UNIVERSIDAD ESTATAL
PENINSULA DE SANTA ELENA

FACULTAD CIENCIAS DEL MAR

CARRERA DE BIOLOGIA MARINA

“EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA AMPLIFICACION DEL
GEN 18S ARNr DE DOS MICROALGAS A TRAVES DE LA REACCION EN

CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)”

TRABAJO DE TITULACION
Previo a la obtencién del Titulo de

BIOLOGA MARINA

AUTOR

ESCALANTE PIN KIURA MADELANE

TUTOR

Blga. JANETH GALARZA TIPAN, Ph. D.

LA LIBERTAD-ECUADOR

2019



UNIVERSIDAD ESTATAL
PENINSULA DE SANTA ELENA

FACULTAD CIENCIAS DEL MAR

CARRERA DE BIOLOGIA MARINA

“EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA AMPLIFICACION DEL
GEN 18S ARNr DE DOS MICROALGAS A TRAVES DE LA REACCION EN

CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)”

TRABAJO DE TITULACION
Previo a la obtencion del Titulo de

BIOLOGA MARINA

AUTOR

ESCALANTE PIN KIURA MADELANE

TUTOR

Blga. JANETH GALARZA TIPAN, Ph. D.

LA LIBERTAD-ECUADOR

2019



DECLARACION EXPRESA

La responsabilidad por las ideas, hechos y resultados expuestos en esta tesis de
grado me corresponden exclusivamente, y el patrimonio intelectual de la misma, a

la Universidad Estatal Peninsula de Santa Elena.

Kiura Madelane Escalante Pin
C.l. 131246682-2



DEDICATORIA

El presente trabajo es dedicado a mis padres, Fulton y Alexi quienes me han
apoyado siempre a lo largo de mis afios de estudio y, que con su esfuerzo,
dedicacion y sacrificio me han permitido cumplir una meta mas. A mi hermana
Ammy, por su apoyo Yy consejos durante mis afos de estudio, y a quien deseo

servirle como un ejemplo a seguir en la familia.



AGRADECIMIENTOS

A las autoridades y personal académico de la Universidad Estatal Peninsula de

Santa Elena por la orientacion durante mi formacion profesional.

A la Blga. Janeth Galarza, Ph.D., tutora de tesis, por sus ideas, conocimiento,

orientacion y aporte para la realizacion de este trabajo de investigacion.

A mi familia, Fulton, Alexi y Ammy, por su esfuerzo y apoyo incondicional, ya que
constituyen el pilar fundamental en mi vida y son la razén principal para alcanzar

mis metas.

Gracias a aquellas personas que dedicaron parte de su tiempo para que yo pudiera

llegar a realizar este trabajo de titulacion.



TRIBUNAL DE GRADO

Cuglpe ]

=
Blga. Mayra Cuenca Zambrano, Mgt. Blga. Tanya Gonzalez Banch6n, Mgt.
Decana (e) Directora (e)
Facultad de Ciencias del Mar Facultad Ciencias del Mar

J Moo 7 () —

Blga. Ericka Salavarria Palma, Ph.D. Blga. Janeth Galarza Tipan, Ph.D.
Docente de area Docente Tutora

(”/;;:Béi\% \B

Abg. Victor Coronel Ortiz, M.Sc.
Secretario General (e)

VI



1.
2.
3.

4.
S.

INDICE GENERAL

INTRODUGCCION ..o e e 1
JUSTIFICACION ..o et e e e 4
OBUIETIVOS. ..o et e e e e e e e et s e ee et e e e s e e ee et e ee e e e er e e, 6
3.1, OBIETIVO GENERAL ...ocoooveeeeeeeeeeeeeee oo eeee e er e eneeenaeeanane 6
3.2, OBIETIVO ESPECIFICO ..o oo en e en e 6
HIPOTESIS ..ot e e oo e e e e et e e e e e s et e e er e e es et e s ere e ereeeserans 7
MARCO TEORICO ... oot ee e e ereeesare e ereeenenans 8
5.1. AMPLIFICACION DEL ADN ....oovotoeeeeeeeeeeeeeeee oo, 8
5.2. METODOS DE AMPLIFICACION DE ADN .....oovoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeenan, 9
5.2.1.  Amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP)...........cc...... 9

5.2.2.  Amplificacion basada en la Secuencia de Acido Nucleico

XS =7 N T 10
5.2.3.  Amplificacion de desplazamiento de cadena (SDA) ........cc.cccuvneee. 11
5.2.4. Reaccion en cadena de ligasa (LCR) .....cccoovvevviievieve s 11
5.2.5.  Amplificacion dependiente de helicasa (HDA) .......ccccccvvvevvenenne. 12
5.2.6. Metodo de amplificacion de ramificacion (RAM)........cccccvevvennee. 13
5.2.7. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) ........cccccevevveivenenne. 13
5.2.7.1. ADN MOIUE ...oviiiiiiiieieieee e 14
5.2.7.2. ANTPS .ottt bbb 14
5.2.7.3. IMUOCI2 oot 15
5.2.7.5. BUTEI .ot 16
5.2.7.7. CiClode PCR .....coiiiiiieieee e 17

VIl



53. MARCADORES MOLECULARES AMPLIFICADOS POR PCR....... 18

5.4. EL 185 ARNr UN MARCADOR ALTAMENTE CONSERVADO ..... 19

5.5. AMPLIFICACION DEL GEN 18S ARNr EN LA IDENTIFICACION

DE MICR O AL GAS ...ttt e e et ettt e e e e e e e et e eeeeeessasertteeeeeees 20
6. MARCO METODOLOGICO ....ooooeeieeeeeeeeeeeeeeeeeee et eee e eeseeee e, 22
6.1. TRABAJO DE LABORATORIO ..ot 22
6.1.1.  ODteNCION U8 MUESIIAS ..vvveeeeeeeeeeeteeeee e e e e eeeeeeeeeeeesssesseseeeeeeeessessans 22
6.2. TRABAJO BIOINFORMATICO ..ocvoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo 22
6.2.1.  DiSENO & PArtidOrS ... ..ueeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenenees 22
6.3.  ANALISIS MOLECULARES ... .oovoeeeeeeeeee oo e eeen s 23
6.3.1.  EXIraCCion 0 ADN .......ouueeeueieeeeeeeieeeeeeeeeneneeeeeenesnensnennnensnennnnnennnnnnes 23
6.3.1.1. Protocolo TENS ModificadO.........ocooeeeeeeeeee e, 23
6.3.1.2. Protocolo de Método Salino (NaCl) Modificado ........................ 24
6.3.2.  PUrficaCion de ADN .......ooooe oot e e 24
6.3.3. Cuantificacion de ADN.......coooioe et 25

6.4. VARIACIONES DE TEMPERATURA EN LA AMPLIFICACION
DEL g€N 18S ARNI ...ttt e 25

6.4.1.  Evaluacion de la temperatura respecto al ciclo de amplificacion ... 26

7. ANALISIS DE LOS RESULTADOS ..o oot eeeeer e e e 27
7.1. TRABAJO BIOINFORMATICO ..oooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeenaeen e 27
7.1.1.  DiSe0 A8 PArtIHOIES .....ooeeeee et e et e e e e e e 27

7.2. ANALISIS MOLECULARES ..o et ee e eaeerae e e 30

Vil



10.

7.2.1.  EXracCiOn de ADN ....oeeeiiee oottt e e e e e e e e e 30
7.2.1.1. Protocolo TENS MOifiCaO0 .....uuueeeeeeeieeeeeeeeneeee 30

7.2.1.2. Protocolo NaCl ModifiCado.........uueuuueeeeeeeeeeeeeieeneeeeeaeeeeeeenennneeenennnnes 32

7.3.  VARIACIONES DE TEMPERATURA EN LA AMPLIFICACION
DEL 08N 18S ARNI ...t 34

7.3.1.  Evaluacién de la temperatura respecto al ciclo de amplificacién ... 38

CONCLUSIONES ....oovoriciereeseeeeses s sssss s 42
RECOMENDACIONES ......coovveveisieeeeeoseeseeressiessessssesssenssssasessesn e 44
BIBLIOGRAFIA ..ottt 45
C ANEXOS......oceeeeeeeieesees e es st 52



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Etapas de la PCR, temperaturas, tiempos y ciclos estandares. ............. 18
Figura 2. Alineamiento de secuencias del gen 18S ARNI. A.......ccooeiiiiirinenne. 28
Figura 3. Resultados obtenidos en el programa Primer-BLAST.. .......c.ccccvvvneee. 29

Figura 4. Perfil espectral de las muestras de ADN de la cepa PM016 y cepa PM017
extraidas con el protocolo TENS obtenido a partir de espectrofotometria en
NaNODIOP 2000. ......eiiiiiiiiiie i 31
Figura 5. ADN genomico de las microalgas obtenido con el protocolo TENS.......31
Figura 6. Perfil espectral de las muestras de ADN de la cepa PM016 y cepa PM017
extraidas con el protocolo NaCl obtenido a partir de espectrofotometria en
NANODIOP 2000 .......ceeiiiiiiiie et nbe e nrree e 32
Figura 7. ADN genomico de las microalgas obtenido con el protocolo NaCl........ 33
Figura 8. Gradiente de temperatura de la cepa PM016 empleando los partidores
THIO0F Y THIOLR. ... 35

Figura 9. Gradiente de temperatura de la cepa PM017 empleando los partidores

PMOL7F Y PMOLT7R. oottt sttt 36
Figura 10. Numero de ciclos evaluados en la PCR de la cepa PM016................. 39
Figura 11. Numero de ciclos evaluados en la PCR de la cepa PMO017. .............. 40

Figura 12. Gabinete de Seguridad utilizado para la realizar la mezcla de PCR .. 52

Figura 13. Pastilla celular obtenida de las muestras después de la extracciéon ADN

............................................................................................................................... 52
Figura 14. Trabajo realizado en el Laboratorio de Biologia Molecular............... 53
Figura 15. Geles de agarosa realizados durante el trabajo de investigacion........ 53



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Identificacién de las secuencias de microalgas utilizadas para el disefio de
los partidores del gen 18S ARNI .......cuviiiiiieeiee e 27

Tabla 2. Caracteristicas de los partidores utilizados para la amplificacion del gen

L8S ARNI ...ttt ettt b ettt e bbbt e et ne e 28
Tabla 3. Datos de concentracion y pureza del ADN — Protocolo TENS ............. 30
Tabla 4. Datos de concentracion y pureza del ADN — Protocolo NaCl............... 32

Xl



GLOSARIO

Material genético

El material genético de un organismo se refiere al ADN o ARN que se encuentra
en el nicleo, las mitocondrias y el citoplasma, y que juegan un papel fundamental

en la determinacion de la estructura y la naturaleza de las sustancias celulares.

