TP Diseino de cebadores para PCR in silico

Introduccion

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (por sus siglas en inglés, Polymerase Chain Reaction) es una
técnica que permite la amplificacidn in vitro de un fragmento de ADN. Es decir, a partir de unas pocas moléculas
de ADN molde (pueden ser 10 moléculas o en algunos casos incluso menos), pueden obtenerse millones de
copias de un fragmento de ADN especifico cuya secuencia esta presente en las originales. La especificidad del
ensayo estd dada por el largo y la secuencia del par de oligonucledtidos que se emplea como cebadores o
primers que flanquean al producto de tamaiio definido, también conocido como amplicén. Ademads, esta técnica
lleva muy pocas horas de trabajo, por lo que resulta ideal para ensayos diagndsticos. Estas caracteristicas han
promovido el desarrollo de una gran variedad de adaptaciones y variantes.

Para llevar a cabo una reaccién de PCR se requiere de los siguientes componentes en la mezcla de reaccion:
a) ADN molde; b) dos oligonucleétidos de hebra simple que funcionen como cebadores al hibridar en los
extremos, sobre hebras opuestas de la secuencia blanco que se desea amplificar y con los oxhidrilos 3’mirando
uno hacia el otro; c¢) una enzima ADN polimerasa termoestable (Taqg, Pfu o Pfx polimerasas); d) mezcla de los
cuatro desoxirribonuclétidos trifosfato (dNTPs): dATP, cCTP, dGTP y dTTP; e) buffer de reaccion; v,
generalmente, f) una sal de magnesio cuya concentracion final suele tener que optimizarse. Para llevar adelante
la amplificaciéon del amplicon se emplea un equipo denominado termociclador que permite controlar los
cambios de temperatura de las muestras durante cada ciclo de reaccién en forma rapida y reproducible. Cada
ciclo consiste en tres etapas:

1) Desnaturalizacion: Durante esta etapa la mezcla de reaccidn es calentada a temperaturas entre los 90 y 100
°C (generalmente a 94 °C). A esta temperatura se produce la desnaturalizacién del ADN en menos de un minuto.

2) Hibridacion o annealing: Después de separar las hebras, la mezcla de reaccion es enfriada rapidamente a
temperaturas que usualmente van desde los 40 a 70 °C, segun el largo y la secuencia de los cebadores. La
reaccidn se mantiene a esa temperatura durante tiempos menores a 30 segundos. En estas condiciones los
primers se hibridan con su secuencia complementaria en el ADN molde desnaturalizado.

3) Extension o polimerizacion: En esta Ultima etapa del ciclo, la muestra es calentada nuevamente a una
temperatura que generalmente varia entre los 60 y 75 °C durante tiempos que usualmente van desde 10
segundos a varios minutos. El tiempo de cada ensayo se define en base a la actividad de la DNA polimerasa
empleaday al tamafio del amplicdn. En estas condiciones la enzima ADN polimerasa sintetizard una nueva hebra
de ADN agregando nucleédtidos desde el extremo 3° libre del primer.

En los ensayos clasicos de PCR, este ciclo de tres etapas se repite entre 20-40 veces logrando de esta manera
que el proceso de amplificacién guiado por los primers se repita ciclo a ciclo de forma de incrementar de manera
exponencial el producto amplicén delimitado por los primers (Figura 1). El producto final de esta reaccién es
entonces un segmento de ADN bicatenario cuyos extremos estan definidos por el extremo 5” de los cebadores
o primers, por lo que tienen un tamafio definido. Las reacciones de PCR se analizan corriendo la mezcla de
reaccion luego del ultimo ciclo en un gel de agarosa para evaluar la presencia o no del amplicén del tamafio
buscado. Asi, la combinacion de dos primers de secuencia especifica (>15 bases) y la obtencién de un producto
del tamafio esperado resulta en la deteccién de la secuencia blanco con un grado de certeza muy alto.
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Figura 1. Esquema de ciclos de reaccion de PCR. 1) Desnaturalizacion de molde de ADN. 2) Hibridaciéon de cebadores.
3) Elongacion de cebadores.

Primers para PCR
Los primers (o cebadores) son oligonucleétidos de simple hebra de ADN que determinan la especificidad de la

secuencia a amplificarse. Al disefiar primers para PCR se recomienda tener en consideracion los siguientes
criterios:

Deben ser oligonucleétidos mayores de 18 nucledtidos

Es deseable que tengan un contenido de G/C (40 a 60%) o ligeramente superior, sobre todo hacia el extremo 3',
pero evitando largas repeticiones de G (>4).

