunda reacciéon se emplean primers contenidos en la secuencia
amplificada en la primera reaccién, proporcionando una mejoria en la
sensibilidad y la especificidad.

o  Multiple: se emplean multiples pares de primers (hasta ocho), con lo
cual se obtiene una serie de productos que ahorran ADN molde, tiem-
po y costos, por esta razdn es frecuentemente utilizado en diagnoésticos
médicos.

o Inverso: implica una serie de reacciones de digestion y ligaciéon, dando
lugar a un fragmento en bucle, a partir del cual, puede llevarse a cabo
la PCR con solo conocer una tnica secuencia. Este tipo de PCR es es-
pecialmente util en la determinaciéon de inserciones provenientes de
retrovirus o transposones, donde conociendo su secuencia es posible
identificar los sitios de su insercién en un ADN genémico, asi como la
secuencia interrumpida si se conoce de antemano la secuencia original.

Protocolo PCR

Precauciones y recomendaciones
1 Lapreparacion de la muestra de ADN y de la mezcla de la reaccion de
PCR, ademas de la posterior reaccion de andlisis del producto, deben
realizarse en areas aisladas.
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2 Los elementos utilizados para la PCR deben estar debidamente esteri-
lizados.

3 Losreactivos para la PCR deben prepararse por separado y ser utiliza-
dos exclusivamente para este propdsito. Se deben esterilizar todas las
soluciones, excepto dNTPs, primers y Taq ADN polimerasa. Las solu-
ciones deben alicuotarse en pequefias porciones y almacenarse en dreas
designadas para la PCR.

4  Siempre debe llevarse a cabo una reaccion de control (negativo), donde
se omita ADN, para confirmar la ausencia de contaminacion.

Materiales, equipos y reactivos
e Termociclador
e  Micropipetas
o  Puntas plasticas
o Tubos plasticos de 1,5 ml
o Tubos de 0,2 ml (para PCR)
e Gradillas
e Buffer PCR10 X
o MgCl, 25 mM
e dNTPs20 mM
o Primer forward 10 mM
e Primer reverse 10 mM
o Taq ADN polimerasa
e Muestra de ADN
o H,O desionizada y estéril

ADN

La calidad del ADN influye considerablemente en el producto de la PCR,
una muestra impura puede contener inhibidores de la polimerasa, lo que re-
duce la eficiencia de la reacciéon. Asimismo, la concentracién de la muestra
influye fuertemente en los resultados. Por lo general, la cantidad de ADN
esta supeditada a un rango comprendido entre 0,01-1 ng, para plasmidos, y
0,1-1 pg para ADN gendmico, para una reaccion de 50 pl. Cantidades bajas,
por ejemplo, < 10 ng de ADN gendmico, requieren modificaciones especifi-
cas de la reaccidn, tales como cambios en el numero de ciclos o el redisefio
de los primers.

Primers

La mayor parte del éxito de la PCR recae en la secuencia y la concentracion
de los primers, por lo cual, algunas de las directrices que deben tomarse en
cuenta son:

[70]



4 PCR (Polymerase Chain Reaction)

o Los primers son generalmente de 15 a 30 nucledtidos de longitud, para
proporcionar suficiente especificidad.

o El contenido de CG debe ser 40-60%. Los nucledtidos C y G deben
estar distribuidos de manera uniforme en toda la longitud del primer.

o El primer no debe ser complementario consigo mismo, o con otros pri-
mers incluidos en la reaccion, para evitar la formacién de horquillas.
Deben tenerse en cuenta todos los posibles sitios de complementarie-
dad entre primersy el ADN.

o La temperatura de fusion de los primers (Tm) debe oscilar entre 55-
65 °C (maxima especificidad para uso de temperaturas entre 62 y 65
°C), lo cual estd determinado por el contenido de GC y la longitud
del primer.

o La concentracion 6ptima del primer oscila entre 0,1y 0,6 pM. Concen-
traciones mas altas pueden promover mispriming y la acuamulacion de
productos inespecificos. Bajas concentraciones puede conllevar a un
agotamiento antes de que la reaccion se haya completado, lo que resulta
en una disminucion del rendimiento de producto deseado.

MgCl,

La ADN polimerasa es una holoenzima que requiere de un cofactor para
funcionar correctamente, correspondiente al ion de magnesio. Dado que los
iones Mg** forman complejos con dNTPs, primersy el ADN, la concentracion
optima de MgCl, ha de ser seleccionada para cada experimento. Una baja
concentraciéon de iones Mg** dard como resultado un bajo rendimiento de
la PCR y una alta concentracién aumentara el rendimiento de productos no
especificos. El rango recomendado de concentraciéon de MgCl, es 1-4 mM.

dNTPs

La concentracion de cada dNTP en la mezcla de reaccion suele ser de 200
tM. Es muy importante contar con la igualdad de las concentraciones de cada
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), ya que la inexactitud de la concentracion
de dNTPs aumenta la baja fidelidad.