Replicacion

La replicacion del ADN es el proceso mediante el cual se copia una molécula de

ADN para producir dos moléculas de ADN idénticas.

Horquilla de replicacion

Zona de la doble hélice de DNA donde se produce el desenrollamiento de las dos

cadenas y se desarrolla la replicacion del ADN

ARNTr

El &cido ribonucleico ribosémico o ribosomal es un ARN que forma parte de los

ribosomas y es esencial para la sintesis proteica en todos los seres vivos.

Cofactor enzimatico

La actividad de algunos enzimas depende solamente de su estructura como
proteinas, mientras que otros necesitan, ademas uno o mas componentes no
proteicos, llamados cofactores. El cofactor puede ser un ion metalico, o bien una

molécula organica.
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Taq polimerasa

Es una ADN polimerasa resistente a la temperatura aislada de Thermus aquaticus
que puede extender partidores a altas temperaturas; utilizado en la reacciéon en

cadena de la polimerasa.

Partidores

Un iniciador o cebador es una secuencia corta de ADN de cadena simple que se

utiliza en una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa, 0 PCR, es una técnica de laboratorio
utilizada para hacer copias multiples de un segmento de ADN. La PCR es muy
precisa y se puede utilizar para amplificar o copiar un objetivo de ADN especifico

de una mezcla de moléculas de ADN.
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PCR

ADN

ARN

dNTPs

18S ARNr

ITS

rbcL

COl

MgCl2

Tm

SSuU

LSU

ABREVIATURAS

Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

Deoxinucleosido trifosfato

Componente de la subunidad ribosémica eucariota
pequeria (40S).

Espaciador transcrito interno

Gen de la subunidad mayor de la ribulosa-1,-
bifosfato carboxilasa/oxigenasa

Citocromo oxidasa |

Cloruro de magnesio

Temperatura melting o de fusion

Subunidad ribosémica menor

Subunidad ribosémica grande
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RESUMEN

La amplificacion o replicacion de la molécula de ADN, consiste en que una
molécula madre puede producir dos moléculas hijas idénticas en toda su secuencia.
Una forma de amplificar el ADN in vitro es a través de la técnica de la PCR, en
donde, la temperatura de hibridacién de los partidores juega un rol importante a la
hora de amplificar un gen. Existen diversos marcadores moleculares en el estudio
de las microalgas; sin embargo, el gen 18S ARNr sobresale como marcador
molecular en la identificacion de células eucariotas. Por lo que el objetivo de este
estudio fue evaluar el efecto de la temperatura en la amplificacion del gen 18S ARNr
de dos microalgas a través de la Reaccion en Cadena Polimerasa (PCR). Para el
efecto, se utilizaron muestras aisladas de la Peninsula de Santa Elena, registradas
con los codigos PM016 y PMO017, pertenecientes al proyecto INCYT-PNF-
2017M3112. La extraccion de ADN se realiz6 mediante el protocolo NaCl
modificado y el protocolo TENS modificado, para la amplificacion se disefiaron
partidores con herramientas bioinforméaticas como Geneious Prime® y Primer-
BLAST, posteriormente se evaluaron gradientes de temperatura y ciclos de PCR.
El protocolo TENS arroj0 mejores resultados con respecto a los valores de
concentracion (150-700ng/ul) y pureza (>1,8). La evaluacion de gradientes de
temperatura demostré que la temperatura 6ptima para la cepa PMO017 es de 64°C
con los partidores PMO17F y PMO17R amplificando fragmentos de 1320pb;
mientras que para la cepa PMO016 la temperatura eficiente es a 59°C empleando los
partidores TH100F y TH101R logrando fragmentos de 1230pb. Mientras que la
evaluacion del efecto de la temperatura con respecto al ciclo de amplificacion
mostré que 25 ciclos son suficientes para generar amplicones que permitan

demostrar la presencia del gen 18S ARNr.

Palabras clave: PCR, replicacion, amplificacion, temperatura.
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ABSTRACT

The amplification or replication of the DNA molecule consists of that a mother
molecule can produce two identical daughter molecules throughout its sequence. A
way to amplify DNA in vitro is through the PCR technique, where, the
hybridization temperature of primers plays an important role in amplifying a gene.
There are several molecular markers in the study of microalgae; the 18S rRNA gene
stands out as a molecular marker in the identification of eukaryotic cells. Therefore,
the objective of this study was to evaluate the effect of temperature on the
amplification of the 185 rRNA gene of two microalgae through the Polymerase
Chain Reaction (PCR). For this purpose, isolated samples from the Santa Elena
Peninsula, registered with codes PM016 and PMO017, belonging to the INCYT-
PNF-2017M3112 project were used. DNA extraction was performed using the
modified NaCl protocol and the modified TENS protocol, for the amplification
splitters were designed with bioinformatic tools such as Geneious Prime® and
Primer-BLAST, subsequently temperature gradients and PCR cycles were
evaluated. The TENS protocol showed better results with respect to concentration
values (150-700 ng/L) and purity (>1.8). The evaluation of temperature gradients
showed that the optimum temperature for strain PM017 is 64 ° C with primers
PMO017F and PMO017R amplifying fragments of 1320bp; while for strain PM016 the
efficient temperature is at 59 ° C using the TH100F and TH101R primers, achieving
fragments of 1230 bp. While assessing the effect of temperature with respect to the
DNA amplification cycle showed that 25 cycles are enough to generate amplicons

to demonstrate the presence of the 18S ARr gene.

Keywords: PCR, replication, amplification, temperature.
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1. INTRODUCCION

Todos los organismos vivos poseen la capacidad de reproduccion, y esta idea surge
con base en que su material genético, ADN, se preserva de una generacion a la
siguiente; mediante la amplificacion o replicacion de la molécula de ADN (Stuart,
2013). En la célula eucariota, la amplificacion del ADN consiste en que una
molécula puede producir dos moléculas de ADN hijas idénticas con una secuencia
de nucleotidos igual a la molécula madre, debido a este proceso se le atribuye que
la amplificacion o replicacion sea semiconservativa; siendo considerada como la

base de la herencia, de genes de padres a hijos (Norrisa, 2019; Saitou, 2013).

Desde el descubrimiento de la molécula de ADN por Watson y Crick (1953), se han
buscado diferentes métodos alternativos para la amplificacion in vitro de acidos
nucleicos ya que ha adquirido gran relevancia en la biologia molecular para
diferentes fines de investigacién. Entre los métodos de amplificacion de ADN que
se han desarrollado destacan la Amplificacion isotérmica mediada por bucle
(LAMP) (Notomi et al., 2000), Amplificacion basada en la Secuencia de Acido
Nucleico (NASBA) (Guatelli et al., 1990), Amplificacion de desplazamiento de
cadena (SDA) (Walker, 1993), Reaccidn en cadena de ligasa (LCR) (Barany, 1991,
Wu & Wallace, 1989), Amplificacion dependiente de helicasa (HDA), (Jeong et al.,
2009) y Método de amplificacion de ramificacion (RAM) (Zhang et al., 2001). Sin
embargo, la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), ha sido la técnica

revolucionaria en biologia molecular, ya que permite in vitro amplificar una o



algunas copias de un fragmento de ADN en varios érdenes de magnitud, generando
de miles a millones de copias de una secuencia de ADN en particular. Desarrollada
en 1983 por Kary Mullis, quien se basé en la capacidad de la ADN polimerasa y su
actuacion en la replicacién del ADN, desde entonces ha adquirido gran popularidad

(Mullis, 1990; K. Mullis et al., 1986; Mullis & Faloona, 1987).

Para llevar a cabo la PCR son indispensables diferentes componentes como la
molécula de ADN molde, dNTPs, MgCl., partidores forward y reverse, Buffer y la
enzima Taq polimerasa. De los cuales, el que posee mayor relevancia son los
partidores tanto forward como reverse; debido a que son los que determinan la
especificidad de la hibridacion durante la PCR. Entre las caracteristicas mas
importantes que debe tener un partidor 6ptimo se encuentran el tamafio de estos que
debe ser entre los 25 a 40 nucledétidos, el contenido de citocina y guanina (CG)
deber entre el 40-50 %, y por ultimo que la temperatura entre los partidores no debe
diferir de 2-3°C; todas estas caracteristicas permitiran llevar a cabo una PCR 6ptima
(Green & Sambrook, 2019; van Pelt-Verkuil et al., 2008). Por otro lado, cada PCR
consta de diferentes etapas, en las que se encuentran la desnaturalizacion en la cual
las cadenas de ADN de doble hélice se separan a una temperatura entre 94°C y
96°C; la hibridacion en la cual los partidores se unen en las zonas complementarias
del ADN molde de cadena sencilla para flanquear el fragmento que se desea
amplificar, esto ocurre a una temperatura de 50-60°C; y por ultimo la extension o
conocida también como elongacion en la cual se lleva a cabo la sintesis de ADN

mediante la actuacién de la Taq polimerasa, este proceso ocurre a 72°C.



