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INTRODUCCION

Los estudios moleculares en liquenes se miciaron con un relativo retraso, si se
compara con otros grupos bioldgicos. Los primeros trabajos que se refieren al
andlisis de dcidos nucleicos fueron los de BLUM y KaSHEVAROV (1986, 1992) que
estimaban las diferencias genéticas totales entre Lasallia y Umbilicaria usando téc-
nicas de hibridacion DNA-DNA (dcido desoxirribonucleico). Otro trabajo pionero
fue ¢l de ARMALEO y CLERC (1991) que abordé el problema de los fotosimbiode-
mos o fotomorfos (casos en que el mismo micobionte produce talos con diferente
morfologia segiin el fotobionte). Sin embargo, los estudios moleculares se genera-
lizan en éste, como en otros grupos bioldgicos, a partir del uso de las técnicas ba-
sadas en la PCR (reaccidn en cadena de la polimerasa). La realizacion in vitro de la
PCR (MuLLIs y FALOONA, 1987), es un progreso tecnolégico clave que le vale el
Premio Nobel a Kary Mullis en 1993, Este avance pudoe llevarse a cabo porque,
unos anos antes, se descubrid una bacteria, Thermus aquaticus, que vive en aguas
termales (60° a 80° C) a partir de la cual se aisl6 la polimerasa termorresistente, en
la que sc basa todo el proceso. La PCR se puede realizar de forma rutinaria en cual-
quier laboratorio y por investigadores y técnicos que provengan de campos cienti-
ficos relativamente distanges. En liquenologia se inicia esta linca de investigacién
de una forma continua y expansiva a partir de los trabajos de DEPRIEST (DEPRIEST
y BEEN, 1992; DEPRIEST, 1993). En ellos se pone de manifiesto la sorprendente fre-
cuencia de intrones en el DNA ribosémico nuclear de los liquenes. Casi simultd-
neamente, otros autores (WHITE ef a/., 1990; GARDES y BRUNS, 1995; GARGAS y
TAYLOR, 1992; GARGAS y DEPRIEST, 1996) facilitan iniciadores (en inglés pri-
mers, que es ehtérmino-que utilizaremos-en-adelante) de secuencias-especificas que,
como se explicard luego, permiten paliar el problema de la multiplicidad gendmi-
ca de los liquenes. A partir de 1995, con la demostracién mediante el andlisis
molecular del origen polifilético de los liquenes (GARGAS et af., 1995), estos estu-
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dios adquieren relevancia y comienzan a despertar el interés general. Progresos y
puntos criticos han sido abordados en una reciente revision (CRESPO et al., 1998).

El estudio molecular en los andlisis de biodiversidad interesan actualmente por-
que permite abordar las relaciones evolutivas a través de la reconstruccion de filo-
genias y resolver, tanto problemas taxondmicos y de identificacion individual,
como ecoldgicos y biogeograficos. Estos objetivos afectan tanto a los liquenes
como a cualguier otro grupo de organismos. En el caso de los liquenes se afiade un
aspecto que es especialmente estimulante. La biologia molecular de estos organis-
mos permite indagar en uno de los paradigmas de las ciencias evolutivas, la sim-
biosis. Quizd ciertas caracteristicas del genoma de los liquenes, en principio sor-
prendentes, como son la elevada presencia de intrones en el DNA ribosdmico
(tDNA) y las caracteristicas de muchos de estos intrones, ayuden a componer el
rompecabezas del por qué, c6mo y cuindo de una de las mas espectaculares sim-
biosis de la naturaleza.

El propdsito de este articulo es de cardcter prictico. Se pretende ayudar a
quienes se acercan por primera vez al estudio molecular de los liquenes, a fami-
liarizarse con {as técnicas y protocolos basicos. Se describen los procedimientos y
métodos de [orma detallada; se contemplan procesos sencillos, como la preparacidn
del material y se discuten algunos protocolos de extraccidn de DNA que han re-
sultado dtiles para el estudio de numerosos liquenes. Asimismo, se explica esque-
méticamente la técnica de la PCR y se facilitan los pardmetros que han resultado
més adecuados para la amplificacién del DNA de los hongos liquenizados. Tam-
bién se describe el proceso de secuenciacion y algunos de los procedimientos mas
habituales para el andlisis de datos. Se tratard de ofrecer una informacion sencilla,
mds proxima a la de un manual de laboratorio que a la de una revisién critica, aun-
que ambas componentes estaran presentes. Los contenidos expuestos estin basados
en la experiencia y se ha procurado abordar los problemas més frecuentes o mds ca-
racteristicos que se presentan en los liquenes como material de andlisis. La infor-
macion aqui incluida, con las adaptaciones convenientes, puede usarse para hongos
no liquenizados, e incluso para cualquier otro grupo de eucariotas.

1. Caracteristicas generales del analisis molecular de los liquenes

Cuando se realiza una extraccion de DNA a partir de una porcion de un talo li-
quénico se pueden obtener, como minimo, cinco genomas; los nucleares y mito-
condriales del micobionte y del fotobionte, y el genoma plastidial del fotobionte.
A éstos, pueden afiadirse genomas procedentes de otro hongo o liquen parésito en-
tre las células de la muestra o bien de xenobacterias asociadas a la simbiosis, Ade-
mas, en el caso de los liquenes, como en otros muchos hongos, €l concepto de in-
dividuo es dificil de precisar (HAWKSWORTH ef al., 1995). Nada permite descartar
que un talo provenga de la germinacion de mas de una espora (o propiagulo} y por
lo tanto las posibilidades de hallar un solo genoma fiingico nuclear o mitocondrial
son relativas. Estas circunstancias imponen ciertas limitaciones en el plantea-
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miento experimental y deben ser tenidas en cuenta en la interpretacion de algunos
resultados y problemas ocasionales que pueden presentarse.

Como es bien sabido, aungue los componentes de la simbiosis pueden culti-
varsc en condiciones libres (aposimbioticas), el sistema no es demasiado practico
para el trabajo experimental, sobre todo por su lentitud (se tardan meses en ob-
tener muestras visibles de cultivos monospdricos). No obstante, es conveniente te-
ner acceso a malterial axénico o a las técnicas bdsicas de cullivo de manera que
puedan ser utilizadas, al menos, como apoyo o contraste de ciertos datos impor-
tantes.

Afortunadamente ya no se parte de cero en el conocimiente molecular de los
hongos. Asi, hoy se puede saber, comparande informaciones de libre uso en los
Bancos de Genes, si la secuencia que se ha obtenido a partir de un trozo de talo, co-
rresponde o no a un hongo e incluso si es un hongo prdxime a lo que cabria espe-
rar. Con cierta frecuencia, el andlisis revela que se han obtenido productos multi-
ples v, en tal caso, deben ser aislados para su estudio posterior.

2. Materiales de partida

Se puede extracr DNA a partir de muestras de herbario que no hayan sido tra-
tadas en ningdn momento cen insecticidas o pesticidas de cualquier tipo. Con al-
gunos protocolos experimentales (CUBERO et al.. 1998) se Hega a obtener razona-
bles rendimientos, incluso a partir de muestras muy antiguas. No obstante, cuando
se utiliza material de herbario, u otros materiales conservados, con frecuencia se
aisla un DNA que no amplifica por la PCR. Es posible que esto sea debido a la mo-
dificacion y degradacién de los dcidos nucleicos y/o a la acumulacion de inhibi-
dores enzimdticos durante el almacenamiento y la muerte del talo (DoyLe & Dick-
SON, 1987, SAVOLAINEN ¢t al., 1995; HOSs et al., 1996). Los rendimicntos dptimos
para extraer DNA se obtienen a partir de materiales frescos, recién desccados.
Pueden considerarse materiales frescos los recolectados en los dos o hasta tres aiios
anteriores a su uso. También resultan muy adecuados los materiales recolectados en
cualquier momento pero que fueron congelados inmediatamente o al cabo de unos
dias a —20°C,

La recoleccion de muestras, debe realizarse como para cualquicr oro uso
cientifico; para hacer una extraccidn de DNA, son suficientes cantidades muy pe-
quehas de malcrial, pero es mejor disponer de una muestra generosa, no sélo por si
hay que repetir la extraccién, sino también, porque es necesario guardar la mues-
tra con la que se ha trabajado en un herbario consultable por cualquier cientifico.
Ademais, para la gran mayoria de los experimentos, se requiere disponer de, al me-
nos, dos talos independientes, recogidos en la misma localidad. Es posible utilizar
cualquier tipo de material, incluyendo talos pequefios o muy incrustados en el sus-
trato. Asimismo, la recoleccion habra de hacerse de tal forma que sea factible la
identificacion del taxdn basada en los caracteres morfoldgicos y quimicos. Es re-
comendable utilizar, salvo excepciones, ejemplares aparentemente jovenes y de ta-
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maifios similares. La deshidratacion de las muestras se realizard como para herba-
rio, evitando el secado mediante aire caliente. Ademas, si la extraccion se va a re-
alizar en unos pocos meses, ias muestras pueden ser manipuladas y tratadas igual
gue para herbario. Si la extraccidn se va a realizar transcurrido un periodo mds lar-
0, es recomendable, aunque no imprescindible, congelar en nitrogeno liquido o a
=20°C.

3. Aislamiento o extraccion del DNA

El aislamiento o extraccion de los dcidos nucleicos es el primer paso en
cualquier experimento basado en el andlisis del DNA o RNA. Se puede llevar a
cabo con equipamientos de laboratorio minimos, y siguiendo protocolos senci-
Nos. Los diferentes protocolos suelen tener una amplia base comiin pero difie-
ren en ciertos pasos criticos que afectan a la cantidad, calidad o pureza del pro-
ducto resultante. Los puntos mas importantes a considerar, cuando se elige
entre protocolos alternativos, son los relacionados con el tipo y cantidad del dci-
do nucleico que se necesita para el andlisis concreto, la cantidad de muestra dis-
ponible y el tipo vy cantidad presunmuble de componentes celulares que deban ser
eliminados durante el proceso de aislamiento y/o purificacion. Otro punto a
considerar es el rendimiento en relacion con el tiempo necesario para realizar la
purificacidn.

Cuando se parte de dcidos nucleicos procedentes de liguenes, hay que entren-
tarse con algunos problemas especificos ya aludidos. La complicacién debida a la
multiplicidad de genomas existente en el talo se puede resolver por distintos pro-
cedimientos. Se pucde recurrir al cultivo por separado de foto y micobionte o a re-
alizar la extraccion a partir de algdn tejido u drgano liquénico ¢strictamente fiin-
gico. También se soslaya este problema mediante ciertas herramientas moleculares
(s¢ cxplicardn mds adelante al hablar de la PCR vy la scleccion de primers especi-
ficos de hongo). Un inconveniente adicional cuando se pretende obtener DNA 4
partir del talo liquénico, es la persistencia de componenies celulares después de la
extraccion; los liquencs producen compuestos fendlicos que, en el desarrollo de los
procesos experimentales, inhiben la catdlisis proteica (inhibiendo por tanto a las po-
limerasas). Ademds contienen grandes cantidades de polisaciridos los cuales, a al-
tas concentraciones, inhiben también, la actividad enzimatica. El principal proble-
ma para la eliminacién de polisacdridos consiste en que €stos precipitan junto con
los dcidos nucleicos cuando cl proceso se lleva a cabo en alcohol, que es precisa-
mente la forma mds comin de realizar la precipitacion final del DNA en los pro-
tocolos de extraccion.

