(GUIA PRACTICA SOBRE
LA TECNICA DE PCR

Laura Espinosa Asuar

PCR son las siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction o Reaccion en
Cadena de la Polimerasa. La idea bésica de la técnica es sintetizar muchas
veces un pedazo o fragmento de ADN utilizando una polimerasa que puede
trabajar a temperaturas muy elevadas, ya que proviene de la bacteria Ther-
mus aquaticus que vive a altas temperaturas (79°C a 85°C), de ahi su nombre
comercial mas conocido: taq polimerasa. Cuando hacemos una reaccién de
PCR simulamos lo que sucede en una célula cuando se sintetiza el ADN y en
el tubo se mezclan todos los ingredientes necesarios para hacerlo: la polime-
rasa, el ADN del organismo que queremos estudiar —~donde se encuentra el
fragmento que queremos sintetizar-, los oligonucleétidos (llamados también
primers, iniciadores, cebadores, “oligos’, etc.) necesarios para que se inicie la
transcripcion, dinucleétidos (ANTPs), y las condiciones para que la enzima
trabaje adecuadamente (cierto pH, determinadas cantidades de magnesio en
forma de MgCl, KCl, y pueden necesitarse otras sales o reactivos, dependiendo
de cada polimerasa). Esta técnica tan ingeniosa tiene muchisimas aplicaciones
distintas y se ha convertido en una herramienta muy importante en la biologia
molecular; sus aplicaciones van desde la genética de poblaciones, evolucion
molecular y genémica hasta la medicina forense.

;Pero como funciona el PCR? Supongamos que ya tenemos los tubos listos
con todo lo necesario para que la sintesis del fragmento que nos interesa que
se lleve a cabo (taq polimerasa, dinucleétidos, ADN, agua, buffer con mag-
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nesio y otras sales, y oligonucleétidos). El siguiente paso es colocar los tubos
en una maquina conocida como termociclador, que basicamente sirve para
calentarlos o enfriarlos a temperaturas muy precisas. ; Cémo es que se ampli-
fica el (0 los) fragmento(s) que queremos? Primero, para hacer mas sencilla la
explicacion, vamos a suponer que esperamos un solo fragmento de un tamano
determinado, ylo que sucede es lo siguiente (ver el primer ciclo de la figura 1):
el termociclador calienta o enfria los tubos a tres temperaturas distintas, que
se repiten una y otra vez (lo que se llama los ciclos de reaccion), la primera es
a 95°C (y a este paso se le llama desnaturalizacién) durante la cual las dobles
cadenas del ADN se abren o desnaturalizan, quedando en forma de cadenas
sencillas; después el termociclador ajusta la temperatura en un intervalo en-
tre 40° y 60°C (llamada de alineamiento), a esta temperatura se forman y se
rompen constantemente los puentes de hidrégeno entre los oligonucle6tidos
y el ADN, y aquellas uniones mds estables (las que son complementarias)
duraran mayor tiempo, quedando los oligonucledtidos “alineados” formando
una pequeiia region de doble cadena. La polimerasa se une a este pequefo
pedazo de ADN de doble cadena y comienza a copiar en sentido 5 a 3’; al
agregar unas bases mas, los puentes de hidrogeno que se forman entre las bases
estabilizan mas la union y el oligonucledtido permanece en este sitio para el
siguiente paso. Después la temperatura sube a 72°C (paso que se conoce como
extension), ya que 72°C es la temperatura en la cual la polimerasa alcanza su
maxima actividad, y continua la sintesis de los fragmentos de ADN a partir
de los oligonucledtidos que ya se habian alineado.

En el primer ciclo, con estas tres temperaturas, se sintetizaran los prime-
ros fragmentos a partir del ADN gendmico. Estos primeros fragmentos no
tendran el tamaio esperado, seran un poco mas grandes ya que la faq copiara
hasta donde le sea posible, pero como veremos mas adelante, se obtendran
en cantidades tan pequefias que al final no podremos detectarlos. Después
se repiten una vez mas las tres temperaturas, pero en este segundo ciclo, los
oligonucleétidos, ademas de unirse al ADN que pusimos al inicio, también se
uniran alos fragmentos recién sintetizados del primer ciclo (ver segundo ciclo
de la figura 1), por lo tanto en este segundo paso la polimerasa sintetizara 2
fragmentos largos copiados directamente del ADN y 2 fragmentos del tamafio
esperado, que es el tamafio que hay entre los dos oligonucleétidos que hemos
usado. De esta forma con cada ciclo aumentara el numero de fragmentos del
tamafio que queremos. Cabe mencionar que antes y después de estos ciclos
se programan dos pasos, uno de 95°C durante varios minutos para iniciar
con desnaturalizacidn, y al final de los ciclos, un paso ultimo de extensién a
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Figura 1. Descripcion del proceso de un PCR en los primeros ciclos de reaccion.
Comunmente se utilizan 35 ciclos para amplificar el fragmento que se requiere
(modificada de Parkes, 2003)

Primer ciclo
Desnaturalizaciéon del ADN

| ™ Alineamiento de los oligos

!
ey

Extension

Se sintetizan dos fragmentos un poco mas
largos de lo esperado

Segundo ciclo
(Se muestra sélo la alineacion y la extension)

Se amplifica otra vez la cadena de ADN Y se amplifican los fragmentos generados
en el primer ciclo. Asi se obtienen los 2
primeros fragmentos del tamafio esperado

Tercer ciclo
(Se muestra sélo la extension)

Se amplifican también los fragmentos del Y por ultimo, se amplifican 2 fragmentos
tamano esperado obtenidos en el ciclo 2 largos sobre la cadena de ADN

Fuente: Parkes H. 2003. Food for Thought http://www.chemsoc.org/chembytes/ezine/1999/parkes_

may99.htm, accesado 08/03.