En los Gltimos afios, se han llevado a cabo diferentes investigaciones en el campo
de la biologia molecular que incluyen la amplificacién por PCR de diferentes genes
como el COI, ITS, rbcL; sin embargo, el gen 18S ARNr ha sido el mas utilizado
debido a que es un marcador altamente conservado (Alanis, 2013). De hecho se han
realizado varios estudios empleando este marcador para el estudio de diferentes
especies de microalgas como por ejemplo Dunalliellla, Haematococcus,
Tetraselmis, Chaetoceros, entre otros (Chantzistrountsiou et al., 2016; Gomaa et
al., 2019; Lietal., 2017). Los protocolos de PCR empleados varian de acuerdo con
las diferentes especies de estudio, sobre todo en la temperatura de hibridacion; por
lo tanto, la evaluacion de gradientes de temperatura en la PCR para la amplificacion
del gen 18S ARNr en microalgas es un método para determinar la temperatura en la
cual se puedan obtener productos de Optima calidad. Dada la importancia de la
amplificacion de genes in vitro, en esta investigacion se evaluo el efecto de la
temperatura en la amplificacion del gen 18S ARNr de dos microalgas a través de la

Reaccion en Cadena Polimerasa (PCR).



2. JUSTIFICACION

La reaccion en cadena de la polimerasa conocida como PCR es una técnica que
permite la amplificacion de regiones del ADN in vitro, y desde su aparicion ha
adquirido una alta popularidad en la biologia molecular debido a su alta

especificidad, eficiencia y fidelidad (Cha & Thilly, 1993).

En la PCR, la temperatura de hibridacion es considerada uno de los parametros mas
importantes ya que esta ligada al disefio de partidores y su temperatura de fusion
(Tm), siendo el principal determinante de la especificidad de la reaccion; ya que un
partidor mal disefiado puede dar como resultado poco o ningun producto, ademas
si latemperatura es demasiado alta los partidores no se reconoceran eficientemente,
mientras que si es muy baja pueden producirse una amplificacion inespecifica,
Ilevando en ambos casos a un bajo rendimiento de la PCR, y simplemente no se
hibridan con la molécula molde, causando pérdidas econdémicas por el consumo de

reactivos y tiempo de trabajo en el laboratorio.

Debido a que es una técnica rapida y eficiente, la PCR ha sido empleada para llevar
a cabo estudios de diversidad genética, interacciones biologicas, relaciones
filogenéticas, entre otros. Una de sus aplicaciones mas importante ha sido en la
identificacion de especies, incluyendo a las microalgas mediante diversos
marcadores moleculares como el gen 18S ARNT; sin embargo, los protocolos de

PCR empleados en cada estudio difieren principalmente en la temperatura de



hibridacion (Bérard et al., 2005; Eland et al., 2012; Kaczmarska et al., 2009; Kadar
etal., 2018; Radhaetal., 2013), ya que este parametro es considerado el factor clave
para la optimizacién de una PCR. La mejor alternativa para la optimizacién de la
técnica es evaluar la temperatura de hibridacion de los partidores. Esta practica se
lleva a cabo experimentando gradientes de temperatura que permitan la

amplificacion del gen en estudio.

Por este motivo, el desarrollo de esta investigacion enfocada a la evaluacion del
efecto de la temperatura permitira demostrar el alto potencial de la reaccion en
cadena de la polimerasa mediante su simplificacion en tiempo empleando
gradientes de temperatura, y por otro lado la capacidad en la amplificacion del gen
18S ARNTr permitiendo obtener amplicones de alta intensidad a una temperatura
especifica que pueden ser usados en posteriores analisis moleculares. Ademas, los
resultados de este estudio sentaran las bases para relacionar el disefio de partidores
con la temperatura de hibridacién y aplicarlos en posteriores estudios afines a la
biologia molecular en microalgas, ya que aportard y demostrard informacion
relevante que hay que considerar cuando se trabaja con la PCR. Finalmente,
proporcionara informacion relevante con respecto a los protocolos, parametros y
consideraciones generales que se deben tomar en cuenta para la amplificacion del

gen 18S ARNr en microalgas presentes en la Peninsula de Santa Elena.



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la temperatura en la amplificacién del gen 18S ARNr de dos

microalgas a través de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Disefar partidores especificos para la amplificacion del gen 18S ARNr de dos
especies de microalgas.

o Amplificar el gen 185 ARNr mediante gradientes de temperatura en las que se
ajusten los partidores disefiados.

e Analizar los productos de PCR a través de electroforesis en geles de agarosa.

e Determinar la temperatura que mejor se ajuste a la amplificacién del gen 18S

ARNr en las microalgas en estudio.



4. HIPOTESIS

Si la temperatura es la variable clave en la amplificacion del ADN a través de la

PCR, entonces se lograra obtener una buena amplificacion del gen 18S ARNr



5. MARCO TEORICO

5.1. AMPLIFICACION DEL ADN

Una de las caracteristicas fundamentales de todos los organismos vivos, es su
capacidad de reproduccion. Esto se basa principalmente en la premisa de que su
material genético, el ADN, debe preservarse de una generacion a la siguiente; esto
ocurre mediante la replicacion del ADN, llegando este proceso a ser parte
fundamental del ciclo de vida de todos los organismos (Gutierrez et al., 2013;
Stuart, 2013). La replicacion del ADN ha sido un foco central de la biologia
molecular desde el principio y lo sigue siendo hoy en dia, y la busqueda para
comprender como se duplican nuestros genomas comenzo con la descripcion de la

doble heélice por Watson y Crick (1953) (Masai & Foiani, 2017).

En la célula eucariota, la amplificacion del ADN consiste en que una molécula de
ADN puede producir dos moléculas de ADN hijas idénticas con una secuencia de
nucledtidos igual a la molécula madre, debido a este proceso se le atribuye que la
amplificacion o replicacion sea semiconservativa; siendo considerada como la base
misma de la herencia, cuyos genes se transmiten de padres a hijos (Norrisa, 2019;
Pefia-Castro et al., 2013; Saitou, 2013). La replicacién tiene lugar en la zona
denominada horquilla de replicacion en el ADN. Una enzima ADN polimerasa se
encarga de copiar en direccion 5" a 3" una cadena de la plantilla molde de ADN con
alta fidelidad. Debido a que las dos cadenas de ADN son antiparalelas, la sintesis
5 a 3" se lleva a cabo en la cadena principal; mientras que, en la cadena rezagada,

la ADN polimerasa no puede iniciar una nueva cadena, por lo que a los fragmentos



de ADN de esta cadena rezagada se unen moléculas cortas con cebadores de ARN,
que posteriormente son reemplazados por nucleétidos de ADN (Alberts et al., 2002;
Masai et al., 2010). En este proceso de amplificacion del ADN estan involucradas
diversas enzimas y proteinas, de las cuales sobresale la ADN polimerasa, que es la
enzima responsable de la sintesis de la molécula de ADN in vivo (Goedecke, 2007;

Hyone-Myong, 1996).

5.2. METODOS DE AMPLIFICACION DE ADN

En la actualidad la amplificacion de acidos nucleicos es un proceso fundamental en
la biologia molecular, que se viene utilizando en diferentes areas de investigacion.
Desde el descubrimiento de la molécula de ADN por Watson y Crick en 1853,
varios metodos alternativos de amplificacion in vitro se han venido
experimentando, de los cuales los que mayor o mejores resultados han demostrado

son los siguientes:

5.2.1. Amplificacién isotérmica mediada por bucle (LAMP)

LAMP es un método que se caracteriza por amplificar el ADN con alta
especificidad, eficiencia y rapidez en condiciones isotérmicas. Se basa en la sintesis
de ADN de desplazamiento de la cadena de ADN, se realiza en presencia de la ADN
polimerasa Bacillus stearothermophylus (Bst), desoxirribonucleotido trifosfato
(dNTP), y cuatro cebadores disefiados especialmente que reconocen secuencias
distintas en la plantilla de ADN objetivo (Garrido, 2016). Posee ventajas entre las

cuales se pueden destacar que utiliza equipos rentables y de reaccion simple, posee



una alta eficiencia de amplificacion; presenta mayor tolerancia a materiales
inhibidores; los productos de amplificacién se pueden visualizar directamente y
posee la capacidad de amplificar secuencias especificas de ADN en condiciones
isotérmicas evitando la necesidad de un ciclador térmico (Fakruddin, 2011;

Fakruddin et al., 2013; Salamin et al., 2017).

5.2.2. Amplificacion basada en la Secuencia de Acido Nucleico (NASBA)

Fue desarrollado a principios de los 90 para amplificar los acidos nucleicos sin la
ayuda de un termociclador (Compton, 1991). Consiste en un sistema de
amplificacion basado en la transcripcion (TAS) para la replicacion especifica de
acidos nucleicos in vitro, y también se la conoce como 3SR (Replicaciéon de
Secuencia Autosostenida) y Amplificacién mediada por transcripcion (TMA) (Gill
& Ghaemi, 2008; Guatelli et al., 1990). En este proceso intervienen tres enzimas:
la transcriptasa inversa (RT) del virus de la mieloblastosis aviar (AMV), la ARNasa
Hy la ADN T7 dependiente de la ARN polimerasa (DdRp) (Fakruddin et al., 2012).
Los productos que se obtienen a partir este método pueden ser detectados mediante
electroforesis en gel, sondas de fluorescencia (NASBA real-time) y ensayo
colorimétrico (NASBA-ELISA). Ademas, esta técnica ha resultado efectiva para la
deteccion molecular de algunos microorganismos tales como el HVC y VIH (Gill

& Ghaemi, 2008).
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5.2.3. Amplificacion de desplazamiento de cadena (SDA)

Este método proporciona una amplificacion compatible con ensayos de diagnostico
de &cido nucleico (Walker et al., 1992), ya que se basa en la actividad coordinada
de dos enzimas, una ADN polimerasa de desplazamiento de cadena y una
endonucleasa de restriccion, para lograr la amplificacion exponencial dirigida por
el cebador de una secuencia diana en condiciones isotérmicas (Hellyer & Nadeau,
2004; Walker, 1993). Se caracteriza por ser una técnica de amplificacién de ADN
que utiliza enzimas facilmente disponibles y no requiere ciclos de temperatura
(Walker et al., 1992). Ha sido usada para detectar ADN genomico de micobacterias,
ya sea isotopicamente o con quimioluminiscencia, ademas de ser la base de algunas
pruebas de deteccion comerciales como BDProbeTec y se la ha evaluado para la
identificacion de Mycobacterium tuberculosis (McHugh et al., 2004; Walter &

Strunk, 1994).

