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Licenciado en Bioguimica y Quimica por la Universidad de Murcia.
Profesor de Secundaria de la Especialidad Andlisis y Quimica Indus-
trial en L.E.S. Juan Carlos |, donde imparte desde hace afios los mo-
dulos Quimica Aplicada y Ensayos Biotecnoldgicos. Aunque al traba-
jar en Formacion Profesional dispone de equipamiento para realizar
procedimientos biotecnoldgicos estandar, una parte de su tiempo
la dedica a desarrollar métodos biotecnoldgicos de bajo coste, ba-
sados en la técnicas DIYBio y el biohacking. En el afio 2017 coordind
el Proyecto de Innovacion “Descubriendo nuevos antibidticos”. Un
proyecto abierto basado en la democratizacion de la Ciencia y las
técnicas DIY (Do it yourself)" que obtuvo el Ter Premio a los Proyectos
de Innovacion Educativa de la Region de Murcia. Ademas, en el afio
2021 coordin¢ el Proyecto “La fina hebra que nos une. Estudio com-
parativo del genoma de los huesos de la magbara de San Estebany
del alumnado del I.E.S. Juan Carlos I" que obtuvo el Ter Premio a los
Proyectos de Innovacion Educativa en la modalidad A para F.P. Por
ultimo en el aflo 2022 recibi la Mencién Especial modalidad B al pro-
yecto "Amplificacion Isotérmica mediada por loop (LAMP) de acidos
nucleicos. Un nuevo reto en las técnicas analiticas biotecnolégicas”
Esta guia esta basada en el Proyecto de Innovacion “Identificacion
bioldgica mediante el cédigo de barras de ADN” financiado por el
Centro de Profesores y Recursos de la Consejerfa de Educacion de
la Region de Murcia.

Twitter:@BiotecnologiaF
Web:https://biotecnologiafacil.com/
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Todos somos capaces, en cierta medida, de reco-
nocer algunos seres vivos de nuestro alrededor.
Por ejemplo, la mayoria podriamos reconocer sin
problemas que el ave que estamos viendo en la
imagen es una gaviota. Lo que seria mas compli-
cado, para la mayoria, es adivinar a qué especie en
particular pertenece. Esta falta de precision puede
ser mas evidente en plantas, insectos y hongos.

Hasta hace unos afios, la taxonomia basada en ca-
racteristicas morfoldgicas era la forma habitual de
clasificar e identificar una especie. A medida que
se iba acumulando informacion genética de las di-
ferentes especies, se gener¢ un debate acerca de
la utilidad de las reglas de la taxonomia tal como se
estaban empleando. La crisis de la biodiversidad
que estamos sufriendo puso también el acento en
recopilar, en la medida de lo posible, el material ge-
nético disponible en todos los seres vivos.

En este contexto Paul Hebert de la Universidad de
Guelph publicé un articulo titulado /dentificaciones
bioldgicas a través de cddigo de barras de ADN. En él
Se propuso un nuevo sistema de identificacion y
descubrimiento de especies utilizando la secuen-
ciacion de ADN. Tenemos que recordar que el
ADN esta constituido por una secuencia de molé-
culas denominadas nucledtidos, los cuales se dis-
tinguen unos de otros por su base nitrogenada
(que puede ser adenina, timina, citosina o guani-
na), y por ello la secuencia del ADN se especifica
nombrando solo la secuencia de sus bases.

La disposicion secuencial de estas cuatro bases a
lo largo de la cadena es la que codifica la informa-

Figura 1.1. La imagen muestra una gaviota pero ¢a qué
especie pertenece?

cion genética. Una secuencia de ADN sera de la
forma AATCGTATTACTAGGA, por ejemplo.

La idea no consistia en secuenciar todo el ADN de
una especie (algo complicado y costoso), sino que
bastaba con encontrar un gen que estuviera en
todos los seres vivos como modelo de referencia.
Se escogio el gen de la enzima citocromo-oxidasa,
CO1, que al ser uno de los responsables de la ca-
dena respiratoria, era ubicuo en todos ellos.