Se han publicado varios protocoles para la extraccién de DNA de hongos li-
quenizados. Algunos de ellos son protocolos generales diseflados para hongos
(LEE y TayLor, 1990), mientras que otros son protocolos modificados, que inclu-
ven pasos adicionales para asegurar la eliminacion de polisacaridos o de com-
puestos fendlicos. Los mds especificos para eliminar polisacdridos incluyen puri-
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ficaciones mediante resinas o columnas cromatogrificas (ARMALEQ y CLERC,
1991) o mediante bromuros de amonio (ARMALEQ y CLERC, 1993; CRESPO et al.,
1997; CUBERO et al., 1999). Se han descrito también protocolos para casos parti-
culares como el de GRUBE et al. (19935) donde se utiliza SiO, para obtener el DNA
a partir de pequefios apotecios lecideoides y el de MURTAGH ¢t al. (1999) para am-
plificaciones con primers arbitrarios (RAPDs).

Existen también protocolos que venden las casas comerciales, suministrados
como kits, que permiten obtener rendimientos adecuados. El inconveniente que
presentan es que resultan siempre mucho mds caros que los desarrollados en el la-
boratorio; otra desventaja es que en un &it, el usuario desconoce la composicion de
cada producto, con lo cual, no se pueden realizar pequefios ajustes para optimizar los
resultados. No obstante, la utilizacién de un kit comercial para extraccion, puede ser
muy recomendable en casos particulares y, sobre todo, cuande ha sido disefiado es-
pecificamente para el tipo de material con el que se esta trabajando. No se sabe que
esté a la venta ningiin protocolo comercial expresamente indicado para liquenes.

En general, los protocolos con precipitacién alcohdlica o los comerciales que
usan columnas de precipitacidn, son los mas cortos y faciles de desarrollar, y per-
miten obtener DNA con un grado de pureza suficiente para la mayoria de los ané-
lisis moleculares, como PCR y restriccion enzimadtica de fragmentos polimorticos
{RFLP). Sin embargo, ambos tipos eliminan menos polisacéridos y en algunos ca-
50s, debido a éstas u otras impurezas, no se tiene la garantia de que el DNA obte-
nido mantenga, por tiempo indefinido, las condiciones requeridas para permitir la
amplificacion. A veces el DNA asi obtenido, tras unas semanas de almacena-
miento deja de ser amplificable.

3.1, Proceso de la extraccion de DNA basado en CTAB

Este protocola (CUBERO ef al., 1999), que se describird con detalle, estd basado
en el de ROGERS y BENDICH (1994) y es relativamente similar al publicado para li-
quenes por ARMALED y CLERC (1995). Se basa en la capacidad del cetil-trimetil bro-
muro de amonio (CTAB) para precipitar el DNA evitando las coprecipitaciones con
polisacdridos y en la de la polivinil polipirrolidona (PVPP) para eliminar com-
puestos polifendlicos. Este protocolo ha sido utilizado con éxito para obtener
DNA amplificable por PCR a partir de diferentes tipos de material liquénico,
como l6bulos talinos, rizinas, apotecios, lirelas, cordén condroide de Usnea, di-
secciones de médula y cultivos flingicos axénicos. Puede ser desarrollado en un dia
y, el DNA asi obtenido, conservado a =20 °C, se mantiene viable al cabo de tres
afios, incluso si Ia muestra ha sido ocasionalmente descongelada.

3.1.1. Esquema del proceso

El protocolo comprende cuatro puntos principales:
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1. Disrupcion de células y tejidos. Los tejidos y las células se rompen por ac-
¢ién mecdnica y las membranas celulares son disueltas bajo condiciones de des-
naturalizacién de proteinas (bajas temperaturas y presencia de detergentes) con el
fin de inhtbir las nucleasas existentes.

2. Extraccion con cloroformo-ispamilalcohol. Este proceso se lleva a cabo la-
vando dos veces y tiene por objeto eliminar proteinas y compuestos organicos,

3. Precipitacion no alcohdlica en CTAB. Tiene por objeto eliminar la mayo-
ria de los polisacaridos,

4. Precipitacién en alcohol. Tiene por objeto precipitar el DNA en forma s6-
lida para que pueda ser disuelto en agua o tampon, solucién que ya puede ser al-
macenada.

3.1.2. Productos y soluciones necesarios

Se parte de los siguientes productos (los marcados con un * deben ser previa-
mente esterilizados):

— 1 M Tris/HCI" pH 8,0.

~— 0,5 M EDTA" pH 8,0 (el pH se ajusta con NaOH).
— 4 M NaCl".

— 4% CTAB (pesofvolumen en agua destilada estéril).

Para realizar la extraccion se requieren las siguientes soluciones (las marcadas
con un ~deben ser previamente esterilizadas):

— Tampén de lisis™ (100 mM Tris/HCI pH 8.0, 30 mM EDTA, 1 M NaCl, 1%
p/v CTAB).

— Tampén de precipitacién” (40 mM NaCl, 0,5% p/v CTAB).

-~ Tampoén TE modificado” {1 mM Tris/HCI pH 8,0, 0,1 mM EDTA).

— CI (cloroformo-isoamilalcohol 24:1).

— Isopropanol.

— Etanol 70%.

3.1.3. Protocolo de extraccion de DNA basado en CTAB

1. Para la preparacién de las muestras de talo completo, se recomienda un la-
vado previo, a presion, colocando el ejemplar en un colador fino bajo el chorro de
agua. Una vez seca la muestra, con la ayuda de pinzas de diseccion, se aisla, a la
lupa binocular, la porcién de tejido del que se va a partir {entre 5 y 30 mg) limpia y
carente de impurezas u organismos ajenos visibles; se deposita en tubos de ensayo
de tipo eppendorf de 1,5 ml.

En el caso de muestras de cultivos axénicos del micobionte, los micelios de 1-
2 mm de didgmetro, deben ser cuidadosamente limpiados bajo la lupa, a fin de eli-
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minar restos de agar que podrian interferir durante el proceso de extraccién. A con-
tinuacion, los cultivos se liotilizan para favorecer la rotura de las paredes celulares.
Se depositan igualmente en eppendorf de 1,5 ml.

2. Triturado del material. Puede recurrirse a varios sistemas para triturar el
material lo mds finamente posible. Conviene sefalar que este es uno de los pasos
criticos de la extraccion. Ademas de paredes celulares gruesas y resistentes, los li-
quenes, como muchos otros hongos, pueden presentar tejidos muy compactos;
unas y otros tienen que ser rotos para liberar ¢l contenido del interior de las células
y orgdnulos.

Puede triturarse la muestra anadiendo al eppendorf, como abrasivo, 5-10 mg de
carborundo, y 100 ul del tampdn de lisis (CTAB), usando el tubo como mortero y
como mano una varilla de vidrio. Este sistema es lento y precisa tomarse el tiempo
adecuado hasta homogeneizar perfectamente la muestra.

El procedimiento mas eficaz es utilizar nitrégeno liquido. La técnica del con-
gelado y triturado con nitrégeno liquido se va optimizando con la prictica y de
acuerdo con cada tipo de muestra. A continuacién se describe con detalle dicho
procedimiento:

Los tubos eppendort, bien cerrados, con 5-50-(100) mg de cada muestra seca se
sumergen en un recipiente con nitrégeno liquido. En el mismo recipiente se habran
sumergido varillas de vidrio dec forma especial (un extremo debera encajar, con hol-
gura, en et fondo del eppendorf) que se usardn como mano. Cuando los tejidos con-
tenidos en los tubos estén completamente congelados (2 min es suficiente) se extrac
un tubo del recipiente, se coloca en una gradilla de material aislante y se afiade ni-
trégeno liquido hasta aproximadamente la mitad del tubo. El material aislante de la
eradilla asi come el minimizar el contacto con la superticie de los dedos, facilita que
se mantenga la baja temperatura del eppendorf. Esto es importante para evitar que el
nitrégeno burbujee al afladirlo y haga saltar parte del material. Mediante la varilla de
vidrio se procede a triturar Ia muestra, procurando hacerlo contra las paredes del
tubo y no aplastando hacia el fondo. La muestra tiene que quedar totalmente pul-
verizada. Si no es as{, debe enfriarse de nuevo el Lubo, sin sacar la varilla para no
perder material, y aftadir nuevamente una pequefia cantidad de nitrégeno. Para esta
adicidn de nitrégeno, el tubo debe estar lo mds frio posible porque el material tri-
turado ¢s alin mds faci! que salte y se pierda. Una vez triturada la muestra, se intro-
duce en hielo hasta que haya concluido la operacion con todos los tubos.

3. Incubacidén. Se afiade 400 m! del tampon de lisis CTAB a cada tubo y se
agitan ligeramente golpedandolos con los dedos hasta que todo el polvo esté resus-
pendido. Se aflade 1% p/v de PVPP a cada tubo. La solubilidad de esta sustancia es
baja, razén por la cual no se adiciona directamente al tampon. Cuando se adquiere
cierta experiencia, la cantidad de PVPP (unos 4 mg) se puede afiadir de forma apro-
ximada. Luego, todos los tubos se llevan al bafo a 60-70°C durante 1 hora. En una
0 dos ocasiones, a lo largo del tiempo de incubacion, los tubos deben ser agitados,
invirtiéndolos suavemente varias veces seguidas.

4. Primera purificacioén en cloroformo-isoamilalcohol. Después de la incu-
bacion, se afiade 500 ul de C1 a cada tubo y se mezcla agitando vigorosamente. A
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continuacién se centrifuga a 10.000 g durante 5 min, a temperatura ambiente. Se
observarin dos fases liquidas abundantes y una interfase oscura, de consistencia se-
misdlida. El CI arrastra a la interfase los desechos celulares y la mayoria de las pro-
teinas. El PVPP, con algunos compuestos polifendlicos ligados, también se con-
centran en la interfase. Los restantes compuestos polifendlicos se disuelven en la
fase CI (basal) mientras que los dctdos nucleicos quedan en la fase superior.

Con cuidado para no mezclar las fases ni rozar la interfase con la punta de la
micropipeta, transferir la fase liquida superior a un nuevo tubo y medirla (hacer, por
ejemplo, 3 sucesivas succiones de 100 pl ¥ un resto estimable de 25 a 30 pl).

5. Precipitacion en CTAB. Se afiade dos volimenes del tampén CTAB de
precipitacién para disminuir la concentracion de NaCl contenida en el tampon de li-
sis. Mezclar activamente y luego centrifugar a 10.000 g durante 5 min a tempera-
tura ambiente. Entonces el CTAB precipitard con el DNA ligado. Tras esta centri-
fugacidn, deberia poder observarse adheride en un lateral del fondo del tubo, un
pequefio residuo (precipitado o peller) blanquecino que es el complejo CTAB-
DNA. Si no se observa, volver a centrifugar. Si se estd trabajando con pequefias
cantidades de material, es conveniente que antes de la centrifugacién se coloquen
tos tubos en frio (nevera a 4 °C) durante 5 min como minimo, para facilitar la for-
macion de los complejos CTAB-DNA.

