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1 Resumen de las ideas clave

En este articulo vamos a estudiar la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) y las técnicas
relacionadas. Para entender la PCR es necesario conocer la estructura bdsica de los acidos
nucleicos, asi como el proceso de replicacidn del acido desoxirribonucleico (ADN). La PCR
es una técnica muy potente, versatil y rapida de amplificaciéon de acidos nucleicos, por lo
que facilita enormemente el trabajo con estas moléculas. Una de las principales
aplicaciones de la PCR es la secuenciacion de acidos nucleicos, comenzando por el método
de secuenciacién de Sanger. Ademds, para poder amplificar y secuenciar el acido
ribonucleico (ARN), normalmente es necesario una conversion previa a DNA, lo que se hace
mediante la retrotranscripcion.

2 Obijetivos

Una vez que el estudiante lea con detenimiento este documento, serd capaz de:
= Comprender la estructura bdsica de los acidos nucleicos (ADN y ARN)
» Explicar el proceso de replicacion del ADN
= Explicar el concepto de retrotranscripcion (RT) y la RT-PCR
= Comprender en detalle la PCR
= Comprender en detalle la electoforesis de ADN

= Comprender el método de Sanger para secuenciar ADN y sus caracteristicas

3 Introduccion

Los acidos nucleicos estan formados por nucleétidos, que a su vez estan formados por la
union de: una base nitrogenada, un azucar simple y un grupo fosfato (imagen 1).

ﬁ 5 Bases nitrogenadas
o — T—O—- CH, o}
1
Fosfato
3' OH
Azucar

Imagen 1. Estructura de los nucledtidos. Fuente: Wikimedia Commons
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La molécula de ADN (imagen 2) estd compuesta por dos cadenas complementarias
formando una doble hélice antiparalela de manera que se enrollan entre si. Cada hebra tiene
una estructura principal compuesta por grupos alternados de azlcar (desoxirribosa) y
fosfato. Unida a cada azucar hay una de cuatro bases: adenina (A), citosina (C), guanina (G)
o timina (T). Las dos hebras se conectan por puentes de hidrédgeno entre las bases: 2 enlaces
para adenina con timina y 3 enlaces para citosina con guanina.

Enlaces de hidrogeno
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Imagen 2. Estructura de la doble hélice de ADN. Fuente: Wikimedia Commons

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica ampliamente utilizada para
obtener muchas copias de determinados fragmentos de ADN a partir de pequeiias
cantidades de estos. Por otro lado, la PCR cuantitativa (QPCR) es una técnica ampliamente
utilizada para cuantificar la cantidad de ADN presente en una muestra.

A diferencia del ADN, el ARN estd formado por una Unica hebra que resulta de la
transcripcién de una de las hebras de ADN, y en lugar de timina (T) tiene la base uracilo (U).
En el caso de los ARN mensajeros (ARNm), ademas tienen una cola de poli adeninas (cola
poliA).

El dogma central de la biologia molecular establece que, durante la expresidon de un gen
codificante de proteina, la informacién fluye de ADN = ARNm —> proteina. El proceso de
conversion de ADN a ARN se denomina transcripcion, y el de ARN a proteina traduccion. El
proceso de traduccién se hace convirtiendo tripletes de nucledtidos en aminodcidos,
siguiendo el cddigo genético. El cddigo genético es el conjunto de reglas que define como se
traduce una secuencia de nucledtidos en el ARN a una secuencia de aminodcidos en una
proteina. Este cddigo es comun en todos los seres vivos, aunque hay pequefias variaciones,
y define la relacién entre cada secuencia de tres nucledtidos, llamada coddn, y cada
aminoacido. Dado que existen 4 bases nitrogenadas en el ARN (A, G, C, U), existen 64
combinaciones posibles de tripletes, de las cuales 61 codifican aminodacidos. Uno de ellos es
el coddn de inicio, AUG, que codifica ademas para el aminoacido metionina, y tres codifican
sitios de parada (codones de stop UAA, UAG y UGA).