72°C para permitir que la taq termine de sintetizar todos los fragmentos que

pueden haber quedado incompletos.
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Para este tipo de PCR es necesario que uno de los oligonucleétidos tenga
la misma secuencia que se encuentra en una de las cadenas del ADN, y el otro
deberd llevar la secuencia complementaria que estara al final del fragmento
que se quiere amplificar (por lo cual se les llama forward y reverse) para que
uno sea complementario a la cadena que forma el otro; si no es asi no podria
amplificarse el sitio que se necesita. Como cada pedazo sintetizado sirve como
base para sintetizar otros en el siguiente ciclo, el nimero de copias aumenta-
rd en forma exponencial (ver tercer ciclo de las figuras 1 y 2). Con una sola
molécula de ADN, en el ciclo 1 se producen 2'=2 nuevos fragmentos, en el
ciclo 2 seran 22, esto es, 4 fragmentos recién sintetizados, y asi, con 35 ciclos
de PCR se produciran 2'+2%...+ 2**4+2%= 2% nuevos fragmentos, de los cuales
s6lo 70 seran fragmentos de un tamafio mayor al esperado (2 por cada ciclo)
obtenidos al sintetizarlos directamente del ADN gendmico; esta pequefia
cantidad es casi imposible de detectar al analizar nuestros productos.

TiPOS DE TECNICAS

El PCR tiene diferentes métodos o aplicaciones en funcion de lo que nos intere-
se investigar (como son los RAPDs, AFLPs, ISSRs, SSCP.... véase los capitulos
18y 19 de este libro) y el primer paso es tener claro el tipo de informacién que
necesitamos para elegir o disefiar la estrategia mas apropiada para nuestro
trabajo. Brevemente podemos dividir la técnica en dos categorias:

Figura 2. En una reaccién de PCR los fragmentos se ampliifican en forma exponencial
(tomado de Vierstraete, 2001)

4to ciclo
Gen buscado — {: =
_é,:ef ciclo — Ampliacion exponencial
2do ciclo -
——————{ lerciclo T » Ciclo 35
Plantilla de ADN — <__: ]

2= 2= —<

2 copias 8 copias  8copias 16 copias
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1)

2)

PCRs para la amplificacion de un solo sitio conocido del genoma (locus).
Estos PCRs requieren conocer la secuencia que se trabaja (por ejemplo
cuando amplificamos un gen especifico como el 16S), en cuyo caso se
utilizan oligonucleétidos disefiados a partir de la secuencia de ese gen y
se obtiene un solo fragmento de un tamaio ya conocido. Con este tipo de
PCRs es posible hacer filogenias, y para obtener los datos hay distintos ca-
minos: desde hacer geles especiales que detectan cambios hasta de una sola
base entre las secuencias (SSCP), hasta utilizar enzimas de restriccién para
generar patrones de cada individuo, aunque lo ideal es obtener la secuencia
completa del gen que amplificamos, sobre todo cuando se desea responder
a preguntas relacionadas con las fuerzas evolutivas que han actuado sobre él.
El gen secuenciado puede ser analizado desde varias perspectivas y muchas
de ellas se encuentran en los diversos capitulos de este libro.

PCRs en los que no es necesario conocer la region que se estd amplifican-
do (se amplifican regiones no conocidas, como zonas hipervariables del
genoma), por lo cual no se sabe el tamano del fragmento (o fragmentos)
que se esperan. Estos se utilizan para determinar polimorfismo genémico
y son los mds comunes para fingerprint, ya que es sencillo obtener los
datos (un gel de agarosa después del PCR es suficiente), se observan varios
loci simultaneamente y la informacién de las zonas variables permite
inferir los datos necesarios para analisis de genética de poblaciones. En
general este tipo de PCRs utiliza un solo oligonucleétido con 2 caracte-
risticas importantes: que sea de pequefo a mediano (de 6 a 18 bases) y
sobre todo que su secuencia esté presente muchas veces en el ADN del
organismo que estudiamos. Existen zonas repetidas hipervariables del
ADN que pueden amplificarse de esta manera, por ejemplo los sitios
que sirven para iniciar la sintesis de ADN en los cromosomas, conocidas
como microsatélites. En el primer ciclo de reacciéon lo que sucedera es
que el oligonucledtido utilizado hibridard en distintas zonas del ADN,
y primero comenzardn a sintetizarse fragmentos de tamafios variables e
indefinidos (hasta donde la polimerasa logre copiarlos). En el segundo
ciclo las cadenas sintetizadas a partir de las primeras copias formadas
seran del tamafo que existe entre dos oligonucle6tidos que no estén muy
alejados entre si. Estos fragmentos se copiaran una y otra vez, y de esta
manera al final obtendremos muchos fragmentos de tamarios diferentes,
de los que conoceremos la secuencia con que inician y terminan, pero
no la secuencia completa de cada uno. En la figura 3 se explica con mas
detalle un PCR de este tipo.
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Figura 3. Los PCR que amplifican zonas no conocidas utilizan oligonucléotidos pequeios

y amplifican zonas repetidas en el genoma (tiomado de Harlocker, 2003)

Primer ejemplo

Reaccion de PCR

Fragmento A Fragmento B

Supongamos que hacemos una reaccién de PCR con un individuo hipotético utilizando un oligo para
microsatélites. En este primer ejemplo el oligo ha hibridado en el ADN en 6 sitios diferentes, y al ampli-
ficar se generan 2 fragmentos:

1) Fragmento A es sintetizado a partir de la secuencia de ADN que se encuentra entre los oligos que se
han unido en las posiciones 2 y 5

2) El fragmento B es sintetizado a partir de los oligos unidos en las posiciones 3 y 6.

No hay productos de PCR entre las posiciones 1y 4 ya que estan muy lejos entre si como para permitir
que ocurra la reaccién de PCR. Los oligos unidos a las posiciones 4 y 2 6 5y 3 tampoco amplifican ya
que no estan orientados uno hacia el otro.