A continuacion, se elimina la fase acuosa, evitando desprender el pelfef y lue-
go se resuspende el residuo en 400 pl de solucién 1,2 M de NaCl precalentada a
37°C. Por regia general, el peller se disuelve con facilidad, pero si esto no ocurre,
los tubos se colocan en un bafio a 50 °C, hasta lograr su disolucién.

6.  Segunda purificacién en cloroformo-isoamilalcohel. Afiadir 500 pl de Cl'y
proceder como en el paso 4.

7. Precipitacion en alcohol. Afiadir (1,6 voldmenes de isopropanol (es decir,
180 ul si se han recuperado 300 pl de la fase superior) y centrifugar a 13.000 g du-
rante 15 min a 4 °C. El pellet obtenido, si es visible, es blanco o pricticamente
transparente en su estado dptimo, pero puede resultar mds o menos opaco o colo-
reado segin la cantidad de impurezas que contenga.

8. Lavado final. Eliminar la fase liquida, sin perder el pellet, y aiadir 500 pl
de etanol al 70 % para lavar el exceso de sal. Agitar manualmente y luego centri-
fugar durante 3 min a 13.000 g a 4 °C para precipitar de nuevo. Esta vez el pellet
debe quedar totalmente seco, para lo cual primero se pueden eliminar las gotas que
gueden en el tubo con la micropipeta y luego los tubos abiertos se pueden colocar
en estufa a 50°C unos 15 min o hasta que se aprecie que no hay restos de humedad
en el eppendort. Luego se resuspende cl residuo en 50 pl del tampén TE modifi-
cado, previamente calentado a 37 °C.

9. Cuantificacion. La cantidad de DNA obtenido se estima por electroforesis
en un gel 0,5-0,8 % de agarosa, comparando con diluctones conocidas de un mar-
cador comercial. Los geles de agarosa se preparan utilizando un intercalante fluo-
rescente (véase en Visualizacon del producto de la PCR) como el bromuro de
etidio que nos permitird visualizar la banda (la preparacion de dichos geles se in-
dicard posteriormente). La fluorescencia de la banda es proporcional al contenido
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de DNA, de tal forma que, conocida la concentracion de la banda patrén, se puede
estimar la de la banda problema. La electroforesis también dara informacién sobre
la pureza del DNA. Si tiene un alto grado de pureza, la banda se observari nitida.
La fluorescencia en los pocillos o la residual a lo largo de la «calle», asi como la
deformacidn de las bandas, indica la presencia de proteinas contaminantes. El ex-
ceso de sales provoca bandas con puntos mds intensos. La degradacidén del DNA
produce rastros flucrescentes en lugar de bandas aisladas y claras. Si hay RNA apa-
recerd como una banda o huella en la parte terminal del gel.

Este método de extraccién puede completarse en cinco horas. Puede inte-
rrumpirse a conveniencia en los pasos 5, 7 y 9. 81 se necesita optimizar los rendi-
mientos se puede prolongar la precipitacion de los pasos 5y 7 a lo largo de toda la
noche.

Con este método se ohtiene una camidad aceptable de DNA con un grado de
pureza suficiente para la mayoria de los usos moleculares y, particularmente, para
la PCR. Las cantidades de RNA, DNA mitocondrial y plasmidos que se obtienen
son inferiores a las que se logran con otros protocolos (que no incluyen precipita-
ctones no alcohdlicas como las de CTAB) pero consigue eliminar impurezas que
podrian, por cjemplo, inhibir la amplificacién por {u PCR.

3.2, Problemas en lu extraccion de DNA

A continuacion se describen algunos de los problemas mds frecuentes en la
pucsla a punto de estas técnicas sugiriendo algunas causas de los mismos y ofre-
ciendo posibles soluciones alternativas.

— ¢ Qué hacer si se ha obtenido menos DNA del esperado? En este caso, la
cdausa mds probabile es la deficiente trituracion de la muestra. Quizd no se ha
pulverizado perfectamente la muestra por lo que las paredes no se han
roto y los dcidos nucleicos no se han liberado. Se suguiere repetir la ex-
traccion anadiendo unos mg de carborundo a la muestra antes de verter ¢l
nitrégeno. Una posibilidad adicional para incrementar rendimientos es
centrifugar mis intensamente o por mas tiempo. También puede resultar
eficaz usar, en el paso 7, el isopropanol muy frio y mantener los tubos, una
vez afiadido el isopropanol, toda la noche en el congelador a =20 °C. Como
Gltimo recurso inténtese un protocolo sin CTAB (esta opeidn solo funcio-
nard excepcionalmente debido a la presencia habitual de polisacdridos
abundantes cn liquenes).

— (Qué hacer si no se ha obtenido DNA en absoluto? Lo mds probable es que
se haya perdido el precipitado que lo contenia {pasos 5, 7 u 8). En sucesivas
extracciones, eliminar el liquido mds cuidadosamente.

— ;Qué hacer si la solucidn final se observa coloreada? Esto probablemente
significa que han gquedado algunos polifenoles. Es posible que no tenga im-
portancia dado que pequefias cantidades de polifenoles pueden no afectar
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para los usos posteriores. Sin embargo, para eliminarlos, en los pasos 4 y 6,
después de afiadir el CI, calentar los tubos durante 2 min a 50 °C (es preci-
s0 sellar los tubos con parafilm de forma que las tapas no se abran por la
presion expansiva del vapor y tomar precauciones, tales como usar masca-
rilla, para evitar inhalar los vapores de cloroformo). Como alternativa, las
muestras pueden lavarse en acetona antes dc iniciarse ¢l proceso de ex-
traccion del DNA.

— ;Qué hacer cuando se sabe o se sospecha, que la muestra puede tener de-
masiados polisacaridos? De ser asi, se habrd obtenido un residuo blanco y
gelatinoso después del paso 8, que es dificil de resuspender. Para evitarlo,
centrifugar a menor velocidad en el paso 3 (hay que ser consciente de que
con ello se disminuye el rendimiento de DNA obtenido). También pucde
hacerse una segunda precipitacién con CTAB: en el paso 5 resuspender en
(0,5 ml del tampon CTAB de lisis (a 60-70 °C} en lugar de NaCl y continuar
desde el paso 4.

— (Qué hacer cuando el DNA aparece degradado? Trabajando con cultivos o
con talos frescos no hay razon para que esto ocurra. En cualquier caso,
como medida precautoria, no secar los ejemplares con aire caliente. Si no se
ha hecho tal cosa, comprobar que los tampones estdn en buen estado (prin-
cipalmente, verificar el pH).

— ¢Qué hacer si después de tener un DNA aparentemente satistactorio, no
funciona, por ejemplo para PCR o para RFLP? Buscar posibles errores en
la preparacion o en el programa de PCR (cambiar las condiciones de la
PCR, revisar los primers), cerciorarse de que los enzimas de restriccién es-
tan en buen estado, etc. Por Gltimo intentarlo con otro protocolo o purificar
la solucién de DNA (ver mds adelante).

3.3.  Almacenaje del DNA aislado

El DNA extraido (stock) se debe almacenar a -20 °C. Es recomendable diluir la
muesira, si la concentracion lo permite, y hacer varias alicuotas para evitar la ge-
neralizacion de una posible contaminacién y la congelacidn-descongelacién exce-
siva del DNA, que favorece su degradacidon,

Siel DNA se va a utilizar a corto plazo, se almacena a 4 °C, para evitar que su-
fra dafios tras sucesivas congelaciones y descongelaciones.

Es de la mayor importancia el riguroso etiquetado de los tubos vy la referencia
del pliego de herbario, que necesariamente ha de guardarse para futuras consullas.

4. Aislamiento de RNA
La mayoria de los protocolos disefiados para obtener DNA también funcionan
para RNA total. Sin embargo el RNA tiende a degradarse durante el proceso de ex-
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traccion o durante el almacenamiento, debido a los RNAasas liberados durante 1a
lisis celular o que estdn simplemente contaminando los dtiles y aparatos de labo-
ratorio. Asi pues, para obtener RNA ha de prestarse especial cuidado a la esterili-
zacion de los equipos y ademds se deben usar inhibidores de los RNAasas durante
el proceso de extraccion y almacenamiento. No obstanie, el RNA también puede
ser aislado de forma exclusiva (sin DNA). Hay también protocolos para separar o
visualizar los diferentes tipos de RNA pero quedan fuera de los objetivos de este ar-
ticulo (para algunos protocolos generales y orientaciones, véase SAMBROOK et al.,
1989).

5. Amplificacion de DNA por la PCR

Una vez que se dispone de DNA, puede ya abordarse su andlisis. El tipo de
andlisis a realizar se elige seglin los objetivos o el disefio metodologico adecuado a
cada problema. Como hemos dicho, ¢l instrumento que ha permitido que los in-
vestigadores del campo de las ciencias biosistemiticas hayan podido incorporar las
técnicas moleculares a sus planteamientos cientificos, ha sido ¢l desarrollo de la
PCR. Esta técnica se ha simplificado extraordinariamente y no requicre un insiru-
mental complejo ni caro, Dentro de pocos afios. la PCR serd una herramienta tan
indispensable en los laboratorios de sistemadtica, como hoy la observacion mi-
croscopica.

En la PCR sc basan varios métodos de identificacién o marcaje molecular. Mu-
chos de ellos funcionan amplificando segmentos de DNA andnimos, mientras que
otros sc fundamentan en la amplificacion dc segmentos de DNA conocidos o,
mejor dicho, cuya posicicidn en el genoma est4 bien conocida.

La clave de la amplificacion estd en decidir qué segmento se desea amplificar
(segmento diana) y ello estard en funcidn del problema que se desea resolver.

Para poder estudiar segmentos de DNA, se hace necesario obtener una cantidad
elevada de copias de ese segmento, es decir, amplificar la diana hasta tener una
masa critica que permita su manipulacion para los usos y aplicaciones precisas. La
PCR cs una técnica que permite, mediante un protocelo y un instrumental sencillo,
obtener un segmento especitico de DNA en un nimero de copias suficientemente
grande. Cada copia obtenida actia, en cada ciclo de amplificacion, como un nucvo
molde (remplate) del que se obtendra una nueva copia.

5.1, Proceso de preparacidn de la PCR

El proceso de 1la PCR se basa en hibridar pequefias secuencias (15-25 nucled-
tidos), a los flancos del segmento diana. Ellos actuardn como iniciadores o primers
de la reaccion. El enzima que cataliza el proceso es la polimerasa. Para que la re-
accion tenga lugar se precisan desoxinucledtidos (dANTPs), tampdn, un cofactor v
agua ultrapura. La rcaccidn se efcctda en un aparato llamado termociclador en el
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cual, se realizan, de forma programada, una serie de ciclos a diferentes temperatu-
ras. Existen en el mercado muchas marcas comerciales que ofrecen tanto termoci-
cladores como los productos para la reaccidn.