La retrotranscripcion (RT) utiliza la actividad retrotranscriptasa para convertir ARN en ADN
copia (cDNA), y puede hacerse utilizando poli timinas que hibridan con las poliA, o bien
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utilizando primers especificos, o hexameros que hibridan al azar en diferentes sitios del ARN
(imagen 3). Esta técnica es ampliamente utilizada para determinar, por ejemplo, la
expresion génica de un determinado gen a partir de su ARNm (RT-gqPCR), o para secuenciar
los transcritos que aparecen durante la transcripcién (RT-PCR seguida de secuenciacién).

Reverse
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Imagen 3. La retrotranscripcion. Fuente: Wikimedia Commons

La secuenciacion de ADN ha sido revolucionaria en los campos de conocimiento de la
biologia molecular y la genética, ya que permite conocer la secuencia y estructura de los
genes, asi como las de otros elementos reguladores importantes en la regulacién de la
expresion génica. En el caso de humanos, es ampliamente conocido el proyecto genoma
humano (1990-2001), que permitié conocer casi la totalidad de la secuencia del genoma
humano. En este proyecto se utilizé el método de Sanger, conocido también primera
generacion de secuenciacién [1].

Desarrollo

Durante la replicacion de ADN, proceso por el cual una célula duplica su genoma para
dividirse. De esta manera, de una molécula de ADN Unica, se obtienen dos "réplicas". Esta
duplicacion del material genético se produce de acuerdo con un mecanismo
semiconservador, lo que indica que las dobles cadenas generadas a partir del ADN molde
original, al separarse, sirven de molde cada una para la sintesis de una nueva cadena
complementaria de la cadena molde, de forma que cada nueva doble hélice contiene una
de las cadenas del ADN original. Gracias a la complementacién entre las bases que forman
la secuencia de cada una de las cadenas, el ADN tiene la importante propiedad de
reproducirse idénticamente, lo que permite que la informacion genética se transmita de una
célula madre a las células hijas y es la base de la herencia del material genético.
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La molécula de ADN se abre como una cremallera, por ruptura de los puentes de hidrégeno
entre las bases complementarias en puntos determinados: los origenes de replicacién. Las
proteinas iniciadoras reconocen secuencias de nucleétidos especificas en esos puntos y
facilitan la fijacidn de otras proteinas que permitiran la separacion de las dos hebras de ADN
formdndose una horquilla de replicacidon. La ADN polimerasa ADN dependiente afade
nucleétidos a pequeiias secuencias de ADN denominados cebadores o primers,
extendiéndolas copiando la hebra molde.

4.1 Lareaccion en cadena de la polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) sirve para hacer muchas copias (amplificar)
de un fragmento determinado de ADN. Con la PCR se amplifica (multiplica) ese trozo de ADN
para que se pueda detectar. Sus aplicaciones en biologia molecular, biomedicina y medicina
son numerosas. La PCR puede usarse, como ejemplos, para identificar determinados
cambios en un gen o cromosoma que ayudan a detectar y diagnosticar una enfermedad;
para identificar trozos de ADN de determinadas bacterias, virus o microorganismos para
diagnosticar una infeccién; o para identificar personas a partir de su ADN en aplicaciones
forenses.

Fue desarrollada en 1986 por Kary Mullis [2], e Inicialmente |a técnica era lenta, ya que las
ADN polimerasas se desnaturalizaban al realizar los cambios de temperatura y era necesario
agregar nuevas polimerasas en cada ciclo. Esto es debido a que las temperaturas de
desnaturalizacion (95°C) durante la PCR suponen la inmediata desnaturalizacion de toda
proteina. La verdadera revolucién de la técnica, ademas de la aparicién de los
termocicladores que mantienen los tiempos y temperaturas necesarios en los ciclos de PCR,
evitando el uso de bafios termostaticos, fue el uso de ADN polimerasas termoestables,
extraidas de microorganismos adaptados a vivir a altas temperaturas. Dichos
microorganismos, generalmente arqueas, las mas utilizadas son: Thermus aquaticus (Taq) y
Pyrococcus furiosus (Pfu).