Segundo ejemplo

Reaccién de PCR

Fragmento B

En el segundo ejemplo hay que suponer que es un individuo que tiene un cambio en el segundo sitio, y
el oligo no se ha unido en la segunda posicion, por lo tanto sélo se genera el fragmento B.
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sQUE SE NECESITA PARA HACER UN PCR Y
COMO CONSEGUIR ESTOS REACTIVOS EN MEXICO?

La polimerasa comercial siempre viene acomparnada de un buffer o amorti-
guador con las sales que se requieren, y si es necesario afinar las condiciones
del PCR, se puede pedir el cloruro de magnesio, MgCl,, aparte. Nosotros
utilizamos frecuentemente la polimerasa que se produce en la facultad de
Veterinaria dela UNAM (Amplificasa, de Biotecnologias Universitarias), y nos
ha funcionado bastante bien para casi todos nuestros PCRs. Si se trata de un
PCR que ha dado problemas, utilizamos una polimerasa mas cara (por ejemplo
la marca Applied Biosystem). También hemos utilizado distintas marcas de
dinucleétidos, y en general todos han funcionado bien. Lo importante es que
una vez decididos por una mareca, si es posible, hay que tratar de no cambiarla,
pues el cambio de marca implica estandarizar otra vez el PCR que ya habia
salido. Hemos visto que es mejor utilizar la misma marca de polimerasa y
de dinucledtidos, ya que cada compaiiia estandariza sus condiciones con sus
propios reactivos, y sobre todo para PCRs dificiles nos ha funcionado mejor
de esta manera. Si es un PCR no tan complicado, la polimerasa de la UNAM
trabaja bien con distintas marcas de dinucleétidos.

Los oligonucleétidos deben ser sintetizados por alguna compaiiia comer-
cial, y dentro dela UNAM también hay unidades de sintesis en varios institutos
de investigacion, como los de Fisiologia Celular y Biotecnologia. Para mayor
informacion al final del capitulo hay un pequefio directorio con algunos de
estos servicios que es posible obtener en la UNAM.

Un asunto critico que a veces uno no considera es el agua. El agua que
se utiliza en una reacciéon de PCR debe tener muy pocas sales (bidestilada)
y si hay variaciones en la cantidad de iones entre una reaccién y otra podria
haber problemas. Si se cuenta con un buen desionizador en el laboratorio sera
suficiente con solo esterilizarla (ver apartado sobre contaminacién del PCR
para evitar riesgos), sino es asi serd necesario recurrir al agua que venden las
compaiias comerciales, embotellada y libre de nucleasas.

Tubosy puntas, sera eleccion de cada quien. Casi todos los termocicladores
funcionan con tubos de 0.2 ml cuyas paredes son muy delgadas para que se
ajuste mejor la temperatura al interior del tubo cuando se hace la reaccién. Hay
marcas mas baratas, algunas de ellas con la gran desventaja de que las tapas
de los tubos no cierran bien y el contenido se evapora, pero hay que probar,
pues no siempre es asi. Desde luego, todo el material debera venir certificado:
libre de ARNasas y ADNasas.
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Los termocicladores también son una elecciéon personal que depende en
gran parte del presupuesto. Los hay de todos tipos y para todas las necesidades:
que le quepan muchos tubos, que hagan gradientes de temperatura, que sean
muy rapidos y exactos para alcanzar las temperaturas programadas... hemos
tenido de distintas marcas y nuestra experiencia ha sido que han funcionado
mejor los mas sencillos que s6lo suben y bajan temperaturas con precision
y rapidez. Los termocicladores de modelos mas viejitos son menos precisos,
ya que los tubos que utilizan son de plastico grueso y la temperatura a la que
trabajan no es tan exacta; otra desventaja es que son muy lentos y el PCR
tarda mucho en estar listo.

HACIENDO PCR: COMO HACERLO Y ALGUNOS TIPS
PARA QUE SALGA MEJOR

El PCR es una técnica aparentemente sencilla y facil de hacer. El problema es
que no siempre es asi. La reaccién de PCR es muy sensible a cambios de iones,
temperaturas, contaminantes que pueden estar en el ADN o en el agua... de
un termociclador a otro puede haber variaciones jy a veces es dificil entender
porqué no sale nada! En este apartado trataremos de mencionar todos los
detalles que consideramos podrian ser de ayuda, sobre todo para aquéllos
que estan empezando a montar la técnica.

ANTES DE EMPEZAR

A nosotros nos ha funcionado bien preparar todos los reactivos en alicuotas
congeladas (los guardamos a -20°C), calculando que cada alicuota sirva para
unas 5 reacciones como maximo. Sélo para hacer las alicuotas utilizamos
puntas especiales con filtro, para evitar contaminarlas, y nos hemos dado
cuenta que de esta manera congelamos y descongelamos los reactivos pocas
veces, por lo que nos duran maés (sobre todo la tag y los dNTPs) y ademas
si tenemos algtin tipo de contaminacién, tiramos las alicuotas que usamos
en ese momento, se descongelan nuevas, y de esta forma no tenemos que
tirar todos los reactivos a la basura. Es importante considerar que los re-
frigeradores comerciales con defrost automatico deshidratan las muestras
por lo que hay que utilizar los refrigeradores y congeladores de laboratorio
sin esta funcion.
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ConbpIcIONES DEL PCR

Lo mejor es tratar de empezar con las mismas condiciones que se hayan repor-
tado para el oligonucledtido que estemos utilizando. Cuando se trata de un oligo
disenado en el laboratorio (o que no esta reportado) se puede empezar a montar
la técnica en condiciones estandares, y dependiendo del resultado, se hacen o no
modificaciones (tabla 1). Para ello sugerimos probar primero con pocas muestras
(por ejemplo, de 5a 10 ADNSs diferentes), y una vez que esté montado el PCR,
entonces si hacer el experimento con las muestras que se necesiten.