5.1.1. Esquema y desarrollo del proceso

1. La reaccién comienza con una primera fase de 5 min a 94 °C que asegura
la desnaturalizacién (escision de dos cadenas) de todo el DNA gendmico.

2. Una etapa con una duracién de uno a varios minutos a 94-96 °C durante Ia
cual se asegura que la doble hélice del DNA se desnaturaliza.

3. Otra etapa con una duracién de uno a varios minutos, a 50-65 °C, durante ia
cual los primers se hibridan, a través de los puentes de hidrdgeno, con sus secuen-
cias complementarias, a cada lado de la regidn diana, y en cadenas separadas (en
inglés, a esta fase se le llama de annealling). Para decidir la temperatura de hibri-
dacion, se toma inicialmente unos 5° C por debajo de la temperatura de fusion (mel-
ting) de los primers. La temperatura de fusién varia de acuerdo con ¢l porcentaje de
G+ C de la secuencia del primer. Para calcularla se suman 4°C porcada G 6 C y
2°C por cada A 6 T. Por ejemplo, en un primer denominado ITSIF, cuya se-
cuencia es 5" CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 3', la temperatura de fusion se-
ria 60°C. Por tanto, la temperatura de hibridacion adecuada podria estar entre
54°Cy 56°C.

4. Fase de extensidn. Se mantiene uno a varios minutos a 72 °C, (temperatu-
ra 6ptima de polimerizacion), durante la cual la polimerasa, usando como iniciador
la secuencia de cada primer, va incorporando nucleotidos complementarios a la ca-
dena del fragmento diana y asi va construyendo la nueva cadena de DNA.

5. A partir de aqui se inicia un nuevo ciclo. El retorno al paso 2 se traduce en
una nueva separacion de las cadenas de la doble hélice. Los producios resultantes
actuaran como nuevos moldes en el préximo ciclo de reaccién. De esta forma, el
ndmero de cadenas de DINA copiadas aumenta de forma exponencial. Los pasos 2
al 5 se repiten un nimero de veces conveniente que suele oscilar entre 25 y 40 ci-
clos.

6. El sistema se mantiene durante 5 min a 72 °C para garantizar que el am-
plificado se termine de elongar.

7. Por dltimo se instaura una fase de refrigeracién, para inhibir la actuacién de
ta polimerasa.

El ntimero éptimo de ciclos depende principalmente de la concentracién inicial
de DNA pero también de otros factores (calidad y pureza del DNA). Este es uno de
los parametros susceptible de ser ligeramente variado para optimizar los resultados
de la reaccion, por ello, cuando se trabaja con un tipo nuevo de muestras, es im-
portante estimar este niimero, por prucba y error.

Si los primers, que tipicamente tienen no mds de unos 25 nucledtidos, poseen una
secuencia presente sélo en hongos (Tabla 1) y no en algas (ni cianobacterias) las co-
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Primers especificos para la amplirtl';ic‘:(l:‘iic’):l de ITS del micobiante liguénico
ITS nrPINA regicn Secuencia Autores
NSRI744-5" (ITS5-5") GGAAG TAAAA GTCGT AACAA GG White ¢t al., 1990
NSRI769-5° {ITS1-5) TCCGT AGGTG AACCT GCGG White ef ai., 1990
IT82-3 GCTGC GTTCT TCATC GATGC White ¢t af., 1990
ITS3-5" GCATC GATGA AGAAC GCAGC White ¢t af., 1990
ITS4-3" TCCTC CGCTT ATTGA TATGC White et al., 1990
ITSIE-5 CTTGG TCATT TAGAG GAAGT AA Gardes & Bruns, 1993
SRaR-3 AAGTA (G/AGTCG TAACA AGG DePriest, 1993
LRI1-3 GGTTG GTTTC TTTTCCT Vilgalys & Hester, 1990

pias que se obtendrdn perteneceran cxclusivamente al DNA del micobionte. Asi
pues, en ¢l estudio molecular que parta de talos liquénicos completos, no cualquier
primer puede ser eficientemente utilizado sino que es preciso restringirse a aquellos
que resulten especificos, entre los disponibles en publicaciones y bancos de datos, o
bien disefiar nuevos primers adecuados.

5.1.2.  Segmentos de DNA utilizados en los estudios sobre liquenes

Los estudios liquenaldgicos existentes, basados en la btologia molecular, par-
ten cast todos, del analisis de los genes nucleares del TDNA del micobionte. Este
gen {Fig. 1) tiene muchas ventajas v, en los dltimos afos, su uso se estd impo-
niendoe también en plantas, algas y hongos. Los genes de rDNA estan constitutdos
por tres subunidades alineadas formando un grupo (cfuster). Entre las ventajas del
rDNA como base de andlisis se pueden sefialar las siguientes (BALDWIN ef al.,
1995):

1. Se trata de un cluster que se repite cientos y miles de veces en cada célula,
lo cual facilita el procese de amplificacion; dado que la PCR es un proceso com-
petitivo, una alta presencia de los segmentos diana, favorece su localizacion por
parte de los primers.

2. El cluster se compone de varias unidades (Fig. 1), funcionalmente distintas,
cuya variabilidad (frecuencia de mutacion)} es diferente, lo que resulta ventajoso en
otros aspectos concretos; la subunidad llamada 5.85 es la mis conservada, le sigue
en variabilidad la subunidad larga (LSU), a continnacién la subunidad corta (SSU),
después los espaciadores intragénicos (TT31 e IT82) y por fin los espaciadores in-
tergénicos (IGS) que son los mas variables. Si no hubiera en el cluster zonas con-
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5.8 LSy
ITS1  ITS2

Figura 1.—Estructura del rDNA nuclear. Se observa aumentadas las subunidades (subunidad cor-
ta (SSU), subunidad 5.8 (5.85) y subunidad larga LSU}) y los espaciadores internos (ITS). Entre cada
tres subunidades se intercalan los 1GS.

servadas (poco variables) ser{a practicamente imposible comparar dos secuencias
(alinear) o disefiar un primer. Por ejemplo, para amplificar el ITS1, basta con di-
sefar dos primers cuya secuencia sea complementaria a la de ambos flancos de esta
diana, Tales flancos se corresponderan, uno con ¢l extremo de la SSU, y el otro con
el de 1a 5,88 que, en los dos casos, son zonas poco variables por lo que pueden ser
identificadas facilmente.

3. Dado gue cste cluster es el mis estudiado para analisis de biodiversidad, en
los bancos de datos hay cada vez mas secuencias disponibles para comparaciones
y esto facilita enormemente ¢l trabajo y el avance en el conocimiento comparado de
los grupos de organismos y de su filogenia.

5.

—_—

3. Reactivos necesarios
Se requieren los siguientes reactivos ademds del DNA total de cada muestra:

— Polimerasa.

— Tampén apropiado para esa polimerasa.
— MgCl,.

— Primers.

— Desoxinucledtidos (ANTPs).

— H,O ultrapura.

5.1.4. Protocolo de la PCR

La preparacion de la reaccion debe hacerse, si es posible, en el interior de una
camara de flujo laminar con objeto de impedir posibles contaminaciones y, en cual-
quier caso, con las maximas condiciones de limpieza y esterilidad (bata y guantes
son imprescindibles). Asimismo, las micropipetas y puntas que se usen en la prepa-
racion de la PCR deben reservarse exclusivamente para ese fin. También es nece-
saric comprobar que todo el material a utilizar (puntas, tubos eppendorf, etc.) esté
absolutamente esterilizado. La posicion de las pipetas, durante su uso, debe ser lo
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mas vertical postble y con la punta hacia abajo. Los reactivos de la mezcla, para evi-
tar su deterioro, deben mantenerse siempre en hielo especialmente la polimerasa.

Se describe a continuacién un protocolo gue se ha utilizado para la amplifica-
cidn de la region del rDNA que comprende los ITS en estudios de filogenia de Par-
meliaceae (CRESPO & CUBERD, 1998), Physciaceae (CUBERO & CRESPO, 1996) y
otras familias de hongos liquenizados. Las cantidades estdn calculadas para 8
muestras.

I. Se preparan diluciones de las soluciones matrices de cada reactivo. La
casa comerctal suministra ios reactivos liofilizados o en solucion a unas determi-
nadas concentraciones, por lo que es preciso preparar los productos a la concen-
tracidn nesesaria para este protocolo. Las diluciones se preparan considerando la
concentracién de la solucidén matriz asi come el volumen final deseado para la di-
lucién de forma que: volumen inicial (V, } X concentracion inicial (C,) = Volumen
tinal (V) x Concentracién final (C).

A continuacién se detalta un ejemplo real. Una casa comercial suministra los
desoxinucledtidos a 40 mM. Se quiere preparar una reaccion de 50 pl en la que la
concentracion final de 1,6 mM. Por tanto:

50% 1,6
V=0

2l
' 40 :

En ¢l caso de los primers, las casas comerciales suelen suministrarlos de forma
liofilizada, facilitindose la cantidad en masa (en ng o nmol, etc). Para diluirlo a
100 uM (que es una concentracion adecuada para su almacenamienlo), es preciso
afiadir la cantidad correspondiente de agua pura al stock suministrado. El desarro-
llo del protocolo requiere ahora preparar una alicuota a [0 UM para lo que se rea-
liza una dilucion 1/10, afiadiendo 5 pd de primer en 45 1l de H,0.

2. Se calculan las cantidades correspondientes al volumen de reaccién. Nor-
malmente este volumen es de 25, 50 6 100 ul. Para 25 pl, la cantidad a utilizar de
DNA serd de 4 jl; para 50 y 100l las cantidades seran 8 y 16, respectivamente.
En este ejemplo se utilizard un volumen de 50 ul.

DNA H,( | Tampon | MgCl, | dNTPs | Primer | Primer 2 | Polimerasa
Concentracion 10 x 25mM | H0mM | 10 pM 10 uM | 1 unidad/pl
inicial de cada
alicuotas uno
Concentracidon 1x 25mM | lomM | O5uM | 05 puM 0,025
en la reaccion unidades/pl
Volumen 8ul | 2375ulf sl Sl 2ul 2,5 ul 25 1,25 pl
para 50 ul
Botanica Compluiensis 28
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3.

Con el fin de evitar errores, se recomienda preparar tablas donde se repre-

senten las muestras y los componentes de reaccion

S0 =1 O e e ) —

Positivo
Negativo

Extra
Extra

Muestra DNA dH.0 Tampon dNTPs Primer 1 | Primer2 | Polimerasa
23,75 10 2 25 25 1,25
Total (1) 8 285 120 24 30 30 15

4. Se prepara la mezcla bésica de reaccion en un eppendorf de 1,5 ml. El cal-
culo de las cantidades debe hacerse para 12 muestras (8 + 4). Las 4 suplementarias
seran: control positivo, el cual contiene 8 Ul de DNA de Saccharomyces o de
cualquier otro cuya amplificacion haya sido probada; control negativo, que contiene
8 ul de agua pura en lugar de DNA. Los dos volimenes suplementarios se afiaden
para prevenir las pérdidas debidas a imprecisiones de dosificacion en el pipeteo y/o
a liquido adherido en las puntas desechables.