Taq ADN polimerasa

Por lo general, se utilizan 1-1,5 unidades de Taq polimerasa en 50 pl de la
mezcla de la reaccion. Una cantidad superior de Taq polimerasa puede causar
la sintesis de productos inespecificos. Sin embargo, si hay inhibidores presen-
tes en la mezcla de la reaccion (por ejemplo, si el ADN utilizado no es muy
purificado), mayores cantidades de Tag ADN polimerasa (2-3 U) son utiles en
la obtencién de un mejor rendimiento de productos de amplificacion.
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Procedimiento

Para llevar a cabo varias reacciones simultdneas, se recomienda la prepa-
racion de una mezcla primaria, de la cual se partira para alicuotar cada una
de las reacciones individuales, seguido de la adicidon de las muestras de ADN.
Este método minimiza los errores debidos al pipeteo y ahorra tiempo al redu-
cir el numero de transferencias de los reactivos.

1

2

Mezclar suavemente todas las soluciones después de haberlas descon-
gelado.

Preparar la mezcla segin el nimero de muestras, teniendo en cuenta
la tabla 5. Mezclar suavemente. Agregar por tltimo la Taq polimerasa.

Tabla 5. Preparacién de la mezcla para la reaccién de PCR

Reactivo

Concentracion stock

Concentracion final

Volumen para 50
pl de reaccién

H-O desionizada

yesterl T Variable
Buffer PCR 10 X 1 X 5 pl
MgCl> 25 mM 2,5 mM 5 pl
dNTPs 20 mM 0,2 mM 0,5 pl
Primer forward 10 mM 0,1 mM 0,5 pl
Primer reverse 10 mM 0,7 mM 0,5 pl
Taq ADN polimerasa 0,3 pl
ADN 5 pl

Fuente: elaboracién propia
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Dispensar el contenido de la reaccion en tubos para PCR.

Agregar el ADN a cada tubo PCR correspondiente y el H,O al control
negativo. Mezclar suavemente.

Colocar los tubos PCR que contienen las muestras en el termociclador
(figura 13) e iniciar la PCR. El termociclador es un equipo que permite
llevar a cabo de forma automatica y reproducible la sucesion de ciclos
de temperatura necesarios para la consecucion de la PCR.

Colocar los tubos PCR en la gradilla en el interior (figura 13).
Programar la duracion y temperatura de los ciclos que componen la
PCR. La desnaturalizacién (D) de las dos cadenas de ADN se lleva a
cabo a una temperatura elevada (cerca de 95 °C), con una duracion ti-
pica de 15-40 segundos (segtn el tamafo del ADN). A continuacion, la
hibridaciéon o annealing (A) de los primers se realiza normalmente en-
tre 40 y 65 °C por 30 segundos (segun los primers). Por ultimo, se lleva
a cabo la reaccion de elongacion (E) catalizada por la ADN polimerasa
cuya temperatura optima es de 72 °C, con un tiempo de duracion de-
pendiente del tamano del fragmento de ADN que se desea amplificar,
asi por cada 1 Kpb se programa 1 minuto de elongacién (figura 14).
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Resultado. Correr los productos obtenidos en un gel de agarosa (véase

protocolo de electroforesis, capitulo “Extracciéon de ADN y electrofore-

sis”). Se pueden presentar los siguientes casos:

o Inespecificidad: puede ser por una temperatura de hibridacion de
los primers muy baja.

o  Dimerizacién de primers: primers complementarios que se dimeri-
zan impidiendo la efectividad de la amplificacion.

o Barrido, inespecificidad o degradaciéon del DNA plantilla.

o Tamafo no esperado: primers mal disefiados o contaminacion.

o Tamano y especificidad esperadas.

o Negativo (no debe amplificar, ya sea porque no se incorporaron los
primers o el ADN plantilla).

Figura 14. Representacion de la PCR. Se evidencian los procesos de desnaturalizacién (D), hibridacién
o annealing (A) y elongacion (E).

Temperatura (°C)

D A E
[ [ 1T 1
95
72
50$
Tiempo

Cuestionario

1

;Qué otros tipos de ADN polimerasa son utilizados y cuales son sus
propiedades?

;Qué factores causan el mispriming y la dimerizaciéon de primers y
como puede remediarse este hecho?

;Qué componentes le atribuyen la versatilidad a la técnica del PCR y
en qué forma?

;Qué programas de software se encuentran disponibles para el disefio
de primers? Disefar los primers para un gen que se encuentre reporta-
do en una base de datos. Disefiar los primers para otro gen sin emplear
estas herramientas de bioinformatica.
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Asumiendo que las cuatro muestras representadas en la figura 15 son el
resultado de reacciones de PCR independientes, pero realizadas a par-
tir de la misma muestra, siendo el resultado esperado correspondiente
al observado en la muestra 1, explicar cada uno de los casos detallada-
mente.

Mencionar cinco ejemplos de los usos y aplicaciones que se le pueden

atribuir a la técnica PCR.
7  Mencionar las ventajas y desventajas de esta técnica.