5.2.4. Reaccion en cadena de ligasa (LCR)

La LCR (Barany, 1991; Wu & Wallace, 1989) es una reaccion de amplificacion
dependiente del molde de ADN ciclico que emplea cuatro partidores, dos que
hibridan de manera Unica con una cadena de ADN molde y un conjunto
complementario adyacentes, que hibridan con la cadena opuesta, ademas utiliza una
ADN ligasa termoestable para la amplificacion (Barany, 1991; Lisby, 1999). Sin
embargo, el problema de esta tecnologia es su potencial riesgo de contaminacion.
La deteccion de productos LCR se puede realizar mediante electroforesis o

mediante un procedimiento de microplaca similar a un ensayo inmunoabsorbente
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ligado a enzimas (ELISA) (Andras et al., 2001). Posee una alta sensibilidad y
especificidad (Prasad & Vidyarthi, 2009). Se ha empleado para detectar patégenos
como Neisseria gonorrhoneae, Chlamydia trachomatis y Mycobacterium
tuberculosis en muestras clinicas humanas, asi como detectar mutaciones puntuales
en el ADN del plasmido C. trachomastis, fragmentos clonados por virus VIH y en

muestras clinicas de células falciformes humanas.(Andras et al., 2001).

5.2.5. Amplificacion dependiente de helicasa (HDA)

El sistema HDA proporciona una herramienta muy util para amplificar el ADN in
vitro en condiciones isotérmicas con un esquema de reaccion simplificado (Jeong
et al., 2009). En este sistema, las cadenas de ADN duplex se separan mediante una
helicasa de ADN en presencia de dATP como cofactor, posteriormente se recubren
con proteinas de union a ADN de una cadena (SSB), y dos cebadores se hibridan
con el ADN objetivo, finalmente la ADN polimerasa extiende la secuencia molde
utilizado los desoxinucledtidos trifosfato (dNTPs) del medio (Molina, 2015;
Vincent et al., 2004). Este proceso se lleva a cabo a 65°C, permitiendo que se
realicen multiples ciclos de replicacion a una sola temperatura de incubacion,
eliminando por completo la necesidad de equipos de termociclado. Los amplicones
de HDA se pueden detectar mediante electroforesis en gel, formato en tiempo real
y analisis de inmunosorcién enzimatica (ELISA) (Garcia, 2013; Gill et al., 2010;

Gill et al., 2007; Gill & Ghaemi, 2008).
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5.2.6. Método de amplificacion de ramificacion (RAM)

RAM es un método de amplificacion de &cido nucleico isotérmico. Esta técnica se
denomina RAM porque la potencia de amplificacion se deriva de la extension del
cebador, el desplazamiento del filamento y los puntos de ramificacion multiple. El
ensayo RAM ofrece ventajas entre las cuales de partidores se unen facilmente, lo
que permite que la reaccién se realice en condiciones isotérmicas, evitando la
necesidad de un termociclador y que los cebadores genéricos amplifican con igual
eficiencia, lo que resulta en una mejor capacidad que la PCR convencional. Se
puede utilizar facilmente en laboratorios clinicos para la deteccion de genes y
agentes infecciosos en diversas areas, como hematologia, oncologia, enfermedades
infecciosas, patologia, analisis forense, bancos de sangre y enfermedades genéticas.
Ademas, tiene un gran potencial para su uso en pruebas de campo y consultorios
médicos debido a su formato de amplificacion simple e isotérmico (Beals et al.,

2010; Fakruddin et al., 2013; Hsuih et al., 1996; Zhang et al., 2001).

5.2.7. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Es una técnica revolucionaria en biologia molecular, conocida como PCR que
permite in vitro amplificar una o algunas copias de un fragmento de ADN en varios
ordenes de magnitud, generando de miles a millones de copias de una secuencia de
ADN en particular. Fue desarrollada en 1983 por el bioguimico estadounidense
Kary Mullis (Mullis & Faloona, 1987; Mullis et al., 1986), quién se baso en la
actuacion de la ADN polimerasa en la replicacion del ADN (Mullis, 1990); desde

entonces ha adquirido popularidad debido a su simplicidad y alta probabilidad de
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éxito (Erlich, 1989; Joshi & Deshpande, 2010). La PCR incluye diferentes
componentes tales como: molécula de ADN molde, dNTPs, MgCl,, partidores

Forward y Reverse, Buffer y la enzima Taqg polimerasa.

5.2.7.1. ADN molde
El ADN molde debe ser facilmente accesible a los partidores y la ADN polimerasa,
ademas debe estar libre de concentraciones inhibidoras de proteinas, lipidos,
carbohidratos y sales contaminantes. EI ADN objetivo debe encontrase libre de
nucleasas (pueden degradar el ADN molde y el ADN amplificado), de endo o
exoproteasas (pueden inactivar la ADN polimerasa dependiente de ADN
termoestable) y otras proteinas de union al ADN (que podrian ayudar a estabilizar
el doble estructura helicoidal del ADN vy, por lo tanto, interfiere con el desenrollado
del ADN, el reconocido del cebador y, ademas, en la amplificacion por PCR)

(Green & Sambrook, 2019; van Pelt-Verkuil et al., 2008).

5.2.7.2. dNTPs
Son componentes esenciales para la construccion de las cadenas amplificadas
durante la PCR. Los cuatro desoxinucleotidos individuales son trifosfato de
desoxiadenosina, dATP; trifosfato de desoxitimidina, dTTP; trifosfato de
desoxitosina, dCTP y trifosfato de desoxiguanosina, dGTP. Los dNTPs
generalmente se adquieren de proveedores comerciales de manera individual o
como una mezcla, y son quimicamente estables a una temperatura de -20°C (van

Pelt-Verkuil et al., 2008).
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5.2.7.3. MgCl>
Es un cofactor enzimético requerido para la ADN polimerasa termoestable durante
la amplificacién en la PCR. La concentracion alta de MgCl. provoca que el
emparejamiento de bases formados durante la amplificacion se desnaturalicen de
manera ineficiente (Debnath et al., 2010; Green & Sambrook, 2019; Maddocks &

Jenkins, 2016).

5.2.7.4. Partidores
Los partidores son los principales determinantes de la especificidad de la PCR. Para
el disefio de estos se debe tomar en cuenta que la longitud de cada partidor debe ser
entre los 18 a 30 nucledtidos, ya que partidores de menor tamafio pueden unirse
inespecificamente al ADN molde, mientras que si el tamafio es >30 nucleodtidos
existe una mayor probabilidad de que se formen estructuras secundarias. También
es necesario tener en cuenta el contenido de citocina y guanina (CG), generalmente
se recomienda un contenido CG entre 40% y 50%. La eficacia y la especificidad de
la hibridacion en la PCR aumentan si el extremo 3" del partidor es G, sin embargo,
deben evitarse mas de tres G o C en las ultimas cinco bases del extremo 3. Las
temperaturas de los partidores conocida como Tm (Temperatura melting o de fusion)
no deben diferir entre ellos de 2°C a 3°C, ya que puede llevar a un desajuste en los
cambios de temperatura de reconocido entre los partidores y el ADN molde y a la
hibridacion no especifica. En la actualidad, existen diversos programas que calculan

los diferentes parametros para el correcto disefio de partidores, disminuyendo asi la
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probabilidad de error al usarlos en la practica (Debnath et al., 2010; Green &

Sambrook, 2019; van Pelt-Verkuil et al., 2008).

5.2.7.5. Buffer
El buffer estd compuesto generalmente de Tris-HCI, y es la solucién amortiguadora
que regula el pH de la reaccion, facilitando la actividad de la ADN polimerasa
termoestable (sensibilidad Optima), ademas permite la hibridacién entre los
partidores y el ADN molde (especificidad 6ptima) (Tamay de Dios et al., 2013; van

Pelt-Verkuil et al., 2008).

5.2.7.6. Taq polimerasa
Diferentes ADN polimerasas termoestables se encuentran disponibles
comercialmente, ya que esta constituye un factor importante para facilitar el éxito
de la amplificacion por PCR. Una de las utilizadas en la Taq polimerasa, la misma
que descrita en 1976 (Chien et al., 1976), esta polimerasa termoestable deriva de
una bacteria llamada Thermus aquaticus, cuyo habitat natural son las aguas
termales con temperatura entre 70°C y 75°C. Esta polimerasa termoestable tiene la
capacidad de sintetizar productos de PCR relativamente largos, y ademas tiene la
capacidad no inhibirse frente a contaminantes quimicos que puedan quedar después

de la extraccion de ADN (van Pelt-Verkuil et al., 2008).
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5.2.7.7. Ciclo de PCR

El proceso de la PCR consta de una desnaturalizacion inicial; seguida de ciclos

repetidos de desnaturalizacidn, hibridacion, extension; y una extension final (Cha

& Thilly, 1993; Cornejo et al., 2014; Tamay de Dios et al., 2013)(Fig.1)

e Desnaturalizacion inicial. Las cadenas de ADN de doble hélice son separadas
mediante el aumento de temperatura para que los puentes de hidrégeno puedan
romperse. Generalmente ocurre entre 94°C y 96°C durante 5-10minutos.

e Ciclos de laPCR. Se realizan ciclos sucesivos de desnaturalizacion y extension,
cada ciclo se repite entre 25 a 35 veces.

«» Desnaturalizacion. La reaccion a una temperatura de 94°C a 95°C y
durante 30 segundos a 1 minuto logra la desnaturalizacion completa de
las cadenas del ADN molde, proporcionando moldes de cadena sencilla
para el siguiente paso.

« Hibridacion. La temperatura disminuye, permitiendo a los partidores
unirse en las zonas complementarias del ADN molde de cadena sencilla.
Ambos partidores se unen de manera especifica flanqueando el
fragmento que se desea amplificar. Para que este paso se lleve a cabo la
Tm debe ser Optima y depende especificamente de los partidores;
generalmente oscila entre los 50°C y 60°C, y con un tiempo de 30

segundos a 1 minuto.