5.

Una vez calculada la mezcla de reaccidn, se procede de la siguiente forma:

Se etiquetan 10 tubos eppendort de 0,5 ml.

Se afiaden a cada tubo 8 pl de DNA de cada una de las muestras y dos go-
tas de aceite mineral que luego evitard evaporaciones durante el proceso. En
el caso del positivo y negativo se adicionan 8 pl del control y de agua res-
pectivamente y también el aceite.

A continuaciédn, en un eppendorf de 1,5 ml se afiaden las cantidades co-
rrespondientes de cada uno de los reactivos, que previamente habian sido
calculadas, se agita y centrifuga.

Se afiade la cantidad correspondiente de mezcla de reaccion, que en este
caso serdn 42 pl, a cada tubo. Seguidamente se lleva a cabo un centri-
fugado corto (1-2 segundos) para que todos los componentes y el DNA
se mezclen y el aceite quede por encima formando una capa. Todos los
tubos se mantienen en hielo para evitar que la polimerasa comience a
actuar,

El termociclador se programa con los parametros siguientes:
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+ 94°C: 53 min,

» 35 ciclos: 94 °C: 30 seg; 50°C: 30 seg; 72°C: 1 min.
= 72°C: 5 min.

* 4°C: ] min.

5.1.5. Visualizacién del producto de la PCR y preparacion del gel de agarosa

Para observar los productos de la reaccion es preciso visualizar el DNA, me-
diante electroforesis en un gel de agarosa. Esta observacion es posible gracias a que
el agente intercalante utilizado en 1a tincidn del gel (bromuro de etidio) emite a una
longitud de onda visible bajo la luz ultravioleta. Para productos de PCR se utilizan
normalmente geles de agarosa al 1-1,5 %. Como tampon se usa el TAE.

En un erlenmeyer se afade el tampén y [a cantidad correspondiente de agarosa,
y se introduce en un microondas, durante aproximadamente 1 minuto, hasta que la
agarosa se disuelva totalmente. Posteriormente se adiciona bromuro de etidio en la
relacion: 5 ul (0,1 mg/ml) por cada 100 ml de tampdn de electroforesis. Se agita el
erlenmeyer para homogeneizar. En la bandeja de electroforesis se coloca el peine
adecuado al nimero de muestras. Cuando la temperatura de la agarosa es de unos
40°C se vierte cn la bandeja y se deja solidificar. Se coloca la bandeja dentro de la
cubeta de electroforesis v se afiade el tampon hasta cubrir el gel. Por iltimo se le-
vanta cuidadosamente el peine.

Conviene advertir que ¢l bromuro de etidio es un producto fuertemente muta-
geno por lo que su manipulacién es peligrosa y ha de hacerse tomando las mayores
precauciones. Asimismo, una vez que se ha afiadido hay gue tener el mayor cui-
dado en la manipulacién del gel. La scguridad e higiene en la evacuacion de resi-
duos tiene que estar garantizada.

Para poder visualizar el avance de la migracion del producto de PCR a través
del gel durante la electroforesis, se utiliza azul de bromofenol; ademds de esta fun-
cion el azul de bromofenol evita que el DNA flote en el tampdn de la cubeta.

Se preparan 12 nuevos tubos de (1,5 ml. En 10 de ellos se disponen 5 pl del co-
rrespondiente producto de PCR y 3 ul de azul de bromofenol. En los dos restantes
se cargan, también con azul de bromofenol, dos marcadores de peso molecular (en
cantidad suficiente para ser visibles) que se ubicardn en la primera y dltima calle.
De este modo se puede conocer el tamaifio y la concentracién de las bandas ampli-
ficadas.

Normalmente, la diferencia de potencial utilizada en la electroforesis para
productos de PCR, es aproximadamente de 100V. Una vez que el DNA ha migra-
do lo suficiente, se lleva el gel a un transiluminador de luz ultravioleta y se visua-
lizan y fotografian las bandas de DNA (Fig. 2).

En el caso de observar una dnica banda, se realiza la purificacion por columna
del producto, como se explicard mis adelante. Si se observa mas de una banda pro-
cedente del mismo pocillo se lleva a cubo un proceso de aislamiento que también se
describira mas abajo.
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Figura 2. —Productos de PCR correspondiente a un segmento de ADN ribosémico nuclear obteni-
dos utilizando los primers ITSEF e ITS4, a partir de ADN obtenido de distintos individuos de Phyconia
venustda.

5.2. Problemas en la PCR

— ¢ Qué hacer si no ha amplificado ningun producto? Es posible que alguno de
los pardmetros del programa no haya sido debidamente ajustado. Con frecuencia,
las temperaturas y tiempo de desnaturalizacidn pueden ser el problema. Otro pa-
rametro del programa que puede ser causunte de complicaciones es la temperatura
de hibridacién de los primers; para optimizar esta variable se sugiere ensayar en un
pequeiio margen de oscilacién (hasta + 5 °C).

Es posible que la polimerasa se haya inactivado durante su almacenamiento,
por lo cual se recomienda usar otro stock o consultar a la casa comercial,

— ¢ Qu¢ hacer si sélo ha amplificado el control positivo? Puede haberse pro-
ducido cualquiera de las situaciones que, a continuacion, se abordan. Se reco-
mienda ir descartindolas en el orden que sigue:

» Lo mas probable es que el DNA extraido haya arrastrado algin contaminan-
te (polisaciridos u otros) que actde como inhibidor de 1a PCR. Se reco-
mienda o bien repetir el lavado del DNA (desde el punto 4 del protocolo de
extraccion).

» Puede ocurrir, en casos raros, que la region a la que deberia unirse el primer
no sea complementaria totalmente (por ejemplo si ha sufrido una mutacién),
En este caso debe probarse con primers alternativos.
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— ¢ Qué hacer si, de las muestras, sélo han amplificado algunas, ademads del
control positivo? Si la presencia de DNA estd probada, cabe pensar que algunas
muestras presenten contaminantes de extraccién (polisacaridos u otros), en cuyo
caso se recomienda lo descrito anteriormente, referente a la purificacion del
DNA,

Cabe también pensar en la posibilidad de que, por causa de 1a secuencia nu-
cleotidica, alguno de los primers no haya podido hibridar con el flanco correspon-
diente de la diana. En tal caso hay que recurrir a otro primer.

Esta situacion de heterogeneidad en el éxito de la amplificacién es muy fre-
cuente cuando se trabaja con liquenes. Es factible que se deba a dificultades en la
hibridacion de los primers. por la presencia muy probable de intrones opcionales.
Se recomienda o bien repetir la amplificacion de esas muestras o bien repetir la ex-
traccién de DNA a partir de otro especimen.

— ¢ Qué hacer si ha aparecido una banda (o mas) en ¢l control negativo? En tal
caso hay que pensar que ha ocurrido una contaminacién con dcidos nucleicos de
cualquier origen. Es muy importante localizar esa contaminacion. Para ello ha de
procederse ordenadamente descartando los posibles vectores: pipetas, tubos ep-
pendorf, puntas y reactivos, especialmente el agua ofy ¢l TE.,

— ¢Qué hacer si en alguna de las calles s¢ aprecia la presencia de mis de una
banda (siempre que el control negativo no presente ninguna)? Este problema es fre-
cuente en los liquenes, sin que se tenga absolutamente claro por qué ocurre, Lo mds
probable es que sea debido a alguna de las causas siguientes: presencia de mas de
un genoma fungico en el especimen del que se extrae la muestra, falta de especifi-
cidad en los primers con la posible amplificacién de DNA del fotobionte y posi-
bilidad de que se den fallos en la evolucién concertada de las mailtiples copias del
rDNA. Para aumentar la especificidad de un segmento diana en la PCR, se puede
recurrir a elevar ligera y progresivamente la temperatura de hibridacion de los
primers.

5.3, Almacenaje del producto de la PCR

Los productos de PCR se almacenan indefinidamente a —20°C, al igual que los
reactivos de la reaccidon (polimerasa, nucleotidos, etc.) con la excepeidn del tampdn
de polimerasa que debe guardarse a 4 °C en frigorifico. Los marcadores molecula-
res de peso molecular también se almacenan a 4°C.

54.  Purificacion por columna del producto de la PCR

PCR, debe realizarse una purificacion del mismo para eliminar restos de reactivos
(polimerasa, primers, tampdn y cofactor). El proceso de purificacién se realiza me-
diante kits que ofrecen las casas comerciales. Estos utilizan columnas de purifica-
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cion aproximadamente del tamaifio de un eppendotf para eliminar los componentes
de la mezcla tras una serie de centrifugaciones. El proceso de purificacién se realiza
con el siguiente protocolo (se describe el de la casa Biotools):

1. En primer lugar, se extrae todo el producto amplificado, evitando coger
aceite, y se introduce en otro eppendorf, previamente rotulado, de 1,5 ml.

Se anaden 200 pl de Solucién I, se mezcla bien, pipeteando (sin vortex), v se
adicionan 10 pl de una matriz de silice. Se deja incubar 10 min a temperatura am-
biente. El polvo de silice se unird a los fragmentos grandes de DNA. La Solucion [
crea las condiciones necesarias para la union.

2. Seanade la mezcla a la columna y se centrifuga durante 3 min a 10.000 g.
Al centrifugar, todos los componentes de la mezela traspasan la columna y el
DNA unido a la matriz de silice queda retenido.

3. Se descarta el eluyente y se afiaden 300 pl de Solucién de lavado (Cold
Wash Solution) a cada eppendorf. Es importante resuspender bien la matriz de si-
lice, agitando manualmente {sin vortex).

4. Se vuelve a centrifugar 3 min a 10.000 g y luego se elimina el eluyente.

3. Serepiten los pasos 4 y 5. Posteriormente, las columnas se colocan en tu-
bos nuevos.

6. Screcomienda realizar una nueva centrifugacién en vacio a 10.000 g. En €l
caso de que queden restos de solucion de lavado las columnas se colocan en tubos
nuevos.

7. Se afaden 20-25 pl de agua pura precalentada a 65 °C, para disolver el
DNA.

8. Se centrifuga 3 min a 10.000 g y se recoge el eluyente, en el que se en-
cuentra el DNA.

Es recomendable llevar a cabo una nueva electroforesis para comprobar que no
se ha perdido la banda de DNA.

5.5, Extracion de dcidos nucleicos a partir de geles

Si en el gel de electroforesis se observa mds de una banda, debido a la exis-
tencia de muiltiples productos de PCR, probablemente interesara aislar una de
ellas (por ejemplo para secuenciarla). Para hacerlo, 1as casas comerciales suminis-
tran kizs de ficil manejo. A continuacidn se detalla el proceso para el kit de Amers-
ham:

1. Se recorta la banda del gel de electroforesis con una cuchilla estéril. Se in-
troduce en un eppendort estéril, previamente tarado, para posteriormente calcular el
volumen.