Deben tener una temperatura de desnaturalizacion (o melting) de entre 50y 70 °C, y no debe diferir entre ambos
enmasde5 °C

Deben ser especificos de un solo sitio, evitando regiones con secuencias altamente repetitivas.

No deben formar estructuras secundarias internas (hairpin) o dimeros entre ellos.

Aplicaciones de la PCR
La PCR es una técnica increiblemente versatil con innumerables aplicaciones practicas. Una vez que se

completaron los ciclos de PCR, las moléculas de ADN generadas pueden ser utilizadas para clonar, secuenciar o
mapear mutaciones, entre otras posibilidades. Ademas, al ser una técnica altamente especifica y sensible, la PCR
permite evidenciar la presencia de un determinado fragmento de ADN en muestras complejas. Esta
potencialidad ha convertido a la PCR (y sus multiples variantes) en una técnica de rutina en todos los laboratorios
de biologia molecular y diagnéstico. Asi, por ejemplo, las técnicas de PCR se emplean en estudios de filiacidn,
identificacion de victimas y criminales, diagndstico diferencial de enfermedades infecciosas y su monitoreo,
consejo genético para parejas con dificultades para concebir, etc. En investigacidn y biotecnologia son usadas
en la generacidn de variantes de proteinas y modelos de estudio, para cuantificar la expresién de genes, y para
desarrollar especies transgénicas que mejoren la produccién agro-ganadera o biosimilares para la industria
farmacéutica.

Videos sugeridos
Los siguientes videos resumen las diferentes etapas que ocurren en una mezcla de reaccidn de PCR:

https://youtu.be/2KoLnlwoZKU
https://youtu.be/iQsu3Kz9NYo
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Diseio de primers

El corazén de lo que uno tiene que planificar en una PCR es el disefio de los primers. Por lo tanto, vamos a
hacer un pequefio ejercicio de ello. Volvamos a la secuencia problema que hemos visto en el TP de
Bioinformatica e intentemos disefiar primers con distintos objetivos.

1) Necesitamos tener un fragmento que nos permita decir si en una coleccién de variedades este gen esta
presente.

2) Necesitamos obtener toda la secuencia codificante para clonarla en un plasmido que nos permita, mediante
ingenieria genética, introducir este gen en una variedad sensible a enfermedades y transformarla en resistente.

3) Queremos comparar la evolucién de variedades ancestrales de maiz obtenidas de México y Peru con el fin de
responder a la pregunta de si la domesticacion de este cultivo ocurrié una sola vez y luego se disemind a ambas
regiones, o si las culturas mesoamericana y andina realizaron la domesticacién por separado en forma
independiente una de otra.

Para ambos casos: ¢ Qué parte de la secuencia elegirias? ¢ Toda la secuencia? ¢(Parte de ella? ¢Una parte muy
conservada por homologia con otras especies? ¢Una parte poco conservada? ¢Qué resultados esperarias en
cada uno de estos casos?

Respondé estas preguntas, y en el caso que necesites hacer comparaciones de secuencias, utiliza la
herramienta BLAST, estudiada previamente. A continuacién, cuando hayas elegido la secuencia que quieras
amplificar, anda al programa Primer3Plus http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi e

introduci tu secuencia en la ventana principal.
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Una vez que hayas introducido tu secuencia, podés seleccionar en las opciones de abajo las zonas que quieras
excluir (“Excluded Regions”), zonas que quieras obtener en el amplicén (“Targets”) y/o zonas que quieras incluir
(“Included Region”), las cuales pueden o no coincidir enteramente con el “target”. Para ello, selecciona la zona
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http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi

gue te interese y luego clickea en los simbolos <>, [] o {} que aparecen al pie de la ventana. Luego, si no querés
los seteos que el programa te da por default, podés ir a la pestafia “General Settings” o “Advanced Settings” en
la parte superior. Alli podés elegir propiedades que te interesen en tus primers. Por ejemplo, el rango de tamanio
de los productos de PCR que deseds, el cual se encuentra en la ventana superior “Product Size Ranges”. El
programa va a elegir el primer rango, luego el segundo y asi sucesivamente. Por ejemplo, en el default que se
muestra en la pantalla, el programa va a dar prioridad a primers que amplifiquen fragmentos de 150-250 pares
de bases (pb), si borras esa opcidn y dejas de 301-400 en adelante, va a dar prioridad a este tamafio de amplicon,
y asi sucesivamente. Del mismo modo, podés elegir el tamafio de los primers (“Primer Size”), la Tm, el contenido
de GC, etc. Entrando en los links de cada opcién vas a la ayuda donde te explica qué es cada cosa.
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Una vez que hayas introducido tu secuencia y elegido los seteos para los primers, apreta el botén verde “Pick
Primers” arriba a la derecha, y ahi te va a dar los mejores primers que haya podido encontrar en una pantalla
como la de la pagina siguiente (la secuencia que se muestra NO ES la que tenemos que usar).