0
%

Extension. Conocida también como elongacion, consiste en la sintesis
de la nueva cadena de ADN, mediante la actuacion de la Taq polimerasa

que emplea como sustrato los dNTPs se encuentran en el medio. La
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TEMPERATURA

temperatura Gptima para la reaccion es de 72°C y el tiempo de la

extension depende de la longitud del fragmento a amplificar.

e Extension Final. Al concluir los ciclos, generalmente se realiza una ultima

extension que puede variar de 5-10 minutos a 72°C, para permitir que la
polimerasa termine de sintetizar los fragmentos que pudieron quedar

incompletos.

25- 35 CICLOS

Desnaturalizacion g8
Inicial B Desnaturalizacion

Hl Extension
Extension B Final

50°C - 60°C
30 seg — 1 minuto

e § 9
1 min 5-10 min

94°C-96°C i 94°C-95°C
5-10 min :30 seg — 1 minuto

TIEMPO

Figura 1. Etapas de la PCR, temperaturas, tiempos y ciclos estandares. Fuente: Escalante, 2019

5.3. MARCADORES MOLECULARES AMPLIFICADOS POR PCR

Durante los Gltimos afios, con el auge de la biologia molecular y biotecnologia se
han llevado a cabo investigaciones que incluyen la amplificacién por PCR de
diferentes genes, sobre todo en genes relacionados a la identificacion; entre los

cuales se destacan el COI (citocromo oxidasa I) que se ha utilizado ampliamente en
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animales, algas rojas, pardas, diatomeas, sin embargo, el COI es poco utilizado en
la identificacion de microalgas verdes debido a la presencia de varios intrones (Guo
et al., 2015; Hall et al., 2010). EI gen 185 ARNr esta presente en todos los
organismos, contiene regiones bien conservadas dentro de una especie y que son
diferentes entre especies, motivo por el cual ha sido utilizado en analisis
filogenéticos e identificacion de microalgas (Ebenezer et al., 2012; Guo et al., 2015;
Moreno, 2008). El ITS (espaciador transcrito interno), también es usado para la
identificacion de microalgas, estas secuencias son utiles para definir las diferencias
intraespecificas o de poblacidn debido a su rapida evolucion (Guo et al., 2015; Lang
& Kaczmarska, 2011). El rbcL (Gen de la subunidad mayor de la ribulosa-1,-
bifosfato carboxilasa/oxigenasa), se ha utilizado ampliamente en estudios de
evolucion, filogenia, biogeografia, genética de poblaciones, debido a la velocidad
relativamente rapida a la que se fijan las mutaciones, resulta Gtil para la
identificacion de divergencia genética (Lang & Kaczmarska, 2011; Wongsawad &

Peerapornpisal, 2014).

5.4. EL 18S ARNr UN MARCADOR ALTAMENTE CONSERVADO

Las secuencias moleculares de ADN han sido utilizadas para entender la
organizacion entre los diferentes grupos de vida y sus relaciones evolutivas, el ADN
ribosomal (ADNr) ha sido ampliamente usado, ya que es una secuencia genética
que codifica ARN ribosomal (ARNT), el cual es un componente para el desarrollo

de los ribosomas que traducen el ARN mensajero (ARNm) en proteinas, las mismas
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que son esenciales para sustentar la vida (Alanis, 2013). Las moléculas de ARNry
las subunidades ribosomales se designan en unidades Svedberg (S), una medida de
la velocidad de sedimentacion de particulas centrifugadas en condiciones
estandares (Vallejo, 2010). Los organismos eucariotas poseen ribosomas 80S, los
cuales se componen de: la subunidad ribosémica grande (60S), la cual consta de
tres regiones codificantes 28S, 5S y la 5,8S; y la subunidad ribosémica pequefia
(40S), que estd compuesta por la subunidad 18S (Alverson & Kaolnick, 2005;
Torres-Machorro et al., 2010). Debido a la naturaleza multicopia y las diversas tasas
de evolucion de las diferentes regiones de ADNTr, el gen 18S ARNr es muy utilizado
para estudios filogenéticos (Xu et al., 2016). Ademas, ya que sus secuencias son
facilmente accesibles y que posee regiones flanqueantes altamente conservadas, es
posible el uso de cebadores universales, y por su disposicion repetitiva en el genoma
proporciona altas cantidades de ADN para la PCR (Alanis, 2013; Meyer et al.,

2010).

5.5. AMPLIFICACION DEL GEN 18S ARNr EN LA IDENTIFICACION DE
MICROALGAS

La SSU o 18S ARNr ha sido usada para identificacion molecular en diferentes

especies de microalgas, tales como Dunalliellla salina, Haematococcus sp.,

Tetraselmis verrucosa, Chaetoceros gracilis, Thalassiosira weissflogii,

Nannochloropsis oceanica, Isochrysis sp., Haslea, Pseudothecadinium campbellii,

entre otras. De manera que, el gen 18S ARNr posee un alto potencial ya que puede

ser ampliamente utilizado para la amplificacién en especies de los grupos
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Chlorophytas, Bacillariophytas y Dinophyceae (Chantzistrountsiou et al., 2016;
Efimova et al., 2019; Gomaa et al., 2019; Kadar et al., 2018; Kim et al., 2015; Li et

al., 2017; Nikookar et al., 2017).

Para llevar a cabo la amplificacion de genes empleando la técnica de PCR, es
necesario evaluar los diferentes parametros que implican realizarla, siendo el mas
importante la temperatura de hibridacion, debido a que es el factor clave para que
la PCR se lleve a cabo en dptimas condiciones, y la evaluacion de gradientes de
temperatura permite determinar la temperatura correcta de reconocido de los
partidores durante la hibridacion en una sola ejecucion, haciendo que esta técnica

sea mas eficiente y rapida al emplearla en estudios moleculares.
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6. MARCO METODOLOGICO
6.1. TRABAJO DE LABORATORIO

6.1.1. Obtencién de muestras

Las muestras que se utilizaron para el desarrollo de este trabajo fueron obtenidas
desde cultivos de microalgas, registradas con los cédigos PM016 y PMO017 que
corresponden al proyecto INCYT-PNF-2017M3112. La biomasa fue concentrada
por centrifugacion a 8000 RPM durante 5 minutos y almacenada a -20°C para su

posterior uso.

6.2. TRABAJO BIOINFORMATICO

6.2.1. Disefio de Partidores

Para el disefio de partidores que amplifiquen el gen 18S ARNr, se descargaron 8
secuencias de microalgas chlorophyta de la base de datos GENBANK (NCBI) las
mismas que fueron evaluadas y alineadas en el programa ClustalW Alignment
(Thompson et al., 1994) implementado el software Geneious Prime® 2019.2.3. A
partir de tres secuencias altamente similares, se disefiaron un juego de partidores,
los mismos que fueron evaluados tanto en el programa Oligo Calc (Kibbe, 2007)
como en el programa Primer-BLAST (NCBI) (Ye et al., 2012). Las secuencias
utilizadas en este trabajo corresponden a los cddigos de acceso al GenBank

descritos en la (Tabla 1).

La amplificacion del gen 18S ARNr también fue evaluado utilizando un juego de

partidores TH100F (5"-AYGGCAACCTCATCCCAGGAAR-3") y TH101R (5°-
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TGGACTAAGGGCAGCGACGTAWTC - 37) disefiados por Yafiez (2011) que

amplifican microalgas y entregan un producto de 1230 pb.

6.3. ANALISIS MOLECULARES

Los analisis moleculares de las muestras biologicas fueron llevados a cabo en las
instalaciones del laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Estatal

Peninsula de Santa Elena.

6.3.1. Extraccion de ADN

Se probaron dos protocolos para la extraccion de ADN a) Técnica de extraccion
TENS modificado con Fenol-Cloroformo-Alcohol Isoamilico (TENS) (Green &
Sambrook, 2017; Sambrook & Russell, 2001), y b) Técnica de extraccion por
Método Salino (NaCl) modificado (Aljanabi & Martinez, 1997); ambos métodos

fueron evaluados de acuerdo a la concentracion y pureza.

6.3.1.1. Protocolo TENS Modificado

Se emplearon tubos eppendorf con 400 uL de biomasa concentrada de cada cepa, a
cada tubo se le afiadié 400 pL de buffer TENS, mas 2 uL de proteinasa K y se
incubaron a 37°C por 1 hora. Posteriormente se agregaron 200 pL de fenol y 100
mL de cloroformo y 100 pL de alcohol isoamilico y se centrifugaron las muestras
a 12000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo
eppendorf'y se le agrego 500 pL de alcohol frio al 96%. La muestra fue mantenida

en frio durante una hora y posteriormente centrifugada a 12000 rpm durante 10
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minutos. Adicionalmente, se realiz6 el lavado con 300 pL de etanol frio al 75%, y
se centrifugd a 12000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante fue descartado y la
pastilla celular fue secada durante aproximadamente 20 minutos. Finalmente,

fueron resuspendidas en 50 pL de Agua UltraPure™ y se conservaron a -20°C.

6.3.1.2. Protocolo de Método Salino (NaCl) Modificado

Tubos eppendorf con 400 pL de biomasa concentrada de cada cepa fueron tratados
con 600 uL de tampon de extraccion y 70 uL de SDS, posteriormente los tubos
fueron incubados a 55°C durante 15 minutos. Adicionalmente se afiadieron 200 pL
de NaCl 5M, y se centrifug6 a 10000 rpm durante 5 minutos. Luego se transfirio
800 uL del sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf, y se le agregaron 700 pL de
etanol frio al 96%. Las muestras fueron mantenidas en frio durante una hora y
posteriormente centrifugadas a 10000 rpm durante 5 minutos. La pastilla celular fue
lavada con 800 pL de etanol frio al 75%, y centrifugada a 12000 rpm durante 5
minutos. El sobrenadante fue descartado y la pastilla celular fue secada durante
aproximadamente 20 minutos. Finalmente, fueron resuspendidas en 50 uL de Agua

UltraPure™ y conservado a -20°C.

6.3.2. Purificacién de ADN

La purificacion del ADN se realizdé mediante el método de Acetato de Sodio (3M,
pH 5,2) que es una sal comunmente usada para la mayoria de las precipitaciones

rutinarias de ADN y ARN (Green & Sambrook, 2016). En este procedimiento se
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utilizaron 10 pL de Acetato de Sodio por cada 100 pl de ADN. Ademas, se
afiadieron 250 L de etanol frio al 96% y se lo dejo reposar a -20°C durante una
hora. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 12000 rpm durante 10
minutos para la precipitacion del ADN. El pellet fue lavado con 250 pL de etanol
frio al 75%, y finalmente resuspendido en 40 pL de Agua Ultrapure™ y conservado

a -20°C.