2. Se afiaden 3 volumenes de Nal.

3. Seincuba a 55°C durante 3-Smin, para que la agarosa se disuelva.
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4. Se afiaden 5 pl de polvo de vidrio que, al igual que en el caso de la purifi-
cacion por columna, se trata de un sélido que se une al DNA y aumenta su peso. Se
mezcla bien y se incuba 5 min en hielo.

5. Se centrifuga 1 min a 1.000 g. Se elimina ¢l sobrenadante.

6. Se afaden 250 pl de tampdn y se agita levemente. Posteriormente, se
centrifuga a 1.000 g durante T min. A continuacién se elimina el sobrenadante.

7. Se repite este 1iltimo paso dos veces mas y se seca lo mejor posible en la
estufa a una temperatura de 37 °C-40°C.

8. Se adicionan 30 pl de agua pura v se deja resuspender durante aproxima-
damente | hora o durante toda la noche.

9. Se centrifuga a 12.000 g durante 2 min.

Se realiza una electroforesis para comprobar que no se ha perdido 1a banda de
DNA y seguidamente se realiza una purificacion por columna como se ha descrito
anteriormente.

6. Secuenciacion del DNA

La secuenciacion se realiza, por lo general, en servicios especializados, debido
al elevado coste de los sofisticados sistemas de secuenciacidn automédtica v a la es-
pecializacién que requiere el uso eficiente de 1os mismos. Por lo general, las uni-
versidades y centros de investigacion facilitan el acceso a servicios centralizados
que realizan la secuenciacién a precios ventajosos para el usuario interno; ocasio-
nalmente alguna empresa puede también ofrecer este servicio.

El método de secuenciacién mds generalmente usado consiste en una nueva re-
accidn de PCR en la cual se utilizan nucledtidos especiales marcados con fluores-
cencia. Cada clase de nucledtido, Adenina (A), Timina (T), Citosina (C), Guanina
(G3), emite a una particular longitud de onda al pasar por un haz de laser; la serial
emitida se recoge en un ordenador y se procesa en forma de picos en un grifico de-
nominado electroferograma (Fig. 3). Los picos del grafico se corresponden con
cada nucledtido, y asi se obtiene la secuencia de los mismos.
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Figura 3.~ Electrofcrograma.
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Por regla general los servicios de secuenciacion imponen unas condiciones mi-
nimas para la aceptacion de productos de PCR para su secuenciacion. Estos re-
querimientos suelen estar relacionados con la concentracion y cantidad de DNA (se
requiere mayor cantidad de DNA cuanto mayor sea el tamafio del segmento) y su
pureza. Normalmente también se requiere una pequefia cantidad de los primers que
se van 4 utilizar en la secuenciacion.

6.1, Alineamiento v andlisis de secuencias

La informacidn generada por los secuenciadores automaticos se almacena ge-
neralmente en dos ficheros: uno de ellos es el grafico o electroferograma y el otro
contiene la secuencia, propiamente dicha, en formato de texto, Cuando la sefial que
recibe el secuenciador automatico no estd suficientemente clara, el aparato res-
ponde asignando una N (indeterminacion} a la posicion dudosa. De esta torma, tan-
to en las curvas del electroferograma, como en la secuencia dada, aparecerdn 5 ca-
racteres: N, A, G, T, C. Un electroferograma nitido presenta picos bien definidos,
con poco ruido de fondo y con pocas indeterminaciones (Fig. 3). Comparando la
secuencia y el grifico recibidos del aparato automatico se pueden resolver un
buen nimero de indeterminaciones. Ain asi suelen quedar otras que, de ser nece-
sario, pueden ser resueltas mediante una segunda secuenciacion.

6.2. Problemas en el alineamiento

Una vez disponibles las secuencias, el primer paso para la interpretacion es el
alineamiento. El proceso de alineamiento consiste en generar una matriz de datos
en el que las filas son las distintas secuencias a comparar y en las columnas se si-
tian las posiciones homdlogas de cada secuencia. El alineamiento sélo puede lle-
varse a cabo cuando las secuencias son suficientemente parecidas entre si, ya que
ésta es la base que se utiliza para asumir homologia entre dos posiciones. Asf, si
disponemos de las secuencias AATGCTGCA y AATGAAGCA podemos asumir
que las posiciones 5. y 6.5 de ambas secuencias son homdlogas, aunque sus nu-
cledtidos sean diferentes, gracias a la semejanza de las secuencias que las rodean,

Los problemas (y, a su vez, la principal fuente de informacion) que pueden sur-
gir en los procesos de alineamiento son debidos, por lo general, a la variabilidad (o
grado de mutacidn) que presente una secuencia con relacion a la otra. Los cambios,
o mutaciones puntuzles, de un nucledtido por otro, no ofrecen dificultades para el
alineamiento cuando se producen en segmentos no muy variables porque los nu-
cledtidos adyacentes sirven de orientacion. Una mayor dificultad se presenta cuan-
do la mutacion es indel (insercidn/delecion) ya que puede afectar a un solo nucled-
tido, 0 a mds de 200, si hay intrones.

Existen diversos algoritmos informédticos que ayudan al alineamiento inicial de
las secuencias. Se pueden utilizar los programas Sequence Navigator (para Ma-
cintosh) o Clustal (accesible de forma gratuita por Internet). Dichos programas in-
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troducen guiones o huecos (gaps) donde ocurren indels, para conseguir alinear las
secuencias. Normalmente sin embargo, los alineamientos resultantes del desarrollo
automadtico de estos programas no son Optinos v se necesita introducir algunas mo-
dificaciones, a ojo, para conseguir la maxima homologia en el alineamiento,

— ¢Qué hacer cuando una de las secuencias muestra una excesiva discre-
pancia con las demds, es decir, que su alineamiento resulta practicamente imposi-
ble? Esto puede deberse, al menos, a alguna de las dos opciones siguientes:

* Lo mds probable es que la secuencia esté invertida porque proceda del primer
alternativo. En este caso, solo habria que cambiar el sentido de la secuencia
discrepante y traducirla en su complementaria.

* Puede también suceder que se haya amplificado, por error o contaminacion,
un genoma que no es ¢l deseado,

Una vez que se han usado las secuencias, es indispensable que se depositen en
alguno de los bancos universales que existen {EMBOLAB y Gene Bank a los que
s¢ accede a través de http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Las revistas cientificas de
distribucién amplia, exigen, para la aceptacién de un trabajo, que las secuencias ha-
yan sido depositadas. Los bancos son abiertos y disponibles para todos los inves-
tigadores de forma gratuita. El autor puede concertar una fecha antes de la cual el
acceso a sus datos esté cerrado o protegido.

7. Analisis de secuencias para filogenia

La aplicaciéon mds inmediata del analisis molecular en el campo de los estudios
de biodiversidad se orienta hacia problemas evolutivos de distinto tipo en particu-
lar al conocimiento de las relaciones filogenéticas y de parentesco; todo ¢llo se en-
cuadra actualmente bajo el concepto de evolucidn molecular. En las mds recientes
publicaciones de sintesis (PAGE y HOLMES, 1998) molecular evolurion es el térmi-
no que se va imponiendo como clave.

Las relaciones moleculares y evolutivas entre los organismos se representan por
lo general en drboles que ne son mas gue modelos grificos de la interpretacion de
las semejanzas y diferencias entre los caracteres. Para establecer relaciones evolu-
tivas {de parentesco) es imprescindible que los caracteres manejados sean heredi-
tarios. El uso en estudios evolutivos de los caracteres morfoldgicos, quimicos,
etc., presenta dificultades que sc derivan de la permanente duda de si el cardcter es
genético o es solo fenético. En el caso que nos ocupa, los caracteres son las se-
cuencias del DNA que, por definicién, son genéticas. Ademds, las secuencias, es-
tan reflejando, en su variacién, los cambios que se han producido en el organismo
estudiado a lo largo de su historia; es decir, la filogenia del organismo. El grado de
semejanza entre dos secuencias homdélogas indica el grado de parentesco entre
ellas. Dos secuencias son mds semejantes entre si, cuantas menos mutaciones ¢x-
hiban entre ellas,
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No todas las secuencias tienen la misma frecuencia de mutacion (variacion).
Por eso se habla se secuencias variables y secuencias conservadas. En los seg-
mentos silenciosos del DNA, esto es, en aquellos segmentos que al no ser codi-
ficantes no se traducen (intrones, separadores intergénicos, separadores intragé-
nicos, etc) la frecuencia de mutacién es mucho mayor y ademas, su variacién no
es corregida por el propio organismo debido a que no entrafa riesgos. Se trata,
pues de mutaciones neutras. Sin embargo los segmentos donde se producen estas
variaciones neutras, estan tan sujetos a evolucion como un segmento codificante;
por ello los segmentos silenciosos tienen la misma utilidad como base para re-
construir filogenias que fos que codifican para proteinas, y adicionalmente ofre-
cen la gran ventaja de ser mucho mds variables, es decir, mds informativos. De
hecho, los estudios filogenéticos que abordan andlisis de relaciones entre taxones
del rango de género o menor (tipicamente, especie o subespecie), han de basar-
se necesariamente en la comparacion de segmentos silenciosos (por ejemplo
los ITS).

Todos los sistemas de andlisis, consisten en programas estadisticos que hoy es-
tin preparados para cualquier tipo de ordenador. Aunque no son programas difici-
les de manejar, requieren horas de entrenamiento.

Los programas que suelen usarse son de dos tipos fundamentales que en ambos
casos pueden presentar sus resultados en forma de drbol: los filogenéticos, que con-
ducen a representaciones en los que las longitudes de las ramas no son informativas
(cladogramas en sentido amplio } v los de distancias, en los cuales la longitud de las
ramas esta en relacion con la medida de la variacién genética entre los taxones o
entre las muestras.

7.1.  Cladogramas

Este concepto se usa aqui en el sentido de PAGE y HOLMES (1998). Se conside-
ra que un cladograma es un drbol evolutivo en el cual las longitudes de las ramas
no son informativas. Entre los cladistas se suele establecer distincion entre lo que
consideran un drbol evolutivo y un cladograma. En un cladograma, los taxones ter-
minales estdn siempre en las ramas extremas del drbol, tanto si lo que se compara
son seres actuales como si estdn extinguidos; en un cladograma tampoco se tiene en
cuenla si alguno es ancestro de otro u otros de los representados. Por el contrario en
un drbol evolutivo, segiin el concepto cladista, alguno o algunos de los taxones pue-
den ser ancestros de otro. En la inmensa mayoria de los casos que se analizan, nin-
guna de las secuencias que se compara es ancestro de otras por lo cual cladograma
y arbol evolutivo pueden considerarse sindnimos.