Aunque podemos decir que, efectivamente, el
gen es el mismo en todos los seres vivos, es |o su-
ficientemente grande como para tener pequefias
variaciones en el contenido de sus nucledtidos.

(OMO HAGER barcoding genético [ 4]
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Figura 1.2. EI ADN.

Por tanto, si amplificamos el gen CO1 de una es-
pecie de gaviota y lo secuenciamos, veremos que
esa secuencia difiere ligeramente de la secuencia
obtenida de otra especie diferente.

En conclusion, si podemos recopilar los codigos
de barras de todas las especies del planeta y re-
gistrarlas en una base de datos, posteriormente
podriamos identificar a cualquier ser vivo extra-
yendo su ADN y comparando este con la informa-
cion recogida en esa base de datos.

Basic Local Alignment Search Tool

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The
program compares nucleotide or protein sequences to sequence
Learn more

databases and calculates the statistical significance.

Web BLAST

Vamos a ver esto de una forma muy practica: ima-
ginemos que conseguimos una pluma de la gavio-
ta que hemos visto, extraemos su ADN y o envia-
mos a secuenciar. Obtendremos este conjunto de
nucledtidos:

TTAATCTTTGGCGCATGAGCTGGCATAGTAGG-
TACTGCCCTCAGCCTGCTTATCCGTGCAGAACTT-
GGCCAACCCGGAACCCTCCTAGGAGACGACCAA-
ATCTATAACGTAATTGTCACCGCCCATGCCTTCGT-
GATAATCTTCTTCATAGTGATACCAATCATGATCG-
GTGGGTTTGGAAACTGACTAGTCCCACTTATAAT-
CGGTGCCCCTGATATAGCATTTCCACGCATAAA-
CAACATAAGCTTCTGACTATTACCCCCATCATTCCG
TACTCCTCCTAGCCTCTTCCACAGTAGAAGCTG-
GAGCCGGCACAGGATGAACAGTATACCCCCCTCG
TAGCTGGCAATCTAGCCCATGCTGGAGCCTCAG-
TAGACCTAGCAATCTTCTCTCTTCACTTAGCAGGT-
GTGTCTTCCATTCTGGGTGCTATCAACTTTATCACG
TACAGCCATCAACATAAAACCCCCTGCCCTCTCA-
CAATATCAAACCCCACTATTCGTATGATCCGTACT-
CATCACTGCCGTCCTACTACTACTTTCACTCCCAGT-
GCTTGCCGCAGGCATTACTATGCTACTTACAGACCG
GAAACCTAAACACAACATTCTTCGATCCCGCCGGA-
GGCGGTGACCCTGTACTGTACCAACACCTCTTC

Copiamos esta secuencia y nos vamos a esta web.

En ella encontramos toda la informacién genética
conocida. Basta con ir a “Nucleotide BLAST" pe-
gar la secuencia en el recuadro que dice “Enter
Query Sequence”y pulsar en “BLAST". Si a lo largo
del tiempo este enlace falla, basta con escribir en
Google “nchbi blast”.

BLAST+2.13.0 is here!

Starting with this release, we are including the
blastn_wdb and tblastn_wvdb executables in the BLAST+
distribution.

Thu, 17 March 2022 More BLAST news...

Figura 1.3. Pagina del NCBI para comparar secuencias.
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El resultado que nos ofrece, después de unos segundos, es este:

b4 v v

Larus argentatus voucher BISE-Aves427 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene, partial cds; mitoc...Larus argentatus 1197 1197 100%

Figura 1.4. Resultado de utilizar BLAST

Nos dice que la especie a la que corresponde
nuestra gaviota es Larus argentatus. Como vemos,
la hemos identificado plenamente sin saber nada
de taxonomia.