Tabla 1. Condiciones estandar para un PCR
(célculos para 50 pl en cada tubo)

Concentracion Concentracion Cantidad Cantidad
inicial*1 final en la reaccion para un para
tubo 10 tubos

dNTPs 10mM (todos) *2  200uM 1yl 10 ul
varia de acuerdo al magnesio

Magnesio 25mM 1.5mM 3ul 30 ul
puede probarse de 1 a4 mM
Oligo forward 10uM 1uM 5ul 50 ul
puede probarse de 0.1 a 1 uM
Oligo reverse 10uM 1uM
puede probarse de 0.1aluM 5l 50 pl
Enzima 50/ul 1U 0.2ul 2ul
Buffer 10x 1x 5ul 50 pl
Agua -- -- 29.8 ul 298 ul
ADN 0.1mg/ml 0.1mg genémico (méximo 11ul ---
(agregar después 500 ng; de bacteriade 1 a
de dividir el mix) 10 ng y si es plasmido
de0.1a1ng)

"ILas concentraciones iniciales son las mas comunes del mercado, para los dNTPs o los oligos son las
concentraciones a las que mds cominmente se preparan.

“La concentracion de los ANTPs a 10 mM, se refiere a la suma de los 4 dNTPs, y cada uno esta a 2.5
mM.
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En esta tabla hemos anotado las concentraciones finales de cada reactivo,
y en las columnas siguientes anotamos cdémo hariamos un PCR con estas con-
centraciones en el laboratorio. Por cada tubo sabemos qué cantidad agregar,
y dependiendo del nimero de muestras que usaremos se calcula la cantidad
necesaria de cada reactivo. En este caso pusimos de ejemplo un experimento
con 10 muestras: en un tubo eppendorf de 1.5 ml mezclamos las cantidades
calculadas (excepto el ADN) y cada uno de los 10 tubos se llena con 49 ul de
mezcla, y al final se agrega el ADN de cada muestra.

Una recomendacion importante es hacer la mezcla del PCR lo mas ho-
mogénea posible. Una causa muy comun de errores la encontramos aqui, el
congelar y descongelar cambia las concentraciones de los reactivos y/o forma
gradientes dentro de los tubos, y al homogeneizarlos aseguramos obtener
resultados reproducibles. Para hacerlo, nos aseguramos de que todos los
reactivos se descongelen totalmente sobre el hielo, y para utilizar siempre la
misma cantidad de reactivo en el experimento, cada tubo se invierte y se le
dan golpecitos con los dedos; como el contenido queda regado en las paredes
utilizamos una picofuga (centrifuga pequena) para juntar el liquido (también
se puede juntar a mano con varias sacudidas fuertes hacia abajo aunque esto no
es tan eficiente). Estas indicaciones las seguimos con todos nuestros reactivos,
excepto la polimerasa, que nunca sacamos del congelador de -20°C; cuando
necesitamos usarla, en el mismo congelador tomamos lo que se necesite. Al
final, cuando ya hicimos la mezcla en el tubo y hemos agregado la taq, se
invierte suavemente varias veces (sin hacer burbujas pues se desnaturaliza la
polimerasa) y se baja la mezcla en la picofuga. Ya preparados, los tubos deben
mantenerse en hielo o a 4°C hasta meterlos al termociclador, para evitar que
la polimerasa sintetice fragmentos inespecificos.

TEMPERATURAS Y CICLOS

Recomendamos buscar algunos articulos que han trabajado con sistemas pa-
recidos, ya sea el organismo, el gen o el tipo de ADN que se desea trabajar, y
empezar a trabajar con las temperaturas que se reportan. Si esto no funciona, o
no hay reportes de esos oligonucledtidos, las temperaturas y los ciclos estandares
que en general se recomiendan para empezar a probar son los siguientes:

+ Desnaturalizacion inicial: 95°C por 5 a 10 mn;
30 ciclos con desnaturalizacion a 95°C por 30 s, alineamiento a 50°C por
30 s y extension a 72°C por tiempo variable (ver mds adelante);
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 Extension final a 72°C por 10 mn (aunque no es estrictamente necesario
este ultimo paso, es solo para asegurar que los fragmentos incompletos se
terminen de sintetizar);

o Al final se programa la maquina para que conserve los tubos a 4°C.

En cuanto al tiempo, existe una regla que puede aplicarse a casi todos los
PCRs: la temperatura de desnaturalizacién y de alineamiento es suficiente
de 30 a 60 s. Si es una buena maquina que llega rapidamente a la tempera-
tura programada, con 30 s es suficiente. Para la extension, dependiendo del
tamafo que esperemos se utiliza mas o menos tiempo para permitir que la
polimerasa trabaje adecuadamente, si se espera un producto de 1 kb, con 1
min es suficiente, si es de 2 kb, 2 minutos, y si es menos, se hace la conversién
equivalente (Henegariu, 1997).

Casi todos los PCRs funcionan bien con 30 ciclos, aunque pueden usarse
desde 20 ciclos hasta 35. Alguna vez nosotros utilizamos menos ciclos para
un PCR que nos daba problemas: por mds que hicimos, era imposible quitar
una banda inespecifica que se amplificaba en poca cantidad, y bajando los
cicloslogramos deshacernos de ella, logrando tener el PCR que esperabamos,
de una sola banda (aunque obtuvimos menos producto).

LA TEMPERATURA DE ALINEAMIENTO

Si con estas temperaturas estandares el PCR no esta dando buenos resultados
se pueden hacer variaciones en la temperatura de alineamiento. Si la tempe-
ratura de alineamiento es muy baja, obtendremos un PCR menos especifico,
y si es muy alta, la especificidad serd mayor (aunque si es demasiado alta no
se amplificara nada, pues la unién de los oligonucleo6tidos con sus sitios com-
plementarios sera poco estable y la polimerasa no podra iniciar la sintesis).

Para PCRs muy especificos en los que se amplifica una sola banda es
importante elegir una temperatura de alineamiento que sea la correcta y que
nos asegure que el gen que amplificamos es realmente el que queremos. En
el caso de PCRs de mas de una banda si la temperatura que utilizamos no es
tan especifica podemos obtener poca reproducibilidad en los experimentos,
ya que el oligo se pegara en cualquier parte al azar y no solamente en los sitios
que son complementarios, lo que hara que se amplifiquen zonas distintas en
un PCR y otro.