Los cladogramas se pueden elaborar mediante dos sistemas de comparacion de
los datos (FELSENSTEIN, 1993): por parsimonia y por mdxima verosimilitud (maxi-
mum likelihood, MLH). El andlisis parsiménico se fundamenta en el principio fi-
loséfico de la navaja de Oceam (YNDURAIN, 1997), considerando como mejor re-
presentacién el drbol al que se llegue con el menor niimero de mutaciones. El
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andlisis por MLH, partiendo del mismo principio, elabora matematicamente un ar-
bol de maxima probabilidad teérica con el cual compara todas las representaciones
posibles; el drbol gue el programa considera como definitivo es el que resulte
mas semejante al modelo matemaético. Con uno u otro sistema de analisis, los cla-
dogramas deben presentarse con un valor en cada unoe de los nodos o bifurcaciones
que indique la probabilidad con que se obtiene ese nodo (valor de bootstrap) en la
comparacion realizada. Por ejempio, si una rama termina en una bifurcacién cuyo
bootstrap es de 90, quiere decir que ese es el porcentaje de veces que se obtuvo un
arbol en el que esa bifurcacion aparecia. Una bifurcacién con una probabilidad por
debajo de 50, no debe ser tenida en cuenta y, por lo general, en los programas mds
utitizados, una bifurcacién con tan bajo grado de confianza no se acepta. Por esta
razon con frecuencia se obtienen cladogramas que, mds que forma tipica de drbol,
la tienen de peine (estructura pectinada).

En cualquiera de los sistemas de comparacion, parsiménico o MLH, las formas
o topografias de los drboles que se obtienen, son muy parecidas y normalmente se
usa el que ofrezea resuliados més consistentes (por ejernplo los mis altos valores de
hootstrap).

7.2, Arboles de distancia

Dado que entre dos secuencias siempre hay un ancestro comun, la medida de la
divergencia entre dos secuencias puede ser utilizada para estimar el mimero de
cambios evolutivos ocurridos entre ellas. Las distancias pueden representarse en
forma de drboles que persiguen traducir la distancia entre secuencias en drboles
evolutivos (PAGE & HoLMES, 1998). Se han descrito varios sistemas para estimar
las distancias que dan lugar a otros tantos tipos de métodos (Jukes-Cantor, Kimu-
ra, etc). En los drboles basados en distancia, las longitudes de las ramas son pro-
porcionales a las distancias genéticas halladas (nimero de mutaciones entre las se-
cuencias comparadas). Como consecuencia, ademas del valor de la probabilidad de
los nodos, estos drboles muestran un segmento de referencia cuya longitud es
proporcional al nimero de mutaciones.

7.3, Programas para andlisis de datos
Entre los programas mds utilizados estdn los siguienies:

— PHYLIP. Es un programa para hacer filogenias a partir de caracteres nu-
merosos (secuencias). Permite hacer cladogramas basados tanto en parsi-
monia como en médxima verosimilitud y drboles de distancia por distinios
métodos (Jukes-Cantor, Kimura, maximum likelihood). Se obtiene de for-
ma gratuita a través de Internet (http://evolution.genetics. washington.edu/
phylip/software.html General).
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— El programa PHYLIP no dibuja arboles, por lo que es necesario disponer de
un programa complementario que lo haga. Uno de ellos es el TREEVIEW.

— PAUP. Es el més utilizado en la bibliografia aunque no es gratuito. Permi-
te hacer cladogramas por parsimonia, MLH y distancias; actualmente dis-
pone de versiones para todo tipo de ordenador,

8. Polimorfismo en tamafio de fragmentos de restriccion (RFLPs)

Algunos problemas de identificacién de muestras pueden resolverse, sin tener
que secuenciar el segmento de DNA, mediante el reconocimiento por ciertos en-
zimas, los enzimas de restriccidn, de pequefias secuencias. Los enzimas de res-
triccion hidrolizan enlaces fosfodiéster en el DNA y se caracterizan por cortar las
dos cadenas del DNA de forma especifica tras reconocer una secuencia diana. La
frecuencia con la cual un enzima corta un DNA depende del tamafio de la se-
cuencia de reconocimiento. Los enzimas de restriccion se han clasificado en tres ti-
pos (1, 11 y IfI) segun su diferente funcionalidad y tienen como principal propiedad
la alta especificidad. Una molécula de DNA genera un conjunto constante de frag-
mentos (patrdn de restriccion) al ser digerida con una endonucleasa de restriccion
(Fig. 4). Los anilisis basados en este hecho se suelen llevar a cabo sobre producto
de PCR. Aunque en otros ascomicetes y en muchos y variados estudios sobre di-
versidad, se han usado los RFLPs, en liguenes adn no han sido aplicados, Actual-
mente estos andlisis ya no sc realizan para estudios filogenéticos, sin embargo, son
interesantes (y mds baratos que los métodos que requieren secuenciacidn) para es-
tudios poblacionales. Una vez mds, la dificultad en los liquenes estriba en encontrar
primers especificos para la PCR de partida. Pueden aplicarse para esta primera fase
los primers relacionados en la Tabla 1, si el disefio experimental no requiere mayor
variabilidad.

Figura 4 —Resultado de la restriccién de una regién de ADN ribosémico utilizando ¢l enzima
HindIIT de diferentes individuos de Parmelia sulcata.
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8.1, Procedimiento para preparacion de los RFLPs

El método para realizar esta técnica es sencillo y consiste en la preparacion de
una mezcla conteniendo el producto de PCR. enzimas, tampdn y agua; posterior-
mente, el producto de la PCR se somete una incubacidn durante un tiempo dptimo
preestablecido para que se produzca la actuacidn de los enzimas de restriccion.

8.1.1. Productos necesarios

— Producto de la PCR.

— Enzima de restriccidn.

— Tampén apropiado para la correspondiente enzima.
— H,O ultrapura.

8.1.2. Protocolo para los RFLP

La preparacion debe hacerse en el interior de una camara de flujo laminar
para evitar contaminaciones, Debe cuidarse también la esterilidad de todo el ma-
terial que se use. Los componentes de la mezcla deben mantenerse en hielo. En la
siguiente tabla se esquematizan los volimenes de cada producto:

I por mucstra

Tampoén (10 Y% volumen total) 2.0
H,O ultrapura 7.8
Enzima de restriccion (2 u por muestra) 02
Producto de PCR 10,0

Volumen total 20,0

1. Se afiade 10 Wl de producto de PCR a 10 tubos eppendorf rotulados.

2. En otro tubo se realiza una mezcla con los restantes componentes de la re-
accion, Se agita con vértex suavemente.

3. A cada tubo de los que contienen el producto de la PCR, se afiaden 10 pl
de la mezcla y se agita con vortex suave.

Este esquema se sigue para tantos enzimas como se desee utilizar. Cada tubo se
lleva a blogue térmico o bafio a la temperatura requerida para cada enzima. El
tiempo de incubacidn es variable pero se sugiere no menos de 3 horas ni mds de 12.

El resultado de la restriccién serd un patrén de bandas que se visualiza en
electroforesis sigulendo un procedimiento como el ya descrito. Dado que pueden
presentarse fragmentos de muy pocas bases (cortos) ¢s recomendable preparar
geles de poliacrilamida en los que la resolucién es mayor. Hay también agarosas es-
peciales de alta resolucidn.
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9.  Amplificacion al azar utilizando primers de seleccion arbitraria (RAPDs)

Una técnica muy utilizada (HENRY, 1997) para caracterizacién de DNA am-
plificarlo utilizando primers cortos de secuencia arbitraria; como resultado se ob-
tiene un patron de bandas (Fig. 5) que puede ser usado como marcador genético de
una poblacion. Esta técnica tiene dos grandes ventajas. La primera es que no es ne-
cesario tener un conocimiento previo del genoma o genomas a comparar y en se-
gundo lugar, es una téenica muy sensible porque hace intervenir a todo el genoma
donde, como se sahe, hay ingentes cantidades de DNA silencioso, muy variable,
que permite establecer diferencias no s6lo entre taxones proximos entre si sino in-
cluso entre individuos de la misma especie.

La técnica dec RAPD ha sido ampliamente aceptada para los mis diversos ob-
jetivos, pero su aplicacion al estudio de los liquenes presenta ciertas dificultades
(MURTAGH et al., 1999). La dificultad principal es que, dado que el DNA que sc
aisla a partir de talo liguénico es DNA total, siendo los primers arbitrarios, no po-
demos deducir, entre las bandas obtenidas, cuiles corresponden a foto 0 a mico-
bionte. Esto ha sido visto como una insalvable dificultad por algunos autores
(MURTAGH er al., 1999). A pesar de estos inconvenientes, la técnica serd aln utili-
zada y discutida en los estudios sobre liquenes y, por tal razon, ha sido recogida en
el presente trabajo. Ademds tiene, sin duda, aplicaciones inmediatas si se parte de
cultivos axénicos.

Como se ha sefalado, los RAPDs suelen utilizarse en estudios poblacionales va
que permiten estimar variabilidad genotipica entre muestras muy parecidas. Un pa-
tron de bandas (Fig. 5), resultado de una prueba de RAPD, puede ser especifico de
razas, variedades y/o individuos.

Figura 5—Rcesultados de la amplificacion por RAPDs de diferentes individuos de Physconia dis-
tortq utilizando el mismo primer.
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9.1.

Proceso para la preparacion de RAPDs

Consiste en una PCR cuyos principios basicos no difieren de los descritos an-
teriormente. No obstante, existen ciertas diferencias que se detailan a continuacion:

— Mientras en la PCR se trabaja con una pareja de primers gencralmente es-

pecificos que amplifican copias de una regidn conocida de DNA, en los
RAPD se utilizan series de primers de secuencia arbitraria que hibridan con
un cierto nimero de regiones del DNA, en principio desconocidas, origi-
nindose multiples copias de tamafio diferente.

— Dado que la unién de los primers es inespecifica, la temperatura de hibri-

dacién que se usa es mas baja, oscilando entre 35-38 °C, segin los proto-
colos.

— En general, se alargan los tiempos de polimerizacion, lo que permite fa am-

plificacidn tanto de segmentos de bajo como de alto peso molecular.

— En general, el nimero de ciclos suele ser ligeramente mayor (habitual-

mente entre 40 y 45 ciclos).

Las polimerasas utilizadas han de ser mds activas {(mejor una Tag procedente
de Thermus aguaticus que una Tth, procedente de Thermus thermophilus).
l.a concentracidn de las mismas en el volumen final de reaccidn, suele ser
mis alta que en el caso de una PCR convencional.

— Puesto que el mismo DNA debe servir de molde para diferentes primers y

9.1.1.

puesto que suele utilizarse ¢sta técnica para estudios poblacionales, donde
se analizan un nmimero elevado de individuos, se recomienda disminuir el
volumen de reaccion y cargar todo el producto de reaccidn en los pocillos
del gel.

Esquema y recomendaciones para RAPDs

— Los dNTPs suelen comprarse en forma de solucién matriz concentrada, a

partir de ia cual se deben preparar ios siock con una concentracién de
5 mM.

— Deben utilizarse micropipetas exclusivas para RAPDs.
— Todos los productos de reaccion deben ser agitados en el vortex antes de ser

utilizados. El enzima se agita y se somete a un pulso de centrifuga (spin)
para no perder volumen.