Para el caso de las plantas, no se utiliza el gen
CO1. Se pueden utilizar dos genes: el gen matK de
la maturasa Ky el gen rbcl, de la enzima ribulo-
sa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa (RuBisCo),
una enzima fundamental que se encuentra en
todos los cloroplastos de las plantas. Esta ultima
sera la que usemos en esta guia.

Como consecuencia de ese articulo, en el afo
2008 se cred el International Barcode of Life
(IBOL) en Canada, con el ilusionante objetivo de
crear una biblioteca de codigos de barras para in-
ventariar y evaluar toda la biodiversidad.

Ante el monumental reto de codificar todos los
codigos de barras de la vida, desde el primer mo-
mento de su fundacién, el iBOL se cred como un

SYSTEMS

proyecto, no solo abierto a todas las nacionesy a
numerosos grupos de investigacion, sino también
a centros educativos y organizaciones no acadé-
micas que desearan participar en este proceso.

Para albergar toda la informacion generada, se
fundd The Barcode of Life Data System (BOLD),
una base de datos que permite consultar esta in-
formacion e incluir nuestros resultados una vez
gue nos damos de alta. Cualquiera puede, por
tanto, subir una secuencia a esta plataformay de-
jarla disponible para toda la comunidad cientifica.
Ademas, puesto que el nimero de seres vivos de
los que conocemos su codigo de barras es toda-
via escaso, la probabilidad de obtener un codigo
de barras no descrito previamente en BOLD es
bastante elevada.

Como podemos ver en la imagen de la portada de
la web, la base de datos tiene una seccion Educa-
tiva, que es con la que vamos a trabajar.

BARCODE OF LIFE DATA SYSTEM

Advancing

NA-based specie: ation.

EXPLORE THE DATA

DESIGNED TO SUPPORT THE GENERATION & APPLICATION OF DNA BARCODE DATA

BOLD Is a cloud-based data storage and analys!s platform developed at the Centre for Blodiversity Genomics In Canada. It conslsts of four maln modules, a data portal, an
educational pertal, a registry of BINs (putative species), and a data collection and analysis workbench.,

()

EDUCATION PORTAL

i /\\
N,
DATA PORTAL

A data retrieval Interface that allows for
searching over 1.7M public records in
BOLD using multiple search criteria
including, but not limited to, geography.
taxonomy, and depository.

A custom platform for educators and

students to explore barcode data and

contribute novel barcodes to the BOLD
database.

( ) (&)

{ TImE

. N o
BIN DATABASE WORKBENCH

A searchable database of Barcode Index
Numbers (BINs), sequence clusters that
closely approximate species.

Adata collection and analysis
environment that supports the
assembly and validation of DNA
barcodes and other sequences.

Figura 1.5..Portada de la web de BOLD System.

Para obtener y publicar un codigo de barras de
ADN, es necesario el siguiente proceso, esquema-
tizado en la Figura 1.6.

- Extraer el ADN de una muestra, ya sea de
una planta, animal u hongo.

Amplificar, mediante un equipo de PCR, el
fragmento correspondiente a su codigo de
barras.

Comprobar, mediante una electroforesis,
que se ha producido dicha amplificacion y
que corresponde con la banda esperada.

CGMO HAGER barcoding genético [ 6]


https://ibol.org/
https://ibol.org/
http://www.boldsystems.org/

+ Enviar a secuenciar esa seccion, con lo que + Subir la secuencia a la plataforma BOLD,
obtendremos un conjunto de nucledtidos junto con una descripcion completa del es-
en forma de cromatograma que constituyen pécimen.
la secuencia de cédigo de barras del ADN.

+ Revisar la informacion contenida en dicho
cromatograma y corregir errores.