Figura 15. Resultado obtenido a partir de una PCR.

12003 —»
5000 —»

2000 —»
1650 —»

1000 —»
850 —»

650 —»
500 —»
400 —»
300 —»

200 —»
100 —»

Bibliografia

Fermentas. Protocol for PCR Using Tag DNA Polymerase. http://www.
fermentas.com/techinfo/PCR/dnaamplprotocol.htm.

Lewin, B. Genes IX. Londres: Oxford University Press/. 2008.

Lodish, H.; Berk, A.; Zipursky, L. S.; Matsudaira, P.; Baltimore, D.; Darnell,
J. Molecular Cell Biology (4th ed.). New York: Scientific American
Books. 2000.

Roche Diagnostics Corporation. PCR Reaction Components. http://www.
roche-applied-science.com/pcr/application_hints_o1_ic.htm

Sambrook, J.; Russell, D. W. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. New
York: Cold Spring Harbor Laboratory Press. 2001.

Tagu, D.; Moussard, C. Fundamentos de las técnicas de biologia molecular.
Zaragoza: Acribia. 2003.

[74]



Capitulo 5
Bioinformatica

ALVARO PEREZ’
RAFIK NEME?
CAMILO LOPEZ3

Introduccion

La bioinformatica es una nueva y emocionante disciplina situada en el
campo de la biologia, cuyas herramientas se han vuelto cada vez mas indis-
pensables en muchas otras areas. Actualmente se encuentra en el centro de
algunos de los mas importantes desarrollos de la biologia como el descifra-
miento de genomas, el desarrollo de la biologia de sistemas y de la biotec-
nologia, entre otros temas. En un sentido amplio, la bioinformatica, mas es-
trictamente la bioinformatica molecular, consiste en el desarrollo y uso de
técnicas matematicas, estadisticas y computacionales para ayudar a resolver
problemas de biologia molecular.

Las aplicaciones de la bioinformatica en la biologia molecular son muchas.
Uno de los principales usos y retos de esta disciplina es la organizaciéon y
almacenamiento de la informacidn. La produccion de secuencias en distin-
tos laboratorios alrededor del mundo (de ADN, ARN, proteinas) aumenta
exponencialmente a diario, y es cada vez mas necesario que esta informacion
sea procesada rapidamente, organizada, y que sea facilmente accesible. Ac-
tualmente, existen muchas bases de datos especializadas en distintos tipos de
secuencias e informacion, la mayoria de libre acceso. Al final de este capitulo
se sugieren algunas de las mas importantes.

Esta informacion debe ser posteriormente analizada, y en este punto, se
diversifican enormemente las aplicaciones de la bioinformatica. Algunos
ejemplos son: alineamientos de secuencias, busqueda de marcos de lectu-
ra, prediccién de genes, anotacion de genomas, disefio de primers, analisis
de diversidad genética, prediccion de estructuras secundarias y terciarias de

1 Bidlogo. Estudiante de maestria, Universidad Nacional de Colombia.

2 Bidlogo, Universidad Nacional de Colombia. Estudiante de doctorado, Max Planck
Institute, Alemania.

3 Biodlogo. Profesor del Departamento de Biologia de la Universidad Nacional de
Colombia, sede Bogota. Lidera el grupo de investigacion Manihot Biotec.



Fundamentos y técnicas basicas
en biologia molecular

proteinas, prediccion de interacciones entre biomoléculas, modelamiento de
redes metabdlicas, etcétera.

En este capitulo se examinaran brevemente algunas herramientas bioin-
formaticas de rutina para la biologia molecular. Se explorara el NCBI Gen-
Bank, la base de datos de informacidn bioldgica mas utilizada; se realizaran
alineamientos pareados de secuencia con la herramienta Blast; alineamientos
multiples de secuencias con ClustalW; y se disefiaran primers para PCR uti-
lizando Primers.

Exploracion de NCBI (GenBank y otras herramientas)

Muchas de las herramientas y bases de datos que se encuentran disponi-
bles actualmente, estan construidas de manera que su exploracion es bastante
intuitiva. Si el usuario reconoce la terminologia y el tipo de informacién que
se le esta mostrando, podra hacer un uso casi inmediato de dicha herramien-
ta. Para ejemplificar esta situacion, se ha escogido la base de datos de genes
nortemericana, mejor conocida como el GenBank. Esta base de datos hace
parte del Centro de Informacién Biotecnoldgica Nacional de Estados Unidos
(NCBI), y en este mismo centro es posible hacer uso de herramientas tanto o
mas interesantes que el mismo GenBank.

1 Ingresar al NCBI (véase: www.ncbi.nlm.nih.gov).

2 Observar el entorno de usuario. Revisar los tipos de busqueda que se
pueden hacer. En la parte izquierda se observan distintas herramientas
y recursos organizados segun distintos criterios. ;Se reconoce alguna?
;Se conoce para qué sirven?

3 Dirigirse a la base de datos molecular (véase: http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/Database/) y analizar las distintas opciones que se brindan. Ubicar
el GenBank dentro de estas bases de datos.