Para tener una idea de la temperatura de alineamiento que podria ser la
mejor para nuestros oligos podemos calcular la T de cada oligo que utiliza-
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mos. Tm significa en inglés melting temperature y se refiere a la temperatura
a la que se hibridan o se pegan los oligonucleé6tidos en los sitios que son
complementarios. Este proceso dependera principalmente del tipo de unio-
nes (dobles o triples enlaces de hidrégeno) que formaran sus bases, y por
eso la secuencia de cada oligo es la que se toma en cuenta para conocer cual
es la temperatura optima para su alineamiento. Existen muchas maneras de
calcularla, por ejemplo una sencilla es:

Tm = 4(G+C) + 2 (A+T) (Entrala, 2000), aunque hay muchas otras que
también pueden utilizarse (hay sitios en internet que lo calculan, ver referen-
cias al final). Conocer la Tm puede darnos una idea, pero no siempre es la
temperatura que se utiliza en el termociclador, ya que también los iones y otras
sustancias que haya en la reacciéon pueden influir en la forma en que se unen
los oligos. Una de estas férmulas toma en cuenta los iones, pero en general
hay que probar experimentalmente hasta encontrar la temperatura dptima.

éQUl':j HACER CUANDO TODO EMPIEZA A FALLAR?

Si al probar las condiciones estandares obtenemos demasiadas bandas, o no
hay ninguna, algunas posibilidades de lo que esté pasando podrian ser:

1) ;Cual es la calidad del ADN que tenemos?

Muchas veces cuando no sale un PCR el problema estd aqui (para mayor
informacién puede consultarse el capitulo 16 de este libro). El ADN puede
estar contaminado con proteinas o alguna sustancia que inhibe la reaccién de
PCR. Nuestra experiencia ha sido que ahorra mas tiempo y dinero a la larga
extraer el ADN con un kit comercial que esté disefiado especificamente para
el tipo de organismo con el que trabajemos. En general todas las técnicas de
extraccion tiene principios basicos comunes: primero romper el tejido y las
membranas celulares y nucleares, casi siempre con algun tipo de detergente
(por ejemplo el SDS o el CTAB). Si quedan restos de SDS la reaccién puede
inhibirse, aunque esto puede neutralizarse utilizando 0.5% de Tween 20 o 40
en la reaccion de PCR (para més informacion, consultar el sitio de Lieb B.,
2003). Después es necesario deshacerse de todos los componentes celulares
que se liberan, y dejar al ADN limpio para poder amplificarlo. A veces se
usan sales (como acetatos por ejemplo) que precipitan las proteinas pero no
el ADN; o cloroformo y fenol que “atrapan” los lipidos y proteinas y dejan
al ADN disuelto en agua. También el cloroformo y el fenol inhiben la reac-
cién de PCR, asi como el etanol. Ademas cada tipo de célula o tejido tiene
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componentes caracteristicos, que a veces no podemos quitar y que también
inhiben la reaccién de PCR, por lo que es necesario investigar qué protocolo
es el mejor para el tipo de organismo que trabajemos. Otra posibilidad es que
el ADN esté degradado, y para saberlo recomendamos correr una pequefia
muestra de nuestro ADN en un gel, hemos visto que de esta manera incluso
podemos notar si la cantidad de ADN que estamos utilizando es la correcta o
no, y aunque sea indirectamente (no es una medida exacta) podremos hacer
un célculo visual de cuanto ADN tenemos por muestra.

2) Hacer curvas de cloruro de magnesio

Es de las primeras cosas que ajustamos para una reaccion de PCR que
no ha salido del todo bien. La polimerasa necesita de iones de magnesio
para funcionar adecuadamente y en general la concentracién de 1.5 mM de
magnesio es la mas comun, pero puede probarse en un rango de 1 a 4 mM.
Mucho magnesio inhibe a la polimerasa, y poco puede generar productos
inespecificos.

3) Revisar la concentracién y el manejo de los dNTPs

Los dinucledtidos unen iones de magnesio. Para 1.5 mM de magnesio en
la reaccién de PCR, una concentracién ideal de dNTPs es de 200 pM. Peque-
nos incrementos en la concentraciéon de dNTPs pueden inhibir la reaccién
porque atraparan el magnesio necesario para que la polimerasa trabaje. Si
cambiamos la concentracion de dinucledtidos es importante tener en cuenta
que existe una relacion entre las cantidades de magnesio y las de dinucle6tidos
en lareaccion. También es necesario saber que los ANTPs son muy inestables,
si se descongelan mas de 3 a 5 veces pueden no funcionar tan bien. Por eso
recomendamos hacer pequenas alicuotas, calculando que sirvan para 3 0 5
experimentos.

4) Revisar el buffer y agregar aditivos

En general cada polimerasa viene con un buffer ya preparado con los
reactivos necesarios para que funcione de forma adecuada. Casi todos estan
preparados con KCl y tris (un buffer 10X estandar contiene 500 mM KCly 100
mM Tris-HCI, pH 8.3). Algunos buffer incluyen el magnesio necesario parala
reaccion, y puede suceder que al no notarlo y agregar magnesio extra se esté
trabajando en concentraciones mayores a las que suponemos. Sera necesario
entonces pedir un buffer sin magnesio, y/o tomar en cuenta la concentracién
del magnesio que incluye (usualmente estan preparados para quedara 1.5 mM
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final en la reaccion). También es posible utilizar aditivos que en ocasiones
mejoran el rendimiento de los PCRs, aunque no siempre funcionan, a veces
no tienen ningun efecto o a veces incluso podrian bajar el rendimiento en
lugar de aumentarlo, asi que hay que probar. Brevemente expondremos aqui
algunos de los mas comunes (Lieb, 2003). Formamida: estabiliza la estructura
secundaria del ADN. Generalmente se recomienda utilizarla de 1% hasta 5%.
Existen algunos reportes que la utilizan cerca del 10%, pero podria inhibir
la reaccion de PCR, asi que es mejor no utilizar concentraciones mayores a
las estrictamente necesarias para una éptima amplificacion. Detergentes no
ionicos: estabilizan la taq y evitan la formacion de estructuras secundarias. 0.1
a 1% de Triton X-100, Tween 20 o NP-40 pueden incrementar el rendimiento
de la reaccion, pero también pueden incrementar la cantidad de productos
inespecificos. BSA (Bovine Serum Albumin o Albimina Sérica Bovina): a
concentraciones por encima de 0.8 ug/ul el BSA incrementa la eficiencia de la
PCR, ya que actiia como una proteina captadora de iones y otros inhibidores
de la taq polimerasa como la melanina. DMSO (Dimetil Sulféxido): para
algunas amplificaciones podria ser necesario utilizarlo del 2 al 10%, ya que
reduce la estructura secundaria del ADN y es util sobre todo para amplificar
regiones con gran cantidad de GCs, aunque se ha visto que al 10% inhibe la
actividad de la tag en un 50 %.