EXTRACCION AMPLIFICACION
Y

w~

SECUENCIACION ELECTROFORESIS

NUCLEOTIDE SEQUENCE
Sequence: 611 bp
TTGTAAAACGACGGCCAGTATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGCAAGTGTTGLATTCAA
AGC AAAGAT TATAAATTGACT TATTATACTCCTGAGTATGAAACCAAGGATAC

TGGGGTT.
TGATATCTTGGCAGCATT TCGAGTAACTCCTCAACCTGGAGTTCCGLCTGAAGAAGCAGG
GGLCGCAGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGACCGATGGACT
TACGAGCCTTGATCGTTACAAAGGGCGCTGCTATGGAATTGAGCCTGTTCCTGGAGAAGA
TAATCAATTTATTGCT C CATTAG GAAGAAGGTTCTGTTAC
TAACATGTTTACTTCCATTGTAGGTAACGTATTTGGTTTCAAAGCCCTGOGTGCTCTACG
TCTGGAAGATTTGCG CCTACTGCGTATGTTAAAACTTTCCAAGGTCCGCCTCACGG

TATCCAAGT TGAAAGAGAT AAATTGAACAAGTATGGTCGTCCTCTGTTGEGATGTACTAT
TAMACCTAAATTGGGGTTATCCGCTAAAAACTACGGTAGAGCTGTTTATGAATGTCTTCG
CGGTGGACTTG
Compesition; A (169), G (142), C (120), T (180)
Ambiguous Characters: 0

AMINO ACID SEQUENCE
Sequence; 211 residues

CKTTASMSPOTETKASVGFKAGVKDYKLTYYTPEYETKD TDILAAFRVTPOPGVPPEEAG
AAVARESSTGTWT TVWTDGLTSLDRYKGRCYGIEPVPGEDNOFIAYVAYPLOLFEEGSVT
KMFTEEVGNVFGFKA L E.E LRLEDLI,_:RIPT!YVKT FOGPPHGIQVERDKLNKYGRPLLGCTI

REVISAR PEKLGLSAKNYGRAVYECLRG
CROMATOGRAMA OBTENER EL CODIGO DE BARRAS

Figura 1.6 Resumen del protocolo de obtencién de un cédigo de barras de ADN
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B
MATERTALES NECESARIOS

Para llevar a cabo un proyecto de barcoding va-  forma genérica, pero en Recursos tenemos enla-
MOS a necesitar cierto equipamiento, reactivos 'y  ces a todos ellos.
material fungible variado. Los repasamos aqui de

v Equipamiento

¢ Un bloque termostatico: para calentar
a una temperatura constante podemos
adquirir un roner de cocina (que ademas
podemos utilizar para cocinar).

Figura 2.1. Roner de cocina en un bafio de agua

e Un termociclador/bloque termostati- varias opciones muy asequibles, como la
co: necesario para amplificar el ADN. Hay miniPCR™ o la pocketPCR.

4

Figura 2.2. A la izquierda pocketPCR y a la derecha miniPCR™

CGMO HAGER barcoding genético [ 8]



Una centrifuga: para realizar algunas pre-
paraciones es necesario centrifugar. Pode-
MOS construir nosotros mismos una, la Dre-
mel Fuge. Solo necesitaremos un equipo
multiherramientas e imprimir el soporte de
los tubos en 3D.

Un equipo de electroforesis/transilumi-
nador: estos dos equipos suelen ser caros,
pero podemos adquirir el blueGel™ de la em-
presa miniPCR bio™ que es, a la vez, un equi-
po de electroforesis y un transiluminador.

Figura 2.3. A la izquierda Dremel Fuge. A la derecha BlueGel™

Micropipetas de volumen variable: de
1000 pl, de 100 ply de 10 pl.

v’ Reactivos

Para la extraccién:

+ Clorhidrato de guanidina, Tris(hidroxime-
tilaminometano (Tris), didxido de silicio
(Silice) en polvo cloruro de sodio y EDTA

pHmetro: para ajustar el pH de las diso-
luciones. Podemos encontrar algunos muy
asequibles por internet (10 euros).

Para la amplificacion de ADN:
- Una Master mix, como la que ofrece Ther-
mo Scientific.