4  Volver ala base de datos molecular y seleccionar Entrez (o ir a http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/gquery).

5  Observar las distintas opciones que componen Entrez. Hacer click en la
ayuda de las opciones que sean de interés.

6  Enla caja de bsqueda introducir un término biolégico de interés (por
ejemplo, toxoplasma, rubisco, cytochrome oxidase. Nota: dado que la
base de datos esta en inglés, es obligatorio que aquellos términos que
requieran traduccion estén correctamente escritos.

7  Seleccionar PubMed y observar qué articulos existen actualmente so-
bre el término de interés.

8  Volver a Entrez y seleccionar Nucleotide.

Hacer click en la primera entrada y observar su contenido. Analizar las
diferentes opciones en la parte superior: tipos de formato, formas de
descarga de datos o las publicaciones relacionadas con la entrada.
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10  Solicitar al portal mostrar la entrada en formato Fasta y hacer click en
download (descargar).

11 Volver ala pagina de Entrez y buscar genes de interés (preferiblemente
los relacionados unos con otros). Repetir los pasos que se consideren
necesarios hasta descargar entre tres y seis secuencias en formato Fasta.
Guardar estas secuencias como EjemploADN1.FASTA, EjemploADN2.
FASTA, etcétera.

12 Repetir los pasos que se consideren necesarios para descargar las se-
cuencias de proteinas de interés de la base de datos Protein. Guardar
estas secuencias como EjemploProtein1.FASTA, EjemploProtein2.FAS-
TA, etcétera.

Para ilustrar como se lee una entrada (o accesién) de una secuencia, existe
un archivo de ayuda disponible en: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Sitemap/
samplerecord.html.

Alineamientos de secuencias
Basic Local Search Aligment Tool (Blast)

Emplear BlastN para hacer una busqueda nucledtido-nucledtido

1 Visitar la direccion electrénica: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

2 Seleccionar nucleotide blast.

3 Insertar la secuencia de busqueda usando la opcion examinar y hallan-
do el archivo EjemploADN1.FASTA, o copiando la secuencia de este
archivo en el espacio. Si se desea puede darse un titulo a la busqueda en
la opcidn Job Title.

En database seleccionar Nucleotide collection (nr/nt).
En program selection, utilizar Highly similar sequences (megablast).
6  Hacer click en Blast.

(U, BN

;Qué secuencia produjo el mejor alineamiento? ;A qué organismo perte-
nece? ;Cuanto es el E-value? ;Cudantas secuencias se alinearon con la secuen-
cia insertada? ;Son de distintos organismos?

Pardmetros de Blast
7  Repetir los pasos 1al 3

A partir de ahora se puede optar por modificar la bisqueda anterior para
delimitar o ampliar sus resultados.
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Choose search set

A Sepuede reducir la busqueda a bases de datos menos generales que nu-
cleotide collection, como las bases de datos gendmicas, las bases refseq
(bases de datos curadas, poco redundantes) o las bases de EST.

B En Organism, se puede limitar la busqueda unicamente a un organismo
de interés, por ejemplo, Homo sapiens, Dario rerio, Escherichia coli.

c  En Entrez Query se puede reducir ain mas el campo de busqueda, li-
mitandolo a los resultados de una busqueda en el NCBI, colocando,
por ejemplo: “Hormone AND receptor NOT pseudogene NOT pre-
dicted” Indicando que solo se buscaran secuencias en cuya descripcion
aparezcan las palabras hormone y receptor y no pseudogene o predicted.
“AND, OR y NOT” son operadores booleanos utiles para este tipo de
busquedas, deben ir en maytsculas.

Program selection
D  Puede experimentarse con los tres tipos de Blast ofrecidos en esta op-
cién. ;Como cambian los resultados?, ;disminuyen o aumentan?

General parameters
E  En esta seccion se puede modificar la cantidad de resultados que se
desea que aparezcan, el maximo E-value permitido (valores mas bajos
significan menos alineamientos debidos puramente al azar) y el Word-
size o tamano de palabra, esto es, la minima cantidad de nucledtidos
que deben estar alineados para obtener un alineamiento positivo.

Scoring parameters

F  En un alineamiento, cada “evento” tiene un puntaje, que es modifica-
ble. En match/mismatch se modifica la recompensa otorgada por la ali-
neacion de dos nucledtidos idénticos y la penalizacién por nucleétidos
contrarios; menores diferencias entre estos dos valores requeriran ma-
yor identidad en los alineamientos.

G En gap costs, se puede variar la penalizacion que se da a la apertura de
un gap y a su extension.

Las diferencias entre la penalizacion de existencia y la extension deter-
minaran que se presenten, por ejemplo, muchos gaps pequeiios (Existence:
o, Extension: 4) o pocos gaps de gran extensién (Existence 6: Extension: 2).
Nota: la suma de la penalizacion de los gaps debe ser mayor que la de matchs y
mismatchs, pues se espera que indels sean menos frecuentes que sustituciones.
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Filters and masking
H  Sise sospecha que la secuencia que se estd introduciendo contiene re-
giones repetitivas o de baja complejidad que pueden arrojar resultados
de poco interés bioldgico (como regiones ricas en leucinas o microsate-
lites), se puede dar al programa la opcion de ignorarlas.