4) Revisar los oligonucleo6tidos

Podrian estar degradados, defectuosos, mal diseiados o incluso que la
cantidad utilizada no sea la correcta. Si hay mucha cantidad aumenta el
rendimiento del PCR, pero podrian formarse productos inespecificos, y si se
agrega ain mayor cantidad los oligos pueden formar dimeros, en vez de unirse
al ADN, y eso impide la amplificacién del producto. Si utilizamos muy poco
podriamos tener mayor especificidad en el producto, pero puede suceder que
no veremos el amplificado (pues baja el rendimiento), asi que sera necesario
encontrar el 6ptimo para nuestra reaccion.

CONTAMINACION

Es muy frecuente que los PCRs se contaminen. Para monitorearlo, siempre
hay que trabajar con un control negativo: un tubo extra al que se le agreguen
todos los reactivos utilizados en el PCR, excepto ADN. Si en esta muestra hay
amplificacion significa que en algtin reactivo hay restos de ADN o de producto
de PCR que esta contaminando el experimento. Si esto sucede, consideramos
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que lo mas facil es deshacerse de todas las alicuotas sospechosas (por eso es
importante preparar alicuotas de todos los reactivos) y tomar alicuotas nuevas.
Para prevenirlo sugerimos algunas medidas que podrian ser de utilidad: los
productos de PCR son frecuentemente los que contaminan, al ser moléculas
de tamano muy pequeiio y al estar tan concentradas es facil que una gotita de
producto quede en una pipeta (las pipetas absorben el liquido por aspersion
y las gotitas quedan regadas como si fueran spray); al preparar una mezcla
posteriormente, esto contamina alguno de los reactivos que se utilizan. Para
evitarlo existen puntas con filtro y pipetas especiales, pero son caras. También
existen cabinas con luz UV y flujo laminar, aunque también son caras. La luz
UV forma dimeros de pirimidina entre las dobles cadenas de ADN, por lo
que estas moléculas se vuelven imposibles de amplificar. Por otro lado, el flujo
laminar evita contaminacién de un tubo a otro, y es util sobre todo si se tra-
baja con plasmidos o reamplificando productos de PCR ya que las moléculas
pequeiias son altamente contaminantes.

Sugerimos también separar las dreas de trabajo (la zona de preparaciényla
zona de amplificacion; si no es posible, limpiar muy bien la zona con alcohol
antes de preparar la mezcla del PCR, y trabajar siempre sobre un papel) y
tener un juego de pipetas exclusivo para trabajar la mezcla para la reaccion de
PCR, separadas de las pipetas con las que se manejen los productos de PCR ya
amplificados. Otra fuente de contaminacion es el ADN que amplificamos (jya
sea de las muestras o el nuestro!), aqui el problema puede ser sobre todo los
dedos, al abrir y cerrar los tubos. La sugerencia mas comun es utilizar guantes,
pero para los que tenemos manos pequefias pueden ser un gran estorbo y las
puntas del guante se atoran en todos lados, por lo que consideramos que debe
ser una decision personal, lo importante entonces es estar consciente de donde
pone uno los dedos. También sugerimos agregar el ADN al final en cada tubo,
si es posible utilizar una pipeta sélo para el ADN, y si no hay, tener mucho
cuidado y limpiar muy bien las pipetas después de agregarlo. También se evita
la contaminacidn si se guardan en lugares y/o cajas distintas los reactivos del
PCR, las muestras de ADN y los productos de PCR.

Otra sugerencia es utilizar material que haya sido esterilizado en autoclave
para que esté libre de ADN y de nucleasas. Esta es una medida muy comun,
pero hemos tenido contaminaciones provenientes del agua de la autoclave,
que contenia gran cantidad de algas, y el proceso de esterilizaciéon no fue
suficiente para eliminar el ADN de estos microorganismos. Desde entonces
decidimos no esterilizar el material del PCR, y para descontaminar utilizamos
luz ultravioleta en las pipetas; las puntas y tubos los utilizamos directamente
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de las bolsas (de marcas certificadas, libres de ADNasas, ARNasas y ADN),
con lo cual logramos eliminar la contaminacién.

Ademas del control negativo que nos permite visualizar posibles casos de
contaminacion, una vez que se ha ajustado el protocolo de nuestro PCR es
siempre recomendable incluir un control positivo. Este es un tubo que contiene
ADN de una muestra que haya amplificado adecuadamente y cuyo patrén
de bandas es conocido. De esta manera, puede esperarse que si la reaccion
se llevd a cabo correctamente, esta muestra siempre salga. En caso contrario,
si nuestro PCR no gener6 bandas en ninguna de las muestras, ni siquiera en
el control positivo, puede suponerse que el error radica en que se nos olvidé
agregar algun ingrediente o bien que los ciclos de temperatura no se llevaron
a cabo adecuadamente, ya sea por problemas de la maquina o bien por error
al elegir el programa de amplificacion.