+ Cebadores especificos para gen rbclL de

disodio. plantas. En nuestro caso son estos:
Oligo Secuencia Tamaio
rbcLa-F 5-TGTAAAACGACGGCCAGTATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC3'
550 pb
rbcLa-R 5-CAGGAAACAGCTATGACGTAAAATCAAGTCCACCRCG-3

Tabla 1. Cebadores para el gen rbcLa.

Para la electroforesis:

+ Agarosa para electroforesis.

+ Tampon TBE 10X.

+ Agente de tincion para el ADN. RedSafe™,

v Material de plastico
untas de pipeta de 1000, 100y 10 pl.

Microtubos de 1500 ply de 200 pl (microtu-
bos de PCR).

SYBR Green o similar.
+ Patrones de 100 a 1000/3000 pares de
bases.

Micropistilos.
Gradillas para microtubos.

CGMO HAGER barcoding genético[91]
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Eyrracciov De ADN

FUNDAMENTO

La extraccion y purificacion de ADN es la fase ini-
cial de cualquier protocolo de una PCR. La buena
noticia es que el ADN es una molécula relativa-
mente facil de separar del resto de la célula, tanto
por su tamafio como por su naturaleza quimica.
Los grupos fosfato que lo constituyen estan car-
gados negativamente y son polares. Esto confiere
al ADN una carga neta negativa y, ademas, lo hace
altamente polar, caracteristicas que son aprove-
chadas para su extraccion. Lo malo es que, en el
proceso de extraccion, podemos arrastrar una
serie de contaminantes que pueden impedir que
tenga lugar la PCR.

Es esto, la presencia de contaminantes y no la
cantidad de ADN, lo que determina, en la mayoria
de los casos, que una PCR fracase o sea exitosa.
Hay que tener en cuenta que la PCR es una téc
nica capaz de amplificar ADN en concentraciones
muy bajas.

Para extraer ADN vamos a utilizar un protocolo
DIYBio que funciona bastante bien: el de la sus-
pension de silice. Si agregamos a una mezcla
que contiene ADN un reactivo caotrépico, como
la guanidina, este va a quedar pegado a las pe-
quefias particulas de silice. Podremos, por tanto,
separarlo del resto de los componentes, lavarlo y
purificarlo. Una vez limpio, bastara con afiadir una
disolucion de baja concentraciéon en sales como el
tampon T.E. o directamente agua destilada, para
que el ADN se desprenda.

A continuacion, veremos coOmo preparar los reac
tivos. Se puede hacer directamente o preparando
primero EDTA, Tris y NaCl concentrados (pode-
mos ver como hacerlo en el apartado Recursos).



PREPARACION DE LOS REACTIVOS

D1soLucion DE 6UANIDINA-HGL 6 M, 100 mL (A TEMPERATURA

AMBIENTE, b MESES)

Disolver 57.32 g de guanidina (m.w. = 95.53)
en 50 m de agua desionizada.

Afiadir agua hasta un volumen de 100 ml.

JUSPENSION DE SILICE, 50 mL (cowscnvna A4 °()

Disolver 25 g de diéxido de silicio en 35 m

de agua desionizada.

Afadir agua hasta un volumen de 50 ml.
NOTA: La resina de silice debe enjuagarse con
agua destilada 3-4 veces, decantar y después lle-
var el volumen total a 50 ml.

Tampon de lavado, 500 ml (conservar a -20
°C indefinidamente)

Agua destilada 234 m|

10 mldeTrisTMpH74

5mldeNaCl5M

1 ml de EDTA 0,5 M pH 8,0

100% Ethanol, 250 ml

Tameon TE (TRIS/EDTA), 100 mL (TEMPERATURA AMBIENTE

INDEFINIDAMENTE)

1T mldeTris1MpHZ8,0
200 pl de EDTA 0,5 M

PROCEDIMIENTO

1. Cortar unos 10 mg de tejido de la planta
mediante unas tijeras o utilizando la parte
posterior de una punta de 1000 pl para ob-
tener un circulo de material vegetal. Dejar la
muestra en un tubo de 1,5 ml.