6.3.3. Cuantificacion de ADN

El producto extraido con los dos protocolos que paso por el proceso de purificacion
fue cuantificado a través del equipo NanoDrop 2000 de Thermo Scientific™, y
mediante el software de este equipo se evalud la cantidad del &cido nucleico ADN
(ng/uL), asi como la pureza de las muestras a través de la relacion del valor de
absorbancia 260/280, para el posterior uso de las muestras de ADN en la reaccion

en cadena de la polimerasa.

6.4. VARIACIONES DE TEMPERATURA EN LA AMPLIFICACION DEL

gen 18s ARNr

Las dos cepas PM016 y PMO017, fueron sometidas a evaluacion de un gradiente de
temperatura que va de 59°C a 64°C para la cepa PM016. Mientras que para la cepa
PMO017 se aplic6 un gradiente de temperatura de 55°C a 65°C. Los gradientes fueron

establecidos con base en las temperaturas de los partidores.
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La mezcla de PCR, para amplificar el gen 18S ARNr de las dos cepas de microalgas:
PMO016 y PMO017; se sigui6 del protocolo descrito por Yafiez (2011), un volumen
de 30 pL fue preparado mezclando 1X PCR Buffer ( 10X PCR Rxn Buffer,
INVITROGEN™), 0,2 mM de dNTPs (100mM dNTPs Set, INVITROGEN™),
3mM de MgCL; (25 mM MgCl,, INVITROGEN™), 0,125 uM de cada partidor,
(10 uM), 1 U de Platinum® Taq DNA Polymerase (5 U/uL, INVITROGEN™)y 1

uL de ADN genomico.

El programa de PCR utilizado en este estudio se siguié del protocolo descrito por
Yafiez (2011). Para el efecto se utilizd un Termociclador T100™ Thermal Cycler
(BIORAD), empleando los siguientes ciclos: una desnaturalizacion inicial de 94°C
por 10 minutos; seguido de 35 ciclos que consistieron en la desnaturalizacion a 94°C
por 40 segundos, gradiente de temperatura de hibridacion acuerdo a los partidores
empleados en la mezcla por 30 segundos, elongacién a 72°C por 1 minuto 30

segundos; y una elongacion final a 72°C por 10 minutos.

6.4.1. Evaluacion de la temperatura respecto al ciclo de amplificacion

Para conseguir un potencial de amplificacion se evalud el efecto de la temperatura
frente al nimero de ciclos de amplificacion del gen 18S ARNr por PCR, y obtener
un amplicon de mayor intensidad en el menor tiempo posible. Se evalud un
protocolo de amplificacion con 25, 30 y 35 ciclos manteniendo el mismo programa

de amplificacion de PCR descrito anteriormente.

26



7. ANALISIS DE LOS RESULTADOS
7.1. TRABAJO BIOINFORMATICO

7.1.1. Disefio de Partidores

Para la amplificacion del gen 18S ARNr se utilizaron tres secuencias altamente
similares de la base de datos GENBANK (Tabla 1), las cuales fueron analizadas en
el software Geneious Prime® para el disefio de los partidores. Se realiz6 una
alineacion utilizando ClustalW Alignment, la cual mostré que las secuencias
seleccionadas presentaban regiones conservadas cercanas a los 254 pb y1552 pb.
Sobre estas regiones se disefiaron partidores conservados para la amplificacion del
gen (Fig. 2). Los partidores disefiados fueron Forward PMO17F (5'-
TTCTGCTCTACCAACTTTCG-3) y Reverse PMO17R (5°-

ACAAAGGGCTGGCACGAAATCAAC-3).

Tabla 1. Identificacion de las secuencias de microalgas utilizadas para el disefio de los partidores, nimero de
acceso en GenBank para las secuencias del gen 18S ARNTr.

Tamaho

Organismo GenBank Loci Lugar de origen (bp) Autor
Pseudendoclonium = DQO011230.1  Nc. 18S USA 1688 Pombert, et al., (2005)
akinetum
Pseudendoclonium =~ MF000572.1  Nc. 18S 1592 Skaloud, et al., (2018)
sp.

Pseudendoclonium =~ HF570952.1 Nc. 18S Antértida 1679 Skaloud, et al., (2013)
printzii
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Consensus
Identity mem
1.MF000572.1 1 I Iy o -E oy n i [ ||
2.DQ011230.1 L] (] ||| [ | 1 e 1 w urn 1 1 umH
3. HF570952.1 o ! (IR R TR TR | " [RIRT IIHI ! T TR]
B
Consensus CCOGGECEMTGTTTCRTTCERCTTTCTCCCCTRTCERCTTTCCGRCCCTRCTETRGCEGC CECTRCCGTGCGT]
Identity
1. MF000572.1 CGG TGTTTCATTCAACTTTCTGCCCTATCAACTTTCGACGGTAGTATA
2.DQ011230.1 o ol Y ATFTTTCMTT(}‘\H(TTT(TGC(CT!\TC‘\/\( TTTCGACGGTAGTATA
3. HF570952.1 = e oy ATGTTTCATTCAACTTTCTGCCCTATCAACTTTCGACGGTAGTATA
C

i L

Primer Reverse

Consensus TR GCCGCCEGCTCRTCRTCTCGCGTTCRTTRICGTCCCTGCCCTTTCTRCHWCECCGCCOGTCGCTCCTHA
Identiy I
1. MF000572.1 TAAG TCTCGCOTTHATTACGTCCCTGCECCCTTTGTACACACCGCCEGTCGETCCTA
2.DQ011230.1 TAAG TCTCGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTA
3. HF570952.1 TAAGC -Ll'(f((TT(';»TT/\(\7'((('1&(((1'TT.’3T CACACCGCCCGTCGCTCCTA

Figura 2. Alineamiento de secuencias del gen 18S ARNr. A. Vista general del alineamiento del gen 185 ARNr

de las secuencias seleccionadas. B. Vista del sitio de hibridacion del Primer Forward (color naranja). C. Vista
del sitio de hibridacion del Primer Reverse

Tanto los partidores disefiados en este estudio, asi como el juego de partidores
disefiados por Yafez (2011) TH100F (5"-AYGGCAACCTCATCCCAGGAAR-
3") y TH101R (5"- TGGACTAAGGGCAGCGACGTAWTC-3"), cumplieron con

las condiciones y parametros establecidos para su funcionamiento. (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de los partidores utilizados para la amplificacion del gen 185 ARNr.

Tamaiio del

Region  Partidor Sec’:uencia Largo  G+C Tm’ (?C) amplicon
5 —3 (pb) (%) Tedrico (pb)
18S
ARNr  PMO17F* 5 -TTCTGCTCTACCAACTTTCG-3’ 20 46% 564
18S ~ 1320
ARNr PMO17R* 5 -ACAAAGGGCTGGCACGAAATCAAC-3’ 24 50 652
AeS  THIOOF!  5-AYGGCAACCTCATCCCAGGAAR -3 22 4555  60-64
185 =~ 1230
ARNr THI101R!  5- TGGACTAAGGGCAGCGACGTAWTC -3 24 50 65

*Partidores disefiados en este estudio
!Partidores disefiados por Yariez (2011)
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El tamafio de los amplicones se pudo obtener a través de un analisis in silico del
gen 18S ARNr en el programa Primer-BLAST. Con los partidores disefiados
PMO17F y PMO17R, se obtuvieron productos amplificados de =1320 pb (Fig.3A);
al igual que con los partidores TH100F y TH101R disefiados por Yafiez (2011), se

obtuvieron productos amplificados de 1230 pb (Fig. 3B).

A

Primer-BLAST Results &

Input PCR template HF570952.1 Pseudendoclonium printzii partial 185 rRNA gene, strain SAG 467-1
Range 1-1679
Specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: Refseq mRNA (Organism limited to Homo sapiens)
Other reports > Search Summary

©Graphical view of primer pairs

© HEST09521+ | Fnd: viaoda @I Roose | QTndse & 7 -
200 2% 300 350 400 450 |Se0 s b 1K 1050 (1100 [LISO (1200 1250 L300 L3S0 N4 1450 NS00 1550 1600 1679

> >
Primer pairs for job UEayxMEPI-warvITleb0toTLo%ed10nt

Priver 118
R PO N0 B S B0 (N6 PRO IR0 JE8 [0 (NC_ 000 R[N N0 _lN8__ 0. DN LSS RK RS LIS LS LSS [LES RIS LS LN UGN DA LI 6. 17
HFST0952.1: 117K (1,678 nt) £ Tracks shown: 3/6
=] . .
Detailed primer reports
Primer pair 1
Sequence (5'>3) Template strand Length Stat Stop Tm  GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer TTCTGCCCTATCAACTTTCG Plus 20 244 263 5547 4500 3.00 200
Reverse primer ACAAAGGGCAGGGACGTAATCAAC Minus P2 1563 1540 6338 5000 4.00 0.00
Product length 1320
Primer-BLAST Results &
Input PCR template AJ544651.1 Sellaphora pupula 18S rRNA gene, ITS1, 5.85 rRNA gene, ITS2 and 26S rRNA gene (partial), strain CAP
Range 1-2510
Specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: Refseq mRNA (Organism limited to Homo sapiens)
Other reports >Search Summary
©Graphical view of primer pairs
S msasesra v | Find: SAR - N -~ JRoWI] [OQ = IS R Toos» | @ Tracks~ ¥, Download» Q 7 ~
1 ey 1,900 2 K 2,100 12.200 2,

185 rRNA 585 rRMA 285 RN

FRHA-SSS ritoson. SN rRNA-26S ritoson. NI

(U) Primer pairs for iob AhnSqEuRYOVZEVOZPBIVISCUXWWOLOBZ ox
D &
Priner 1 &

1 100 200 [300 400 [se0 (660 (700 800 %60 1K [1100  [1200 1360 1400 1500 1660 1760 1860 (1900 |2 K 2100 [2200  |2.300 2519