1 Laopcion mask for lookup table only hace que el programa enmascare
estas regiones unicamente en la busqueda preliminar que el programa
realiza.

j  La opcion mask lower case letter sirve para archivos modificados por
los usuarios en que se han colocado en minusculas aquellas regiones
de la secuencia que no son de particular interés.

En el sitio web http://www.manihot-biotec.unal.edu.co/ puede descargar
archivos en formato fasta con secuencias que puede utilizar para realizar los
ejercicios.

Ejercicio: buscar un splicing alternativo
1 Irahttp://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
2 Seleccionar nucleotide blast.
3 Insertar la secuencia por buscar usando la opcién examinar y hallando
el archivo EjemploEST1.FASTA.
Limitar la busqueda a las bases de datos de EST.
5  Modificar los parametros que se deseen.

sSe detectd splicing alternativo en el gen de estudio? ;Cémo se evidencia
esto?

Emplear BlastP para hacer una busqueda proteina-proteina
1 Irahttp://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
2 Seleccionar protein blast.
3 Insertar la secuencia de busqueda usando la opcién examinar y hallan-
do el archivo EjemploProtein1.FASTA o copiando la secuencia.
4  Seleccionar Non-redundant protein sequences (notar que las bases de
datos disponibles son diferentes a las de BlastN).
Seleccionar blastp.
6  Hacer click en Blast.

i

Notese que la salida no difiere mucho de la de BlastN. Si se desea, ahora es
posible regresar y cambiar algunos de los parametros de BlastP.

7  Regresar a BlastP y antes de ejecutar Blast, explorar algorithm parame-
ters.
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General parameters y filters and masking

A

Los pardametros generales se pueden describir igual a los de BlastN. No-
tese que el Word-size para blastP es mucho menor, dado que es menos
probable encontrar aminoacidos consecutivos alineados que nucle6ti-
dos. Los filtros funcionan igual que en BlastN.

Scoring parameters

B

Matrix se refiere a una matriz de sustitucion de aminoacidos. Es basi-
camente una matriz de distintas penalizaciones para cambios de ami-
noacidos en un alineamiento, teniendo en cuenta las probabilidades
de que estas ocurran. Estas probabilidades pueden variar de acuerdo
con la longitud de la proteina. Comtinmente se utiliza PAM-30 para
menores de 35 aa, PAM7o entre 35 y 70 aa, BLOSUMSo, entre 50y 85 aa
y BLOSUM 60 para proteinas mayores.

Por explorar...

Otros tipos de Blast ;Cuando utilizarlos?
Opciones de formatos de Blast.
;Como hacer Blast con bases de datos locales?

Alineamientos miiltiples de secuencias

CLUSTALW?2

1
2

[80]

Escoger las secuencias por alinear.

Determinar en qué formato estd cada secuencia y asegurarse de que
todas estén en el mismo formato y tipo de secuencia (recordar que no
es posible alinear directamente secuencias de aminodcidos con nucled-
tidos y viceversa).

Entrar a la pagina electrénica de CLUSTALW2 (véase http://www.ebi.
ac.uk/Tools/clustalw2/).

Escoger las opciones que mejor se ajusten a las necesidades (si es usua-
rio nuevo, se sugiere usar las opciones por defecto).

Someter las secuencias al programa. Recordar que se pueden pegar di-
rectamente (como formato Fasta) o subir (deben estar en un mismo
archivo o multiFasta). Luego de tener las secuencias listas hacer click
en run (ejecutar).

Esperar un tiempo (depende del nimero de secuencias) a que los re-
sultados estén listos.

La salida se interpreta segun las opciones suministradas por el progra-
ma. Puede ser descargada directamente (o ser enviada a un correo si se
selecciona esta opcion en el paso).
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En el momento de pensar en alineamientos multiples, es importante tener
en cuenta las siguientes consideraciones:

Las secuencias se alinean segun su identidad y similaridad. Identidad
implica la misma entidad molecular (por ejemplo, el mismo aminoa-
cido), y similaridad implica que pueden tener la misma naturaleza
quimica (verbi gratia, dos aminoacidos cargados positivamente o dos
aminodcidos hidrofébicos).

La posibilidad de gaps y su extensién (conocidos como Gap Opening
y Gap Extension, respectivamente) puede ser mas o menos aleatoria
en regiones de baja complejidad (por ejemplo, en regiones repetitivas),
por lo que debe tenerse cuidado a la hora de interpretar este fenémeno.
A partir de estos alineamientos multiples, muchos programas generan
arboles de distancia, herramienta fundamental de los analisis filogené-
ticos. Es necesario conocer correctamente los supuestos en los que se
basa uno u otro algoritmo para evitar interpretar erréneamente una
salida.