El ciclo del termociclador estandar, si bien puede variar dependiendo de la polimerasa y de
la aplicacidn, podria ser:

Desnaturalizacidn inicial: 952/5’
1 -Desnaturalizacién: 952C/30”
2 -Anillamiento de los cebadores (annealing): 50-652C/30” 35 ciclos
3 -Extensién: 722C/1’ por cada 1.000 nucleédtidos (minimo 45”)

Extension final: 722C/10’

Las diferentes polimerasas tienen diferente procesividad y fidelidad de copia, siendo estas
normalmente contrapuestas, es decir, a mayor procesividad menor fidelidad de copia y
viceversa. También pueden emplearse mezclas de polimerasas muy procesivas (Taqg) con
otras de alta fidelidad de copia (Pfu). La procesividad es la cantidad de polimerizacién
catalizada por una enzima cada vez que se une a un molde apropiado, o cebador-molde en
el caso de las ADN polimerasas. Se mide en nucleétidos polimerizados por evento de unién.
Las polimerasas de alta fidelidad de copia poseen la subunidad correctore de errores del
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complejo enzimdtico de la ADN polimerasa, una exonucleasa 3' a 5', de forma que elimina
los nucleétidos incorporados incorrectamente en 3’, que es el extremo en el cual se produce
la extensidn. Cabe decir aqui que las polimerasas que no tienen esta subunidad, o incluso
las que la tienen forzando las condiciones (aumentando a 30’ la extensién final), incorporan
adeninas de forma inespecifica al final de la cadena sintetizada de forma inespecifica (sin
molde). Estas A “extras” son utilizadas en varias aplicaciones en biologia molecular.

La adicién de nucleétidos en la extensién se produce en el grupo OH libre en 3’ (imagen 1 e
imagen 4), y la amplificacién es exponencial, de manera que una doble hélice da dos, que
daran 4 en el siguiente ciclo (imagen 4), de manera que:

N=Ng:-2°-e
donde, N= no de copias de amplicon (fragmento amplificado)
No = n2 de copias de DNA molde
¢ = ndmero de ciclos
e = eficacia de la reaccidn (e=1 en los primeros ciclos)

de forma que para No=1y c=35 tenemos que N= 68 x 10° copias por molécula
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Imagen 4. Reaccion en cadena de la polimerasa. Fuente: Wikimedia Commons

Como se observa en la imagen 4, el primer ciclo no da todavia el amplicdn como tal, si no
que la polimerasa sigue extendiendo desde el primer (directo) mas alla del externo
delimitado por el segundo primer, hasta que se agota su capacidad de extension. Es en el
segundo ciclo cuando esa hebra amplificada en el primer ciclo es delimitada por el otro
externo por el primer complementario (reverso).
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4.2 La electroforesis de ADN

Length of

DNA
fragment

(base pairs)

1,000 bp

900 bp
800 bp
700 bp
600 bp
500 bp
400 bp

300 bp
200 bp

100 bp

La electroforesis de ADN es una técnica que permite separar las moléculas de ADN por
tamafios. Dado que el ADN es un polianién debido a los grupos fosfato libres de los
nucleétidos (imagen 1), al someter a un campo eléctrico a las moléculas situadas en una
matriz porosa (por ejemplo, un gel de agarosa), las moléculas se van a amover hacia el
anodo (electrodo positivo) proporcionalmente a su peso molecular (nimero de
nucleétidos). Asi, las moléculas de ADN mds grandes migraran mas lentamente en el gel y
recorreran menos distancia en el mismo tiempo que las pequefias (imagen 5).
Comparando su migracién con la de un marcador de pesos moleculares (fragmentos de
tamanfio conocido), podemos conocer el tamafio de una mezcla de moléculas.