AJS44651.1: 1..2.5K (2,510 nt) % ° Tracks shown: 3/5

©Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'>3") Template strand Length Start Stop Tm  GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer ~ ACGGCTACCACATCCAAGGAAG Plus 2 341 362 6232 5455 4.00 4.00
Reverse primer TGTACAAAGGGCAGGGACGTAATC Minus 24 1574 1551 6266 50.00 6.00 0.00

Product length 1234

Figura 3. Resultados obtenidos en el programa Primer-BLAST. A. Amplificacion obtenida utilizando los partidores
PMO017F y PMO17R, obteniendo un producto amplificado de 1320 pb. B. Amplificacion obtenida utilizando los
partidores disefiados TH100F y TH101R, obteniendo un producto amplificado de 1230 pb.
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7.2. ANALISIS MOLECULARES

7.2.1. Extraccion de ADN

Se realizaron un total de 8 extracciones de ADN genomico, cuatro muestras

corresponden al protocolo TENS y cuatro muestras con el protocolo NaCl.
7.2.1.1. Protocolo TENS modificado

Las extracciones de ADN con el protocolo TENS dieron como resultado
concentraciones >150 ng/pL y <700 ng/uL para las cepas de microalgas en estudio,
siendo la muestra PM016-1 la de menor concentracion con 157,9 ng/pL, mientras
que la muestra PM017-4 presentd la mayor concentracion con este protocolo.
Ademas, se obtuvieron valores de absorbancia 260/280 >1,8 en todas las muestras
procesadas; de manera que reflejaron una pureza dptima en las muestras de ADN
(Tabla 3).

Tabla 3. Datos de concentracion y pureza del ADN — Protocolo TENS

Muestra TENS Muestra TENS
Cepa  Concentracion  Relacion Cepa  Concentracion  Relacion
016 ADN (ng/uL) A 260/280 017 ADN (ng/uL) A 260/280
1 157,9 2,03 3 556,0 1,98
2 360,3 1,84 4 675,0 1,88

La concentracion y pureza de las muestras de ADN empleando el protocolo TENS
modificado fueron evaluados por espectrofotometria, obteniendo un perfil espectral
a partir de la relacién de la absorbancia y la longitud de onda para cada una de las

muestras analizadas (Fig. 4).
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PROTOCOLO TENS
Sample ID Nucleic Acid Unit  A260 (Abs) A280 (Abs) 260/280 Sample Type Factor Factor type

016_1 1579 ng/pnl 3,159 1.560 2,03 DNA 50,00 Factor
016_2 360.3 ng/pl 7,208 3,918 1.84 DNA 50,00 Factor
017_3 556.0 ng/pl 11,119 5.609 1.98 DNA 50.00 Factor
017 4 675.0 ng/nli13.500 7.183 1.88 DNA 50,00 Factor
Tois > oty =
1 / N
2 7~
12 018 2 3
\
n \,
N\
w0 {\ .
\ /
/
N S/

Figura 4. Perfil espectral de las muestras de ADN de la cepa PM016 y cepa PMOL7 extraidas con el
protocolo TENS obtenido a partir de espectrofotometria en NanoDrop 2000.

La integridad del ADN fue evaluada mediante electroforesis en un gel de agarosa
al 1%, se obtuvieron mejores bandas correspondientes a las muestras de la cepa
PMO017, mientras que para las muestras de la cepa PMO016 se obtuvieron bandas de
menor intensidad (Fig. 5); lo cual esta correlacionado con la concentracion reflejada

por espectrofotometria en el NanoDrop 2000.

MP 1 2 3 4

3Kb m—p ==
1Kb | am—

Figura 5. ADN genémico de las microalgas obtenido con el protocolo TENS. MP: Marcador de peso

molecular de 1Kb. Carril 1-2 ADN genoémico de la cepa PM016. Carril 3-4 ADN genémico de la cepa
PMO017.
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7.2.1.2. Protocolo NaCl modificado
Los productos obtenidos a partir de las extracciones de ADN realizadas con el
protocolo NaCl mostraron concentraciones >500 ng/pL, siendo la muestra 017-3 la
de mayor concentracion. De igual manera, los valores de absorbancia 260/280
fueron >1,8 para la mientras de la cepa PMO017 lo que reflejé una pureza dptima en
las muestras con este método de extraccion de ADN, mientras que para la cepa
PMO016 los valores de absorbancia 260/280 fueron inferiores a 1.8 (Tabla 4).

Tabla 4. Datos de concentracion y pureza del ADN — Protocolo NaCl

Muestra NaCl Muestra NaCl
Cepa  Concentracion Relacién Cepa  Concentracion Relacién
016 ADN (ng/uL) A 260/280 017 ADN (ng/uL) A 260/280
1 88,5 1,72 3 654,7 1,91
2 97,6 1,65 4 580,6 1,89

Los valores de concentracion y pureza de las muestras de ADN utilizando el
protocolo NaCl modificado fueron evaluados por espectrofotometria, de manera
que se obtuvieron perfiles espectrales de cada una de las muestras a partir de la

relacion de absorbancia y la longitud de onda (Fig 6).

PROTOCOLO NaCl
| sample ID | Nucleic Acid | Unit |A260 (Abs)| A280 (Abs)|260/280] Sample Type |Factor | Factor type

016_1 88,5 na/pl 1,769 1,029 1,72 DNA 50,00 |Factor
|o16_2 |97,6 Ing/ul|1,953 1,184 1,65 |DNA 50,00 |Factor
[017_1 |654,7 [ng/u[13,094 6,841 1,01 [DNA 50,00 |Factor
017_2 580,6 ng/ul|11,613 6,135 1,89 DNA 50,00 |Factor

13 {0172

Absorbance

10mm

1 ] x
0
T T T
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
Wavelength (nm)

Figura 6. Perfil espectral de las muestras de ADN de la cepa PM016 y cepa PM017 extraidas con el protocolo
NaCl obtenido a partir de espectrofotometria en NanoDrop 2000
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Asi también, se realizd una evaluacién de la integridad de las muestras de ADN
extraidas con el protocolo NaCl, mediante electroforesis en un gel de agarosa al
1%. Se obtuvieron bandas de buena calidad correspondientes a la cepa PM017, al
contrario de las bandas de la cepa PM016 que presentaron de menor intensidad

(Fig.7).
MP 1 2 3 4

Figura 7. ADN gendmico de las microalgas obtenido con el protocolo NaCl. MP: Marcador de peso

molecular de 1Kb. Carril 1-2 ADN genomico de la cepa PM016. Carril 3-4 ADN gendémico de la cepa
PMO017.

Mediante un analisis de varianza, los datos de concentracién de ADN empleando el
protocolo TENS y el protocolo NaCl, no mostraron diferencias significativas
(p>0,05). En cuanto a la pureza de las muestras, los valores de analizados de
A260/280 de las muestras de ADN extraidas con ambos protocolos, tampoco
mostraron diferencias significativas (p > 0,05). Sin embargo, entre ambos
protocolos, el TENS requiere un menor tiempo de inversion dentro del laboratorio

para realizar extracciones de ADN.
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Diversos protocolos de extraccién de ADN se han reportado en la literatura (Butler,
2012; Tan & Yiap, 2009), algunos de los cuales son ampliamente usados en la
extraccion de ADN de diferentes especies de microalgas (Eland et al., 2012;
Jagielski et al., 2017). Por ejemplo el protocolo de extraccion NaCl (Aljanabi &
Martinez, 1997) ha sido utilizado para extraccion de ADN y con usos posteriores
en la reaccion en cadena de la polimerasa (Liu et al., 2018; Mallet & Lee, 2006).
Sin embargo, el protocolo TENS (Green & Sambrook, 2017; Sambrook & Russell,
2001), ha sido evaluado con otros métodos de extraccion de ADN de microalgas y
ha arrojado productos de mediana a alta concentracion pero con alta pureza con
respecto a otros métodos de extraccion. Por lo tanto, este protocolo es altamente
fiable para extracciones de ADN de microalgas y su posterior uso en la
amplificacion de genes mediante PCR (Guminska et al., 2018; Min et al., 2008).
Con base en esta informacion cientifica, nuestros resultados estan en acuerdo a lo
indicado anteriormente, al utilizar el protocolo TENS se obtuvo un producto de

mediana concentracion, pero de alta pureza.

7.3. VARIACIONES DE TEMPERATURA EN LA AMPLIFICACION DEL

gen 18S ARNr

Los partidores TH100F y TH101R empleados para la amplificacion del gen 18S
ARNTF de la cepa PMO016, lograron amplificar productos visibles notablemente en el
gel de agarosa al 1%, con un tamafio esperado de 1230 pb para todas las muestras

en cada uno de los gradientes evaluados; lo cual corrobora los resultados de Yafiez
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(2011) que obtiene productos de igual tamafio (pb) en las muestras de ADN

evaluadas en este trabajo.

Por otro lado, se observo que el amplicon que corresponde a una temperatura de
59°C fue el mas definido y ademéas se diferencio claramente de los demas
amplicones obtenidos. La intensidad de los amplicones fue baja a medida que la
temperatura incrementa, los amplicones muestran menor nitidez; por eso a una

temperatura de 64°C el amplicdn es casi imperceptible en el gel de agarosa (Fig. 8).

MP 1 2 3 4 5 6 7 8 &8
59,0°C  594°C 60,0°C  60,9°C 62,1°C 63.0°C  63.6°C 64,0°C

;yf‘l'
TR LY

T

3Kb mmmp

'}
F 48

1Kb mmp D - - — — -1230pb

?
B

Figura 8. Gradiente de temperatura de la cepa PM016 empleando los partidores TH100F y TH101R. MP:
Marcador de peso molecular de 1Kb. (lado izquierdo). Carril del 1-8 amplicones obtenidos a diferentes
temperaturas de la cepa PM016 con un tamafio de 1230 pb. C(-): Control negativo.