Existen varios programas gratuitos (BioEdit es uno de estos) que per-
miten editar manualmente los archivos de alineamientos y reacomodar
regiones mal editadas por el programa que los genero.

Si se desean hacer alineamientos de grandes cantidades de secuencias,
es recomendable utilizar las versiones locales de estos tipos de software.

Una alternativa al uso de CLUSTALW2 menos exacta, pero mas versatil si
se comparan muchas secuencias simultaneamente, es Muscle (véase http://
www.ebi.ac.uk/Tools/muscle/).

Disefio de primers usando Primer3

Factores para tener en cuenta al disefar un primer

1

Tamaiio dptimo (18 a 24): los primers cortos tienen baja especificidad y
los largos poca eficiencia de hibridacion.

Temperaturas de fusion (tm) de ambos primers deben ser similares
(maximo *5 °C uno respecto al otro) y preferiblemente estar entre 55
y 72 °C.

Contenido de GC entre 45 y 55%.

Evitar regiones de polinucledtidos (GGGG, AAAAA...).

Se asegura la hibridacion en el extremo 3’ si la secuencia termina en G
o C (CG clamp).

No mas de tres G’s o C’s en los ultimos cinco nucleétidos.

Evitar formacion de dimeros entre los primers.

Evitar autocomplementariedad de los primers.
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Fundamentos y técnicas basicas
en biologia molecular

9

Al realizar la PCR, la temperatura de hibridacion o de anillamiento
debe estar entre 5y 8 °C debajo de la temperatura de fusion (tm).

Procedimiento

1
2

Ingresar a http://frodo.wi.mit.edu/

Copiar la secuencia del archivo EjemploADN1.FASTA en el primer re-
cuadro de la pagina.

Verificar que las casillas pick left primer y pick right primer estén che-
queadas.

Sin modificar ain ningun parametro seleccionar Pick primers.
Observar los primers arrojados, ;cumplen con los criterios menciona-
dos?

Regresar a la pagina principal.

Modificar los parametros que se deseen. Sugerencias: ajustar el rango
de tamano deseado del primer para que cubra una mayor parte de la
secuencia, ajustar general primer picking conditions de acuerdo con los
parametros mencionados, cambiar GC clamp de o a 1.

;Como cambian los primers arrojados de acuerdo con los parametros?

Por explorar...

1
2

Realizar un BlastN de los primers arrojados.
sLos primers hibridan con alguna otra secuencia del organismo de in-
terés? ;Qué problemas representaria esto?

Otras bases de datos por explorar

[82]

DNA Database of Japan (DDBJ): equivalente japonés del GenBank. Se-
cuencias de DNA, RNA vy proteinas. Véase: http://www.ddbj.nig.ac.jp/
searches-e.html

Nucleotide Sequence Database (EMBL): equivalente europeo del Gen-
Bank. Secuencias de DNA, RNA vy proteinas. Véase: http://www.ebi.
ac.uk/embl/

ENSEMBL: base de datos de genomas completos y anotados de verte-
brados y algunos eucariotas modelo. Véase: http://www.ensembl.org/
index.html

Life Science Directory EXPASY: directorio de bases de datos biologi-
cas. Véase: http://www.expasy.ch/links.html

Gene Ontology: clasificacion de genes anotados de acuerdo con su fun-
cion. Véase: http://www.geneontology.org/

GoBase: base de datos de genomas de organelos (plastos y mitocon-
drias). Véase: http://gobase.bcm.umontreal.ca/
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Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome (KEGG): base de datos ge-
neral de genes, genomas, proteinas e interacciones. Véase: http://www.
genome.jp/kegg/keggia.html

OMIM: genes humanos relacionados con distintos fenotipos. Véase:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez¢db=OMIM

Protein Data Bank (PDB): proteinas con estructuras terciarias com-
probadas experimentalmente. Véase: http://www.rcsb.org/pdb/home/
home.do

Pfam: familias de proteinas organizadas gracias a alineamientos multi-
ples resultado de modelos ocultos de Markov. Véase: http://pfam.san-
ger.ac.uk/

Prints: fingerprints de proteinas para asignar familias y atributos fun-
cionales a secuencias. Véase: http://www.bioinf.manchester.ac.uk/db-
browser/PRINTS/index.php

Uniprot: secuencias y estructuras de proteinas. Véase: http://www.uni-
prot.org/






ANEXO

Preparacion de soluciones stock

TAE 50 X
Para preparar 1000 ml de solucién, mezclar:
o DBase Tris 2428
o Acido acético glacial 57,1 ml
« EDTA 0,5 M pH 8,0 100 ml

Disolver y completar un volumen de 1000 ml con H,O destilada. Diluir
hasta la concentracién de trabajo; una soluciéon de TAE 1 X esta compuesta de
Tris-acetato 40 mM/EDTA 1 mM.

Buffer de carga 6X (blue juice)
Mezclar los siguientes reactivos en las concentraciones finales indicadas:
e 0,25% (p/v) azul de bromofenol
e 0,25% (p/v) xylene cyanol FF
e 30% (v/v) glicerol en H,O
Almacenar a temperatura ambiente o a 4 °C.