Se eligié una regidén “target”, que el programa te sefala en verde, y una region excluida, que te sefala en
rojo. El tamafio del amplicdn se eligid en el siguiente rango: 401-500 501-600 601-700 701-850 851-1000 vy el
resto se dejé como estaba por default. En la captura de pantalla vas a ver que el primer directo se muestra en
celeste y el reverso se muestra en amarillo. Compara las secuencias coloreadas con las que da en la parte de
arriba, donde dice “Left Primer 1” y “Right Primer 1” y fijate cudl es igual en los dos casos y cudl difiere. ¢ Por qué
una de las dos secuencias de los primers es igual en las dos ventanas mientras que otra es diferente?

A continuacidn, mira la parte superior de la pantalla, donde te da las caracteristicas de los primers elegidos:
nucleétido donde comienza (siendo el Nro. 1 el primero de la secuencia que vos introdujiste) (“Start”), el tamano
(“Length”), la Tm, el contenido de GC y unos pardmetros que indican si hay regiones de complementariedad
entre los primers y cuantos nucleétidos intervendrian (“ANY”) y si el primer tiene autocomplementariedad
(“SELF”). En este caso, ambos valores son aceptables. Te recomendamos leer la ayuda del programa (“Help” en
la parte superior derecha) para conocer mas acerca del disefio de los primers.
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Cuando hagas el ejercicio, también mird mas abajo a continuacién de la parte de pantalla que mostramos,

donde estdan los juegos de primers alternativos que el programa encontré.

Condiciones de la reaccion de PCR

El ciclado de cada PCR depende del tamario de los productos de amplificacidon (para calcular el tiempo de

polimerizacién, para la Tag polimerasa se considera una velocidad de 1000 nucleétidos cada 60 segundos) como

asi de las temperaturas de melting de los primers (para calcular la temperatura de hibridacion de los primers,

annealing). Utilizando una herramienta bioinformatica se simulard una reacciéon de PCR en las siguientes

condiciones:

Reactivo Volumen (pL) | Condicién de uso
dNTPs (2,5 mM cada uno) |2 (0,5 cada dNTP)| 0,25 mM cada uno
Primer 1 (10 uM) 1 0,5 uMm
Primer 2 (10 uM) 1 0,5 uMm
IADN molde (100 ng/pL) 0,5 50 ng
Taq polimerasa (5 U/uL) 0,2 1U
Buffer 10X 2
Agua 13,3
Volumen final 20

Etapa Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94°C 5 min
Desnaturalizacion 94°C 30s
Annealing (hibridacién) 57°C 30s Ciclado (x n veces)
Polimerizacion 72°C 60s
Polimerizacion final 72°C 5 min




Para familiarizarte con la practica de esta técnica en la mesada, podés recorrer la simulacién disponible en el
este link: http://www.bch.cuhk.edu.hk/vlab/hd/vl.html.? Puede ayudarte a reforzar los fundamentos de la

técnica.

Utilizando el software “Virtual PCR simulator” (http://virtual-pcr.ico2s.org/pcr/) realizd las siguientes

actividades:
a) Completd la siguiente tabla y graficd la concentracién de ADN en funcién del nimero de ciclos, ¢Qué

conclusiones podés sacar?:

Ciclo Rendimiento (yield, ng/ulL)
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50

b) Manteniendo el nimero de ciclos en 30, ¢ Qué ocurre si bajas el tiempo de elongacion a 30 segundos? ¢Y silo
bajds a 10 segundos?

c¢) Volviendo a la configuracion original del termociclador, équé ocurre si aumentas la temperatura de annealing
a70°C?

d) éQué ocurre si aumentas la temperatura de elongacién a 92 °C? ¢Y si la bajas a 37 °C?

e) ¢Qué otras variables del experimento es necesario estandarizar?

1 En el programa solo podras programar la desnaturalizacién, annealing y polimerizacién.
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