METODOS PARA VISUALIZAR EL PCR
PriNciIPIOS BASICOS DE LA ELECTROFORESIS

La idea ahora es poder analizar el o los fragmentos obtenidos en el PCR, y
la electroforesis, ya sea en geles de agarosa o de acrilamida, permite separar
estos fragmentos de acuerdo al tamafo de cada uno. Tanto la agarosa como
la acrilamida forman una especie de red con agujeros de tamanos diferentes,
por la cual obligamos a pasar los fragmentos de ADN, “jalandolos” a través
de corriente eléctrica, hacia el polo positivo, ya que la carga de una molécula
de ADN es negativa por la presencia de grupos fosfato (P'). Los fragmentos
mds pequefios pasaran primero a través de la red de agujeros, mientras que
los mas grandes se iran retrasando y atorando en los hoyos; de esta manera
los fragmentos de tamanos similares migraran a ritmos similares. Si hay mu-
chos fragmentos de un mismo tamaro se agruparan todos juntos, por lo que
podremos verlos formando lo que llamamos una banda en el gel.

sHacemos nuestro gel con agarosa o acrilamida? Las moléculas de acrilami-
da forman redes con tamafios de poros mas uniformes y mas pequeios que la
agarosa, por lo que este tipo de gel es util si los tamanos de los fragmentos que
manejamos son pequenos; la separacién puede ser tan fina que con algunas
técnicas es posible separar moléculas de ADN que tienen una sola base de
diferencia. El problema es que las técnicas de acrilamida son muy laboriosas
y la tincion con plata (si no quiere usarse radioactividad) tiene muchos tru-
cos, por lo que en este apéndice sélo anotaremos algunas recetas para lo mas



GuUiA PRACTICA SOBRE LA TECNICA DE PCR 533

sencillo, que son los geles de agarosa. Para mas informacién sobre geles de
acrilamida pueden consultarse los sitios de internet que sugerimos al final del
capitulo. La agarosa no forma redes tan uniformes, pero permite separar las
moléculas de ADN en un intervalo muy grande. Utilizarla es muy sencillo y
tefiir los geles también lo es.

a) Métodos para geles de agarosa

Sera necesario tener en el laboratorio equipo que nos permita trabajar con
los geles: una camara de electroforesis, una fuente de poder, un transilumina-
dor deluz UV yequipo de fotografia (lo mas sencillo: una cdmara polaroid, un
filtro paraluz UV y un cono adaptado a la cdmara, o también existen cdmaras
especiales y equipo de computo especifico para ello) para guardar la imagen
del gel. Para empezar hay que preparar el buffer de corrida, el cual tendra el
pH requerido y los iones necesarios para que fluya la corriente y pueda migrar
el ADN. Si en lugar de buffer utilizaramos agua, el ADN se quedaria inmévil
y no verfamos migracion en los geles, y si por el contrario utilizaramos un
exceso de sales, el gel se calentaria tanto que al final acabaria por derretirse.
El buffer mdas comun es el TBE (Tris Boratos EDTA), que por ser muy estable
puede reutilizarse varias veces. También se utiliza con frecuencia el buffer TAE
(Tris Acetatos EDTA), que es menos estable que el TBE y tiende a ionizarse
mas rapido, pero permite obtener mejor separaciéon de bandas, sobre todo
si son de gran tamaifio (1 kb o mds). Las recetas para preparar éstas y otras
soluciones estan al final de este apartado. Dependiendo del tamano de los
fragmentos que esperamos se utilizard una concentracién de agarosa mayor o
menor para obtener agujeros menos o mas grandes y una mejor resolucion de
nuestras bandas. Si no conocemos el tamaio, se puede empezar con agarosa
al 1%, pero si se conoce, se puede usar esta tabla como guia:

Rango efectivo de separacion (kb) Agarosa (%)
30al 0.5
12a0.8 0.7
10a0.5 1.0
7a04 1.2
3a0.2 1.5

Fuente: Tomado de Sosnick, 2003.

La agarosa se disuelve en el mismo buffer que utilizaremos para la corrida,
y se calienta hasta ebullicién para disolver bien el polvo. Hay que tener cuidado
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de retirarla del calor o del microondas en cuanto comienza a hervir, pues podria
derramarse. Si es un gel muy importante, en el laboratorio pesamos el matraz
donde se prepara el gel antes y después de calentarlo, y le agregamos el agua
que haya perdido durante el calentamiento, para asegurar que la concentra-
cion de agarosa sea la correcta. La solucion se agitara suavemente para evitar
la formacién de burbujas, y cuando se enfrie un poco (aprox. 60°C) se vierte
de una sola vez en el contenedor de geles al que ya le colocamos el peine para
que se formen los pozos en donde cargaremos las muestras. Si quedan algunas
burbujas, rapidamente con la punta de una pipeta podemos picarlas y quitarlas;
si se dejan pueden hacer que la electroforesis no migre en forma homogénea.
Cuando se enfrie y solidifique agregamos el buffer necesario hasta cubrir BIEN
el gel (hemos visto que de esta forma el peine se puede quitar mas facilmente), y
después se retira el peine con cuidado para no romper el fondo de los pozos.

b) Cargando el gel

Con una pipeta, cada muestra se vierte en un pozo, mezclada previamente
con 1 6 2 microlitros de colorante de corrida (receta al final). Generalmente los
colorantes de corrida llevan alguna sustancia espesa, como glicerol o sacarosa,
que permite que la muestra caiga hacia el fondo del pozo, y los colorantes
(como el xilen-cianol o azul de bromofenol) nos dan una idea de cdémo van
migrando los fragmentos (en un gel de agarosa al 1%, el azul de bromofenol
migra junto con los fragmentos de 300 pb, y el xilen-cianol migra igual que
los fragmentos de 4 kb). No es necesario utilizar toda la muestra de PCR en
una corrida, puede utilizarse del 10% al 20% de la cantidad total del PCR que
hicimos (i.e. si en total son 50 pl, se cargaran 5 pl de muestra).