Bromuro de etidio 10 mg/ml

e Bromuro de etidio 1g

Disolver en 100 ml de H,O. Agitar con agitador magnético por varias horas
para asegurar que el bromuro se disuelva. Cubrir el contenedor con papel de
aluminio o mantener la solucién en una botella oscura. Almacenar la solu-
cion de bromuro de etidio 10 mg/ml a temperatura ambiente.

IPTG (isopropil-B-D-galactésido) 20% (p/v, 0,8 M)

Para preparar 10 ml de solucion, pesar:

« IPTG 2g

Disolver en 8 ml de H,O destilada. Ajustar el volumen de la solucién a 10
ml con H,O vy esterilizar pasandola por un filtro de 0,22 um. Almacenar en
alicuotas de 1 ml a -20 °C.
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X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolil-B-D-galactésido) 2% (p/v) o 20 mg/ml

Agregar 20 mg y disolver en 1 ml de N,N"-dimetilformamida. Utilizar un
tubo de vidrio o polipropileno y envolverlo en papel de aluminio, ya que el
X-gal se degrada con la luz. Almacenar la solucién a -20 °C. El X-gal no nece-
sita ser esterilizado por filtracion.

Ampicilina

Para preparar una solucion stock de ampicilina 1000 X se debe utilizar una
concentraciéon de 100 mg/ml, de esta forma en el momento de preparar me-
dios que necesiten una concentraciéon de ampicilina de 100 pg/ml solo sera
necesario adicionar 1 pl de solucion de ampicilina por cada mililitro de me-
dio. Almacenar la solucién a -20 °C.

LB liquido
Para preparar 1000 ml de solucidn, pesar:
e Bactotriptona 108
o  Extracto de levadura 58
o NadCl 58

Disolver y ajustar pH a 7,0, completar a un volumen de 1000 ml con H,O
destilada o desionizada. Esterilizar por 15 minutos a 120 °C.

LB agar
Para preparar 1000 ml pesar:
e Bactotriptona 108
o  Extracto de levadura 58
o NadCl 58
e Agar 158

Disolver y ajustar el pH a 7,0; completar a un volumen de 1000 ml con H,O
destilada o desionizada. Esterilizar por 15 minutos a 120 °C.

LB agar-X-Gal-IPTG

Esterilizar LB agar, autoclavando por 15 minutos a 120 °C, y dejar enfriar
hasta una temperatura no menor a 50 °C. En cdmara de flujo, adicionar X-Gal
(concentracion final de 8o pg/ml) e IPTG (concentracion final 0,5 mM). Si se
necesita agregar ampicilina, se le adiciona de la misma manera con concen-
tracion final de 100 pg/ml.

Acetato de potasio 3 M
Para preparar 1000 ml de solucidn, pesar:
e Acetato de potasio anhidro 294,45 g
Disolver y completar a un volumen de 1000 ml con H,O destilada.
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Acetato de potasio 5 M

Para preparar 1000 ml de solucién, pesar:

e Acetato de potasio 490,75 &

Disolver y ajustar el pH a 7,5 con acido acético glacial, completar a un volu-
men de 1000 ml con H,O destilada. Esterilizar por 15 minutos a 120 °C.

Acetato de sodio 3 M

Para preparar 1000 ml de solucién, pesar:

o Acetato de sodio 408,1g

Disolver y ajustar el pH a 5,2 con acido acético glacial, completar a un
volumen de 1000 ml con H,O destilada. Esterilizar por 15 minutos a 120 °C.

Glucosa 1 M

Para preparar 100 ml de solucidn, pesar:

o Glucosa 18g

Disolver y completar a volumen de 100 ml con H,O desionizada. Esterili-
zar pasando la solucién a través de un filtro de 0,22 um.

NaOH 10N
Para preparar 200 ml de solucion, pesar:
e NaOH 8og
Disolver y completar a un volumen de 200 ml con H,O desionizada.

Tris-HCI 1M

Precaucién: el HCl es un acido fuerte, debe trabajarse en camara de extrac-
cidn, con guantes; evitese respirar los vapores.

Para preparar 1000 ml de solucidn, pesar:

e Tris-base 121,18

Disolver y ajustar el pH a 8,0 con 42 ml de HCI concentrado. Completar el
volumen a 1000 ml con H,O destilada. Con dcido acético glacial, completar
a un volumen de 1000 ml con H,O destilada. Esterilizar por 15 minutos a
120 °C.

KCI 500 mm

Para preparar 100 ml de solucion, pesar:

« KCI 3728

Disolver y completar a un volumen de 100 ml con H,O desionizada. Este-
rilizar por 15 minutos a 120 °C.
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EDTA 500 mM pH 8,0

Para preparar 1000 ml de solucién, pesar:

« EDTA 186,1 g

e NaOH 18g

Disolver y ajustar el pH a 8,2, completar a un volumen de 1000 ml con H,O
desionizada. Esterilizar por 15 minutos a 120 °C.