2. Afladir 300 pl de disolucion de lisis (guani-
dina-HCl 6 M).

3. Frotar el tejido contra la superficie del mi-
crotubo durante dos minutos con un mi-
cropistilo para disgregarlo.

4. Incubar el tubo en el bloque termostatico a
65 °C durante 10 minutos.

5. Centrifugar durante 10 minutos a maxima
velocidad.

6. Transferir 150 pl del sobrenadante a un
tubo limpio, con cuidado de no tocar el
precipitado. Descartar el tubo que contie-
ne el precipitado.

7. Afladir 50 pl de suspension de silice (ase-
gurarnos antes que la suspensién de resi-
na es homogénea) y mezclar bien con agi-
tador o invirtiendo.

8. Incubar durante 5 minutos en bloque ter-
mostatico a 57 °C.

9. Centrifugar 1 minuto a maxima velocidad y
eliminar el sobrenadante.

10.Afadir 500 pl de tampdn de lavado frio y

Mezclar bieny enrasar

resuspender el precipitado utilizando la
micropipeta.

11. Centrifugar 1 minuto a maxima velocidad y
eliminar el sobrenadante.

12.Afiadir otros 500 pl de tampoén de lavado
frio y resuspender el precipitado utilizando
la micropipeta.

13. Centrifugar 1 minuto a maxima velocidad y
eliminar el sobrenadante.

14. Centrifugar de nuevo 1 minuto a maxima
velocidad para eliminar el resto de tampon
de lavado con la micropipeta.

15. Afiadir 50 pl de tampdn T.E., mezclar bien e
incubar durante 5 minutos en bloque ter-
mostatico a 57 °C.

16. Centrifugar 30 segundos a maxima velocidad.

17.Transferir 40 pl del sobrenadante a otro
tubo limpio y congelar a -20 °C hasta su
uso. Como es un extracto crudo y contiene
nucleasas no debe estar mucho tiempo a
temperatura ambiente.

CGMO HAGER barcoding genético [ 11]



AMPLIFICACION
PoR PCR

FUNDAMENTO

La técnica de la reaccion en cadena de la poli-
merasa, P.C.R (Polymerase Chain Reaction), se
emplea para amplificar un fragmento muy con-
creto de ADN aunque este se encuentre en muy
baja concentracion. Se basa en utilizar de forma
ciclica la replicacion natural del ADN, acoplada a
un proceso de separacion previa de las hebras.
En cada ciclo, el ADN de interés se va a duplicar
utilizando una enzima denominada Taq Polimera-
sa, que es capaz de insertar nucledtidos en una
hebra de ADN para obtener la cadena comple-
mentaria. Para que esa enzima pueda trabajar es
necesario que previamente se unan a la cadena
unos pequefios fragmentos complementarios de-
nominados cebadores, oligonucledtidos (oligos) o
primers. Puesto que son especificos para cada
secuencia de ADN, s6lo vamos a amplificar dicha
secuencia.

De manera resumida, lo que ocurre en una PCR
es lo siguiente:

Primero se desnaturaliza durante un
tiempo con calor, de manera que las he-
bras de ADN se separan. La temperatura
a la que ocurre esto es la temperatura
de desnaturalizacion, que suele ser de
95 °C. En este momento, lo que tenemos
son las hebras de ADN monocatenario
separadas.
Luego se enfria para permitir, durante un
tiempo, que se unan los cebadores. Esta
temperatura suele estar por debajo de
los 60 °C y se denomina temperatura de
alineamiento.
De nuevo subimos la temperatura, nor-
malmente a 72 °C, y la mantenemos un
tiempo. Es la temperatura de extension,
donde la polimerasa va a duplicar la ca-
dena. Como es una enzima de un orga-
nismo termofilo, su temperatura optima
es muy elevada.