Asi también, los partidores PM017F y PM017R utilizados para la amplificacion del
gen 18ARNr de la cepa PM017, amplificaron un producto de 1320 pb, tal como se
lo habia pronosticado en el disefio in silico. De esta manera se confirma el tamafio

del fragmento esperado. En este resultado el efecto de la temperatura se manifestd
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de la misma manera que en el experimento anterior. La intensidad del amplicon se
observd mejor definido con una temperatura de 65°C, mientras que, a menor
temperatura los amplicones fueron menos visibles. En las temperaturas 55,0°C,
59°C y 64,4°C no se observaron amplicones, esto pudo suceder por alguna falencia

en la manipulacién de la muestra o por la especificidad de los partidores (Fig. 9).

MP 1 2 3 E 5 6 i3 8 C(-)
55,0°C  56,6°C 57,9°C 59,0°C 61,2°C 62,8°C  64,4°C 65,0°C

bl

3Kb mmmm)

— e 4= 1320 pb

1Kh )

e
B i
="
R
i
———

Figura 9. Gradiente de temperatura de la cepa PM017 empleando los partidores PM017F y PM017R. MP: Marcador

de peso molecular de 1Kb (lado izquierdo). Carril del 1-8 amplicones obtenidos a diferentes temperaturas de la cepa
PMO017 con un tamafio de 1230 pb. C(-): Control negativo

Esta descrito que, los gradientes de temperatura en una reaccion de cadena de la
polimerasa son importantes debido a que se los considera una estrategia de
optimizacion de la rapidez y especificidad de la PCR, permitiendo encontrar la
temperatura de hibridacion optima en cada reaccion en particular (Sullivan et al.,
2006). Para escoger los gradientes de temperatura a evaluar, es necesario considerar
la Tm (Temperatura melting o de fusién) de los partidores ya que se usan como

indicador de la fuerza de hibridacion de estos. De manera general, se considera que
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temperaturas de 55°C a 60°C son Gptimas para una PCR, pero esto puede variar de
acuerdo con cada protocolo empleado. Sin embargo, la especificidad de la PCR
depende en gran medida de la Tm, motivo por el cual es necesario considerar que la
Tm entre ambos partidores solo puede variar de 2°C a 3°C, caso contrario pueden
crear amplificaciones deficientes o amplificar productos no deseados. Ademas, si
la Tm de ambos partidores es muy baja, los fragmentos de ADN no especificos se
amplifican provocando la aparicion de multiples ampliconess en el gel de agarosa;
mientras que, si la T, de ambos partidores es demasiado alta, el rendimiento y la
pureza del producto se reducen debido a la deficiencia de reconocimiento de los
partidores (Apte & Daniel, 2009; Hernandez-Flores & Valdez-Mijares, 2018;
Rychlik et al., 1990). En los resultados obtenidos la cepa PMO016 mostrd
amplificaciones en todos los gradientes, pero el amplicon mas definido fue a una
temperatura de 59°C; mientras que para la cepa PMO017 no hubo amplicones en
todos los gradientes, pero a 65°C mostré un amplicon 6ptimo en el gel de agarosa.
Esto puede ser debido a que, en el caso de la cepa PM016 los partidores empleados
tenian una Tm cercana, es decir entre los 60°C y los 65°C obteniendo una
amplificacion de productos de buena calidad; en el caso de la cepa PMO017 los
partidores utilizados presentaban una T entre los 56°C y los 65°C, de manera que
la diferencia de temperaturas era muy amplia, llevando a no obtener productos
amplificados a ciertas temperaturas analizadas. En todo el trabajo, el gradiente de
temperatura de los partidores nos permitié demostrar con claridad el efecto de la

temperatura frente a la amplificacion.
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7.3.1. Evaluacion de la temperatura respecto al ciclo de amplificacion

Una vez definida la temperatura de hibridacion de los partidores, se quiso conocer
como afecta la temperatura al nimero de ciclos de la amplificacion por PCR. Para
esto, se utilizaron los partidores TH100F y TH101R que demostraron una mejor
amplificacion a los 59°C. Los ciclos evaluados fueron a 25,30 y 35. Los resultados
obtenidos fueron positivos en todos los casos, la intensidad de los amplicones
fueron graduales, es decir, a mayor numero de ciclos mayor intensidad del
amplicén. Por lo tanto, a 35 ciclos la intensidad de los amplicones fue mayor,
mientras que a 25 ciclos la intensidad de los amplicones fue menos intensa. Este
hecho sugiere que, para validar una PCR cualitativa para la cepa PMO016, solo se

necesitan 25 ciclos de amplificacién (Fig. 10).
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A 35 CICLOS

MP 1 2 3 4 5 C(-)
JKhmmm | e
(K| e S D G — et 4= 1230 pb
B 30 CICLOS
MP 1 2 3 4 5 C(-)
—
3Khm— | —
¢ 1230 ph
T Khm—) | —
C 25 CICLOS
MP 1 2 3 4 5 C(-)
_—
3Khemmmp | —
1Kb — - 4= 1230 pb

Figura 10. Nimero de ciclos evaluados en la PCR de la cepa PM016. A. Amplicones obtenidos a 35 ciclos.

B. Amplicones obtenidos a 30 ciclos. C. Amplicones obtenidos empleando 25 ciclos. MP. Marcador de peso
molecular de 1Kb. C(-): Control negativo.
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Caso parecido sucedi6 con la cepa PM017 empleando los partidores PMOL17F y
PMO17R, al evaluar el efecto de la temperatura frente al nimero de ciclos, resulto

que a una temperatura de 65°C y 25 ciclos, fue suficiente para obtener un amplicén

y saber que la amplificacion fue positiva (Fig. 11)

A 35 CICLOS
MP 1 2 3 4 5 C(-)
3Kb m— g
1Ky | e _— ¢ 1320 pb
B 30 CICLOS

5KI)- !
1Kb R S— S — — 1320 ph
C 25 CICLOS
MP 1 2 3 4 5 C(-)
3KD m— ‘
——
1TKD m— — = L N— , C—— —— 4w 320 pb

Figura 11. Nimero de ciclos evaluados en la PCR de la cepa PM017. A. Amplicones obtenidos a 35 ciclos.

B.Amplicones obtenidos a 30 ciclos. C. Amplicones obtenidos empleando 25 ciclos. MP. Marcador de peso
molecular de 1Kb. C(-): Control negativo.
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La evaluacion de ciclos de amplificacién en un gen determinado y una especie en
particular es ampliamente utilizado ya que permite optimizar la reaccién en cadena
de la polimerasa para obtener productos amplificados de buena calidad, confiables
y reproducibles, en un menor tiempo (Rameckers et al., 1997). Varios estudios han
utilizado este método de evaluacion de ciclos y su efecto en la amplificacion de
productos de PCR (Ahn et al., 2012; Bouabouls et al., 1992; Henegariu et al., 1997,
Sipos et al., 2007; Wu et al., 2010), los mismos han determinado mediante sus
resultados que aproximadamente a 25 ciclos se obtienen amplicones con producto
suficiente y a medida que se incrementan el nimero de ciclos (entre 30 a 40 ciclos)
existe un aumento gradual de la cantidad de producto. Estos datos corroboran los
resultados obtenidos en este estudio ya que se obtuvieron amplicones en todos los
ciclos analizados, existiendo disminucion gradual de la intensidad de los
amplicones a medida que el nimero de ciclos disminuia. Sin embargo, al igual que
en otras investigaciones, un numero de 25 ciclos puede considerarse suficiente para
saber que un gen amplificd, en este caso el gen 18S ARNr de la cepa PMO016 y
PMO017 que fueron analizadas pueden amplificarse solamente a 25 ciclos;
obteniendo como resultado un producto con cantidad suficiente para analisis

posteriores.
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8. CONCLUSIONES

El protocolo TENS modificado, mostré mejores resultados para extracciones de
ADN de las cepas PM016 y PM017. Con valores medios de concentracion de 259,1
ng/pL para la cepa PM016 y 615,5 ng/pL para la cepa 017, mientras que los valores
de pureza fueron de 2,0 en ambos casos presentando pureza 6ptima en las muestras.
Mientras que el protocolo NaCl modificado mostré valores variables en ambas

cepas tanto de concentracion como de pureza.

Los partidores disefiados PM017F Forward (5-TTCTGCCCTATCAACTTTCG-
3) y PMO17R Reverse (5-ACAAAGGGCAGGGACGTAATCAAC-3),
cumplieron los pardmetros y condiciones para su funcionamiento permitiendo
amplificar fragmentos de 1320 pb del gen 18S ARNTr para la cepa PMO017. Mientras
que los partidores diseflados por Yafiez (2011), TH100F Fordward (5°-
AYGGCTACCACATCCAAGGAAR-3") y TH101R Reverse (-
TGTACAAAGGGCAGGGACGTAWTC-3") utilizados en este estudio
permitieron amplificar fragmentos de 1230 pb del gen 18S ARNr para la cepa

PMO016.

A través del gradiente de temperatura se determind que la temperatura 6ptima para
la amplificacion del gen 185 ARNr con los partidores PMO17F y PMO17R es de
65°C para la cepa PMOL17. Mientras que para la cepa PMO016, utilizando los

partidores TH100F y TH101R es de 59°C.
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El efecto de la temperatura, con respecto al ciclo de amplificacion del ADN, mostré
que una cantidad de 25 ciclos son suficientes para generar amplicones de buena

intensidad y demostrar la presencia del gen 18S ARNT.
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9. RECOMENDACIONES

La optimizacion de la PCR se basa principalmente en la temperatura de hibridacion
empleada, la cual debe depender de los pardmetros de los partidores, los mismos
que deben presentar caracteristicas Optimas para ser empleados en la PCR; por lo
cual se recomienda este trabajo para que pueda ser utilizado en el disefio de

partidores de cualquier organismo.

La evaluacion de ciclos es una opcion eficaz para reducir el tiempo en el que obtiene
los productos de PCR cuando se hace un analisis cualitativo, minimizando asi el

tiempo invertido del investigador en el laboratorio.
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11. ANEXOS

ol

Figura 12. Gabinete de Seguridad utilizado para la realizar la mezcla de PCR

Figura 13. Pastilla celular obtenida de las muestras después de la extraccién ADN.

52



Figura 14. Trabajo realizado en el Laboratorio de Biologia Molecular
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