NaCl5 M

Para preparar 1000 ml de solucidn, pesar:

e NaCl 202,28

Disolver y completar a un volumen de 1000 ml con H,O desionizada. Es-
terilizar por 15 minutos a 120 °C.

TE buffer
Para preparar 500 ml de solucién, mezclar:
o Tris-HCl pH 8,0 5 ml
e« EDTAo,5M 1ml

Completar a un volumen de 500 ml con H,O destilada. Esterilizar por 15
minutos a 120 °C. Almacenar a 4 °C.

ARNasa 10 mg/ml

o ARNasa 10 mg/ml
o Tris-HCl pH 7,5 10 mM
e NaCl 15 mM

Disolver a temperatura de ebullicién durante 15 minutos. Enfriar a tempe-
ratura ambiente. Dispensar en alicuotas y almacenar a -20 °C.

Glicerol 10%

Para 100 ml de glicerol 10% (V/V), afiadir:

e Glicerol puro 10 ml

Completar a un volumen de 100 ml con H,O destilada. Esterilizar por 15
minutos a 120 °C.

CaCl 2,5 M

Para preparar 20oml de solucion, pesar:

e CaCl,e6H,0 1g

Disolver y completar a volumen final con 20 ml de H,O destilada. Esteri-
lizar la solucién pasandola por un filtro de 0,22 um. Almacenar en alicuotas
dei1mla4°C.
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SDS 20%

Para preparar 1000 ml de solucidn, pesar:

« SDS 200 g

Disolver en 800 ml de H,O destilada. Cuando esté completamente disuelto
llevar hasta 1000 ml. Esterilizar pasando la solucién a través de un filtro de
0,22pm.

Buffer PCR 10 X
Para preparar 50 ml de solucion, mezclar:
e KCls00 mM
e Tris-HCl 100 mM pH 8,8
o Triton X-100 1%

MgC|2 1M

Para preparar 100 ml de solucion, pesar:

o« MgCl, 858

Disolver y completar el volumen a 100 ml con H,O desionizada. Esterilizar
por 20 minutos a 120 °C.

dNTPs 40 mM

Para preparar 100 pl de una mezcla de dNTPs con concentracidn final 40
mM (10 mM de cada uno), afiadir en un tubo de 200 pl los siguientes com-
ponentes:

o dATP10mM 10 ul
o« dGTP 10 mM 10 ul
o dCTP10o mM 10l
e dTTP10o mM 10 ul
e H,O libre de nucleasas 60 ul

Solucién | para lisis alcalina
Para preparar 250 ml de solucién, mezclar:

e Glucosa1 M 12,5 ml
o Tris-HCl1 M pH 8,0 6,25 ml
e EDTA 0,5 M pH 8,0 5 ml

Completar a volumen final de 250 ml con H,O desionizada. Esterilizar por
15 minutos a 120 °C. Almacenar a 4 °C.

Solucion Il para lisis alcalina
Para preparar 100 ml de solucién, mezclar:
e NaOH 10N 2ml
e SDS20% (p/v) 5 ml
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Completar a volumen final de 100 ml con H,O desionizada. Preparar So-
lucién II fresca a partir de soluciones stock y usarla a temperatura ambiente.

Solucion Il para lisis alcalina
Para preparar 10oml de solucién, mezclar:

o Acetato de Potasio 5 M 60,0 ml
e Acido acético glacial 11,5 ml
e H,O desionizada 28,5 ml

La solucién resultado es 3 M con respecto al potasio y 5 M respecto al ace-
tato. Almacenar la solucion a 4 °C.

LiCl 8m
Para preparar 50 ml de solucion, pesar:
o LiCl 16,96 g
Disolver en 5o ml con H,O DEPC (H,O libre de ARNasas).

Cloroformo: alcohol isoamilico (24:1)

Precaucién: no inhalar los gases, realizar el procedimiento en camara de
extraccion.

Para preparar 50 ml de solucidn, mezclar:

¢ Cloroformo 48 ml

e Alcohol isoamilico (3-metil-1-butanol) 2 ml

Cubrir el recipiente con papel aluminio y almacenar a 4 °C.

Fenol acido: cloroformo: alcohol isoamilico (24:24:1)

Precaucién: no inhalar los gases, realizar el procedimiento en camara de
extraccion.

El fenol acido usualmente se comercializa ya mezclado con cloroformo y
alcohol isoamilico. Dependiendo de las proporciones iniciales se requeriran
diferentes cantidades para alcanzar las proporciones 24:24:1.

Partiendo de fenol 4cido : cloroformo : alcohol isoamilico en proporcion
125:24:1 (pH = 4,5% 0,2), mezclar:

¢ Fenol 4cido : cloroformo : alcohol isoamilico 125:24:1 25 ml

o Cloroformo 16,8 ml

e Alcohol isoamilico 0,8 ml

Cubrir el recipiente con papel aluminio y almacenar a 4 °C.
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