En la siguiente imagen se muestra un esquema

del proceso.

CGMO HAGER barcoding genético[12]



Polymerase chain reaction - PCR
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T
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DMA primer 3 5

nucleotide

@) Denaturation at 94-96°C
o Annealing at ~68°C
©) Elongation atca. 72°C

/N RSN N

Figura 3.1. Esquema del proceso de amplificacién por PCR.

Este conjunto de temperaturas y tiempos consti-
tuyen un ciclo, y este ciclo lo vamos a repetir un
numero determinado de veces, que suele estar
entre 30 y 35. El equipo que utilizamos para una
PCR es el termociclador, que es basicamente un

PROCEDIMIENTO

Partiendo del ADN extraido en el apartado an-
terior, vamos a amplificar el gen rbcL de la enzi-
ma ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa
(RuBisCo). Lo primero que tenemos que hacer es

Ciclos Temp (°C)
1x 94
94
30 x 54
72
1x 72
1 X 4

termobloque al que se le pueden programar ese
conjunto de temperaturas. El que mostramos en
la Figura 2.2. es un termociclador de la marca mi-
niPCR bio™, que tiene un precio bastante asequi-
ble, pero también nos vale el equipo pocketPCR.

programar nuestro equipo. Si estamos utilizando
el equipo miniPCRTM, programarlo es tremenda-
mente sencillo. Basta con conectarla a un ordena-
dor y completar con los siguientes datos:

Tiempo Proceso
1 min Desnaturalizacion previa
15 seg Desnaturalizacion
15 seg Alineamiento
30 seg Extension
2 min Polimerizacion final
Indefinido

Tabla 2 Programa de temperaturas para la amplificacion
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Como podemos ver en la Figura 3.2, la interfaz de usuario es muy amigable.

New PCR protocol

Initial
denaturation Denaturation

94.0 °C 94.0 °C

&0 s

Annealing
540 °C

Heated lid

Extension

15 s

Number of cycles

Save and run

Figura 3.2. Programacion de temperaturas en una miniPCR™.

Para amplificar ADN necesitamos:

El ADN extraido. Como hemos comentado
anteriormente, poner mas cantidad de la
recomendada, pensado que asi tenemos
mas ADN, no nos va a llevar a un mejor re-
sultado. Mejor menos que mas.
Una master mix que contenga la polime-
rasa, los oligonucledtidos y el tampon. Hay
muchas que se pueden comprar on-line.
Nosotros vamos a utilizar la que ofrece
Thermo Scientific.
+Un par de oligos para gen rbcl.
Antes de nada, tenemos que preparar un reci-
piente con hielo. En él vamos a ir colocando todos
los reactivos y posteriormente la mezcla de PCR

Componente

PCR Master mix
ADN molde
rbcLa-R
rbclLa-R

Agua

(si vamos a tardar un tiempo en introducirla en el
termociclador).

Lo primero que tenemos que hacer es preparar
una dilucion adecuada de nuestros oligos. Si la
concentracion del oligo comercial es de 100 pM,
lo normal es que para la mezcla de amplificacion
tenga que realizar una dilucion previa a 10 uM.
Bastara con preparar 100 pl.

Tomamos un tubo de PCR de 0,2 pl'y vamos a ir
agregando los componentes segun las instruccio-
nes. Para nuestro caso, el volumen final es 50 pl,
por lo que tendremos que agregar la cantidad de
agua hasta completar esos 50, en funcion de la
cantidad ADN y oligos que pongamos.

Volumen pl

25
1-2
1-2.
1-2

19-22

Tabla 3

COMO HACER barcoding genético [ 14 ]



La cantidad de ADN y oligos que hay que poner no
es fijay depende de la calidad y cantidad de nues-
tro ADN. Como no podemos saberla, a menos que
tengamos un equipo Nanodrop, nos tenemos que
arriesgar con los volumenes indicados. En cual-
quier caso, no es recomendable excederse. A mas
volumen de muestra, la PCR no sale mejor, ya que
también tendra mas inhibidores de la PCR.