9.1.2. Protocolo para RAPDs

Se calculan las cantidades correspondientes al volumen de reaccion, utilizando
2 ul de DNA por cada 10,5 pl de mezcla de reaccién.
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DNA H,0 Tampon | MgCl, dNTP Primer* Polimerasa

Concentracion FOx 25 mM 5mM 5 mM 10 unidad/ut
inicial de
alicuota

Concentracién Ix 4mM 200 M | 0,2 mM | 0,064 unidad/ul
en la reaccion

Yolumen 2ul 62ul | 1,25 2ul 0.5 pl 0,5 uk 0,08 ul
para 12,53 pul

* Se repetiran tantas reacciones como primers se vayan a utilizar de forma que ¢l ADN de (odos los individuos
analizados reaccionard con todos los primers.

Con ¢l fin de evitar errores se recomienda preparar una tabla donde se repre-
senten las muestras ¥ los componentes de la reaccion, en este caso, para 12 mues-
tras, Todos los volimenes se dardn en pl.

Muestra NA H.0 Tampdn MgCl, dNTP Primer* Polimerasa

6.2 125 2 (1.3 0,3 0,08

[Nl =R e RS R P

10

11

12
Positivo
Negativo
Extra
Extra

Total 2x wbo | 99,2 | 20 32 8 ! & 1,28

* Sc repetiran tanlas reacciones Como prismers se vayan a utilizar de forma yue el ADN de tedos los individuos
analizados reaccionard con todos los primers.

9.1.4. Programacion del termociclador

Los pasos 2, 3 y 4 constituyen el ciclo que se repetird 45 veces. Entre el paso 3
v 4 se establece un gradiente de temperatura en ascenso con una velocidad de
0,4 °C/seg. Al final del proceso, los productos de reaccién permanecerdn a 4 grados
para inactivar la polimerasa .
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Pasos Temperatura Tiempo
l 94°C 6 min
2 94°C 1 min
3 36°C 1 min
4 72°C 6 min
5 72°C 6 min
6 4°C cle

9.2, Problemas en los RAPDs

Los problemas que puede ofrecer una reaccidn de este tipo son similares a los
descritos para otros tipos de amplificacidn y se deben abordar de 1gual forma. Sin
embargo, existe un problema adicional con los RAPDS. Dado que un primer ines-
pecifico puede unirse a una gran cantidad de regiones de DNA, cualquier peguefia
variacidn de los parametros de reaccidn puede modificar los resultados. Es im-
prescindible regular ampliamente este proceso.
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ANEXO
A continuacién se relacionan los reactivos mas usuales en ias concentraciones necesarias

para la mayorfa de protocolos. Por razones pricticas, se ha incluide alguno no citado en el
texto, Pucde cncontrarse informacion mas detallada en SAMBROOK et af. (1989),

PREPARACION DE STOCKS

Concentracion Volumen Peso
STOCKS que gueremos de 1::’?‘;;3?9 Male- Ca nlil ,d;:[j dt'tplrot‘}m'fu
en ef stock 4 i cular fue Ay que usar
preparar
Tris 1M pH 8.0 1M 0,5001 121,14 [60.57 g + agua destilada hasta 500 ml
EDTA 0,5M pH 8,0 05 M 0,2501 372,24 146,53 g + agua destilada hasta 250 mi
CTAB 4% wiv 45 wiv 0,1001 4 g + agua destilada hasta 100 ml
NaCl4 M 1M 0.5001 58,44 23,376 g + ugua destilada hasta 100 ml
NaCls M SM 0,001 58.44 | 29,22 g + agua destilada hasta 100 mi
SDS 10% wivpH 7.2 0.1001 10 g + agua destilada hasta 100 ml
Tris M pH 8.0
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— Disolver 60,57 g de Tris base (hidroximetil aminometano) en 400 ml de H,O.

— Ajustar el pH afadiendo HC) concentrado.

Como referencia, las cantidades aproximadas de HCI que hacen falta para conseguir los
pHs indicados (para 500 ml de selucién) son:

pH HCI

74 35ml
76 30 ml
8,0 21 ml

Ej.; para conseguir pH 8.0 afiadir 17 ml y poco a poco ir afiadiendo mds hasta ajustar el
pH adecuado.

Permitir que la solucién se enfrie a ternperatura ambiente antes de realizar el ajuste final
del pH.

— Ajustar el volumen de la solucién a 500 ml con agua destilada.
— Esterilizar.
— Guardar en nevera (4°C),

Observaciones

— El pH de la soluciones Tris depende de la temperatura y decrece aproximadamente
0,03 unidades de pH por cada 1°C de incremento de temperatura. Por ejemplo una
solucidn 0.05 M tiene valores de pH de 9,5, 8,9 y 8,6 4 5°C, 25°C v 37 °C respec-
uvamente.

EDTA 0.5 M pH 8.0

— Anfadir 46,53 g de etilen-diamin-tetraacetato disédico dihidratado (= ac. etilen-di-
nitrilo-tetracético sal disddica dihidratada) en 200 m] de agua destilada (EDTA).

— Agitar vigorosamente con agitador magnético.

— Ajustar el pH hasta 8,0 con NaOH (~ 5 g de NaOH en pellets).

— Enrasar a 250 ml con agua destilada.

— Estenilizar.

— Guardar en nevera (4 °C).

Observaciones

~— La sal disédica de EDTA no se solubiliza hasta que la solucion estd ajustada apro-
ximadamente a 8,0 por adiccion de NaOH.

CTAB (hexadeciltrimetilamonium bromuro) 4 % w/v
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— Disolver 4 g de CTAB en 100 ml de agua miliQ.
Guardar en nevera {4 °C).
NaCl 4 M

— Disolver 23,376 g de NaCl en 80 mi de agua destilada.
— Ajustar el volumen a 100 ml con agua destilada.

— Esterilizar.

—- Guardar cn nevera (4°C}.

NaCisM

— Disolver 29,22 g de NaCl en 80 ml de agua destilada.
— Ajustar el volumen a 100 ml con agua destilada.

— Esterilizar.

— Guardar en nevera (4 °C).

SDS W0 %
— Disolver 10 g de SDS en 90 ml de agua destilada. Calentar a 68 *C para facilitar la
disolucion.
— Ajustar ¢l pH a 7.2 afiadiendo unas pocas gotas de HCI concentrado.
— Enrasar el volumen a 100 ml con agua destilada.
Observaciones
— Hay que usar mascarilla, guantes y limpiar todo bien cuando se pesa porque los cris-

tales de SDS se dispersan con mucha facilidad. No necesita esterilizacion. En nevera
(4°C) se precipita y hay que calentar y agitar a 65°C antes de usar,

TAMPONES DE ELECTROFORESIS

Volumen que Concentracion del

Canitdad o afiadir - )
gueremos preparar | stock concentrado S0y

Tris (sélido) 242 ¢ 1.000 ml 2M
Actdo acétice puro 57.1 ml I'M
EDTA 0.5 M pH 8.0 (en ncvera) 100 ml 0,05 M
Agua destilada hasta 11

1. TAE (Tris acetato-EDTA) (stock concentrado 50x)

2. TAE Ix

— El tampdn con el que se rellenan las cubetas y se hace el gel, se prepara con las si-

Botanica Complutensis
1999, 23, 13-51 48



Ana Crespo el al.

Técnicas y métodos para la iniciacion en el estudio de la evolucion...

Concentracion
en el stock 50y

Volumen
gite hemos
puesto del

stock 30x

Volumen
preparado
de solucion

de trabajo 1 x

Conceniracion
et lu solucion
de trabajo fx

Tris

Acido acético
EDTA 03 M
Agua destiladu

M
M
05M

40 mi stock 50x

1.960 ml

2.000 m!

0.04 M*

(0,001 M**

* 0,04 M Tris-acetato = 40 ml »x 2 M / 2.000 ml.
#5001 M EDTA =40 ml x 0,05/ 2,000 ml,

guicntes cantidades: 40 ml TAE 50x en 1960 ml de agua destilada {para 2 litros).
— Las concentraciones que hay en esta solucion se indican cn la tabla siguiente.

TAMPONES DE EXTRACCION DE DNA

i Volumen Concentracion Cancentracion Volumen
TAMPON A de tampon A que queremos que tenemos de stock
(JHE GUETERtos en tampon A en el stock a utilizar
Tris 7 mM 250 ml 7mM 1.000 mM 1,75 ml
EDTA 30 mM 30 mM 500 mM 15 ml
CTAB 1, 4% w fv 1.4% w /v 4% wiv 87.5ml
NaCl I M ™M 4M 62.5 ml
HO hasta 250 m}

1. Tampén A (lisis) para extraccion de DNA con CTAB

— Esterilizar.

— Guardar ¢n nevera (4°C).

2. Tampén B (precipitacion) para extraccion con CTAB

. Velimen Concentracion Concentracion Volumen
TAMPON B de tampon B (He gueremaos que [eRemos de stock
que queremos en tampon B en el stock a utilizar
CTAB (,5% wfv 250 ml 0,5% wiv 4% wiv 31,25 ml
NaCl 40 mM 4t mM 4M 2,5ml
H,O hasta 250 ml
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— Esterilizar.

— Guardar en nevera (4 °C).
SOLUCIONES DIVERSAS

1. TE 10:1 (Tris-EDTA) pH 8,0

Técnivas y métodos para la iniciacién en el estudio de la evolucion...

Concentfracion
que qUEremos

Volumen
qUE Guerenos

Concentracion
del stock
que 1enemos

Cantidad
a utitizgr

Tris C1pH 8,0 10 mM
I mM EDTA pH 8.0

10 mM
I mM

100 ml

IM (= 1.000 mM)
0.5 M (= 500 mM)

1 ml stock
0,2 ml de steck

98,8 ml de agua
destilada

Agua destilada

2. Tampoén de carga de la muestra en el pocillo del gel

— 0,25% bromofenol azul.
— 30 % glicerol en agua..

Se preparan 50 ml, y se almacena en nevera (4 °C).

3. BrEt (Bromuro de etidio) stock 10 mg/ml (ver Precauciones)

— | g de bromuro de etidio en 100 ml de agua destilada.

— Agitar con agitador magnético durante varias horas hasta asegurarse de que el co-
lorante se ha disuelto.

— Empaquetar en papel de aluminio o transferir 1a solucion a bote oscuro

— Guardar doblemente protegido en varios botes y almacenar en el cajon de Ja nevera
(4°C).

4 Cloroformo: isoamil alcohol 24:1 v/v (= triclorometano: 3-metillbutanol 24:1)

— Se preparan 100 ml.
— Poner 96 mi de cloroformo en 4 ml de isoamil alcohol.
— Guardar en nevera (4 °C),

Observaciones
Esta mezcla se evapora facilmente. Cuando se coloca en el bafio hay que taparla.
5. Isopropanol
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Guardar en congelador.
6. Etanol al 70 %

Guardar a 4°C.

Precauciones

El bromuro de etidio es un potente mutdgeno y moderadamente toxico. Hay que usar
guantes (a ser posible dobles) cuando se trabaje con soluciones que lo contengan, y usar
mascarilla cuando se vaya a pesar.
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