Marker Sample A SampleB Sample C
| | 1

|
Relationship between DNA
- - Fragment Size and Distance

Molecular size (bp)

Distance Migrated

TR

Imagen 5. Electroforesis de ADN y distancia desde el punto de aplicacion. Fuente: Wikimedia Commons

4.3 La secuenciacién de Sanger

La secuenciacion de ADN por el método de Sanger [3] es el método de secuenciacion de
primera generacidn ampliamente utilizado. Con este método se secuencié el genoma
humano en el Proyecto Genoma Humano [2]. Aunque actualmente no se utiliza para
secuenciar genomas, si es muy utilizada para secuenciar fragmentos relativamente
pequefios de ADN, como pueden ser amplicones o plasmidos.

El método combina una PCR modificada con una electroforesis de ADN muy resolutiva,
capaza de diferenciar tamafios con diferencias de un solo nucleétido. La electroforesis se
realiza en polimeros especiales en estado casi liquido y en capilares largos para aumentar la
resolucion.

La reaccién de PCR modificada de Sanger (imagen 6) consiste en, utilizando un solo primer
(se secuencia solo una hebra), afiadir en la mezcla de reaccién, ademas de los nucledtidos
convencionales, unos nucleétidos modificados. Estos nucledtidos modificados estan
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marcados con colores diferentes para cada base, y ademas carecen del OH libre en 3’ que
necesita la polimerasa para extender (nucledtidos dideoxi, imagen 6). La polimerasa
adicionard nucleétidos hasta que por azar incorpore uno de estos nucledtidos modificados,
momento en el que se para la reaccidon por no disponer de un OH libre para seguir
extendiendo. De esta forma obtenemos moléculas de diferente tamaiio (segin el momento
en el que se pare la copia) marcadas terminalmente con un color que indica que nucleétido
ha sido el dltimo en incorporarse (imagen 6).

@ Reaction mixture NH;
» Primer and DNA template » DNA polymerase 9 9 o </~ : Ly
» ddNTPs with flourochromes » dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, and dTTP) RTI ey
OH
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Imagen 6. Secuenciacion por el método de Sanger

La electroforesis capilar de este ADN permite separar las moléculas por tamafios con
diferencias de un solo nucledtido. La electroforesis se realiza en polimeros especiales en
estado casi liquido y en capilares largos para aumentar la resolucién, de forma que los
fragmentos separados pasan por un detector laser que lee de qué color se trata. Dado que
las moléculas pasaran por el detector laser, dependiendo de su tamafio, antes o después,
obtenemos la secuencia de ADN. La molécula mas pequefia (un solo nucleétido incorporado,
se ha incorporado el dideoxi) pasara la primera, obteniéndose el primer nucledtido de la
secuencia (G en laimagen 6), inmediatamente después la que ha incorporado 2 (uno normal
y el 22 dideoxi), luego el 39, etc., obteniéndose la secuencia de ADN.
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Cabe decir que el limite de la técnica estd en torno a 1.000 nucleétidos (suele incorporar
antes un nucledtido dideoxi por azar), y qué aproximadamente los 100 primeros no se leen
bien por mala resoluciéon electroforética. Al final de la secuencia puede observarse una A
extra afiadida por la polimerasa (ver apartado 4.1, principio de la pagina 5).

5 Cierre

A lo largo de este objeto de aprendizaje hemos introducido la estructura bdsica de los
nucledtidos y los acidos nucleicos, como se replica el ADN y el concepto de
retrotranscripcion. Posteriormente hemos visto en detalle la PCR, la electroforesis de ADN,
y cémo la combinacidn de aplicaciones especiales de ambas técnicas permite la
secuenciacién de ADN por el método de Sanger.
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