Nosotros en un parafilm depositamos unas gotitas de colorante (las ne-
cesarias para el numero de muestras que usemos) y después agregamos la
gotita de la muestra a cargar sobre la gota de colorante. Con cuidado de no
hacer burbujas las mezclamos subiendo y bajando con la pipeta. La punta
de la pipeta se mete un poco en el pozo (jsin romperlo!) y lentamente se
vacia la pipeta para cargar el gel. Para que las muestras no se derramen y no
se mezclen unas con otras hay que evitar llenar el pozo hasta arriba. Por lo
menos un carril del gel siempre debera tener un marcador de peso molecular
(muchas casas comerciales los venden) como control para saber el tamafio de
las bandas que tendremos. Tampoco debe olvidarse poner en el gel los con-
troles negativo y positivo. El PCR sobrante lo guardamos congelado a -20°C
por si lo necesitamos después. Cuando el gel esta listo se conectan los cables,
lo mds comun es un cable rojo para conectarlo al polo positivo y uno negro



GuiA PRACTICA SOBRE LA TECNICA DE PCR 535

en el negativo. El ADN migrara hacia el polo positivo ya que los fosfatos de
la molécula le confieren carga negativa, por lo que hay que asegurarse que
la corrida del gel sea HACIA el cable rojo, o polo positivo. Para el voltaje, se
recomienda utilizar 5 volts por cada centimetro que exista entre los dos elec-
trodos de nuestra cAmara (i.e. sila cAmara mide 30 cm se correrd a 150V), esta
medida se aplica cuando tenemos fragmentos grandes, de mas de 2 kb; para
un PCR con fragmentos pequefios, de 100 pb hasta 1 kb, nosotros utilizamos
casi siempre 90 a 100 volts para geles chicos y/o grandes, y los dejamos 1 6 2
horas, dependiendo del largo del gel.

¢) Tincion del gel

Lo mds comun es utilizar bromuro de etidio, que es una molécula con dos
propiedades importantes: se intercala en las bases del ADN vy brilla con luz
UV a una longitud de onda determinada (264-366 nm) con lo cual podemos
observar las bandas de ADN en el gel. El bromuro de etidio es un mutageno
y es altamente toxico, por lo cual es necesario utilizar guantes y bata para su
manejo. Es recomendable apartar un area del laboratorio y material exclusivo
para su uso. Los geles con bromuro deberan juntarse y desecharse con alguna
compaiia de desechos toxicos, asi como las puntas y guantes contaminados.
Las soluciones con bromuro pueden inactivarse, al final hay una lista de 3
sitios en los que dan indicaciones de cémo hacerlo. Si de derrama una pe-
quena cantidad, hay que absorber muy bien con toallas de papel y después
con alcohol (las toallas se juntan en una bolsa para inactivar el bromuro que
quede en ellas). Cuando no estamos seguros si algo estd o no contaminado
con bromuro lo exponemos alaluz UV y si no hay fluorescencia es que no hay
bromuro. Hay dos maneras de teflir el gel: cuando la agarosa estd a unos 60°C,
antes de vertirla, se afade el bromuro de etidio directamente para que quede a
una concentracion de 0.5 pg/ml en el gel. De esta forma al terminar la corrida
puede verse el gel. La desventaja es que el bromuro retarda la migracion de las
moléculas de ADN, y ademds la camara de electroforesis queda contaminada
con el bromuro, es por esto que hay quien prefiere tefiirlo después dela corrida:
el gel se sumerge en una solucién de 0.5 pg/ml de bromuro de etidio por 30 a
40 mn y asi no se contaminan las cimaras y el ADN migra mas rapido, pero
es un método mds lento. Para los dos métodos sera necesario preparar una
reserva de bromuro de etidio como se indica al final del capitulo.Al terminar
se pone el gel en el transiluminador para verlo. La luz UV puede dafar la piel
y los ojos, por lo que sera necesario protegerse a través de un acrilico especial
y protectores de la cara y/o los ojos.
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RECETAS

EDTA Para preparar ambos buffer TBE y TAE es necesario tener una solucién de EDTA
0.5M pH8. Para preparar 100 ml, pesar 18.61g de EDTA y disolver en 70 ml agua.
Sélo se disolvera hasta que la solucion alcance un pH de 8. Ajustar primero con
lunetas de sosa (unas 10), dejar que se disuelvan e ir agregando poco a poco més
lunetas hasta llegar a pH de 6 o 7, y aqui ajustar hasta 8 con gotitas de sosa 5 o
10 M, después aforar a 100 ml.

TBE Se prepara un stock concentrado a 5X, y para hacer el gel, se diluye y se utiliza
a 1X 0 0.5X. Es comtn que el TBE se precipite, por eso hay que preparar can-
tidades que se utilicen constantemente. La receta del TBE 1X es: 0.089M tris,
0.089M 4cido bérico y 0.002M EDTA. Para preparar una solucioén 5X, pesar 54
g de tris-base y 27.5 g de dcido bodrico. Disolver en 800 ml de agua y afiadir 20
ml de EDTA 0.5M pHS8. Aforar a 1 litro. Una solucién de TBE bien preparada
debera tener un pH cercano a 8.3 sin necesidad de ajustarla.

TAE No se precipita y es posible prepararlo muy concentrado, aqui escribiremos la
receta al 50X y para la corrida se diluye al 1X.
TAE 1X: 0.04M tris-acetatos, 0.002M EDTA.
Para una solucién 50X: pesar 242 g de tris base y disolverlo en 500 ml de agua
estéril, agregar 57.1 ml de 4acido acético glacial y 100 ml de EDTA 0.5 M pH 8.
Aforar a1 litro.

Colorante xilen—-cianol al 0.02%, azul de bromofenol al 0.02 % en glicerol al 50%.
de corrida

Bromuro La costumbre es hacerlo a 10 mg/ml, se guarda a 4°C protegido de la luz en una
de etidio botella oscura, envuelta con aluminio.
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