Puesto que las cantidades son pequefas (1 pl), es
posible que cuando las agreguemos en el micro-
tubo no tengamos claro si las hemos puesto real-
mente. Un truco para saber que, efectivamente,
estan en el microtubo, es dejar la gota pegada a la
pared interna del tubo. De esa manera sabemos
que hemos depositado esa pequefia gota.

’* " m——

Cuando vayamos a coger la master mix, es reco-
mendable centrifugar ligeramente el microtubo y
coger el volumen indicado del fondo. Para evitar
que comience la polimerizacién a temperatura
ambiente, afadimos la master mix al final.

Una vez tengamos todos los componentes de
la mezcla dentro, mezclamos adecuadamente vy
damos un golpe breve de centrifuga, con lo que
garantizamos que todos estan juntos en el fondo
del microtubo. Introducimos los microtubos en
los huecos, cerramos y cargamos el programa en
el equipo.

Figura 3.3. (miniPCR™ con los microtubos dentro)

Cuando termine el ultimo ciclo, y si todo ha ido
bien, tendremos nuestro fragmento de ADN am-

plificado. Conservamos ese microtubo para la
electroforesis y la secuenciacion.

CGMO HAGER barcoding genético [ 15]



ELECTROFORESIS

FUNDAMENTO

La electroforesis es una técnica de separacion e
identificacion de ADN. Se basa en el movimiento o
migracion de las macromoléculas disueltas en un
determinado medio (tampdn de electroforesis) a
través de un soporte reticulado como resultado
de la accién de un campo eléctrico.

Para obtener ese soporte, primero tenemos que
disolver una determinada cantidad de agarosa en
un tampon. La cantidad de agarosa determina el
grado de reticulacion; a mayor cantidad de aga-
rosa, mas intrincada sera esa reticulacion. Cuan-
do queremos separar fragmentos pequefios de
ADN, como los que obtenemos en una PCR (de
300 a 600 pares de bases), utilizamos concentra-
ciones de 1,5 a 2 %. Por otro lado, el tampdn va a
aportar la conductividad adecuada y nos servira
para controlar el pH y la temperatura.

Si calentamos una disolucion de agarosa hasta
la ebullicion, una vez que esta solidifique, forma-
ra un gel consistente. Antes de que ocurra esto,
debemos agregar un agente que revele donde
esta el ADN vy asi podamos visualizarlo posterior-
mente. Si, ademas, colocamos mientras aun esta
liquida una estructura en forma de peine, cuando
solidifique se formaran unos pequefios pocillos.
Es ahi donde tenemos que depositar el ADN.

Para ello, es necesario mezclarlo previamente con
un tampon de carga. Este tampodn tifie la mues-
tra y aumenta su densidad, lo que permite que el
ADN quede en el fondo, de manera que es facil
realizar un seguimiento de la misma.

CGMO HAGER barcoding genético [ 16 ]



PROCEDIMIENTO

PREPARACION DE LA AGAROSA AL 1.5 % (20 mL)

1. Pesar 0,3 g de agarosa.

2. En una probeta, medir 20 ml de tampdn
TBE 10X.

3. Agregar a un frasco ISO unos 15 ml de
tampon TBE y calentar brevemente.

4. Agregar con cuidado y agitando los 0,3 g
de agarosa al frasco ISO, con la precau-
cién de no generar grumos.

5. Afladir el resto de tampdn TBE y calen-
tar en el microondas (nunca a la méaxima
temperatura). Es necesario ir sacando el
frasco y agitarlo cada cierto tiempo.

6. Una vez disuelto (es transparente y no
quedan fibras visibles), esperamos a que
se enfrie.

7. Agregamos 3 ul de RedSafe™ y agitamos.

PREPARACION DEL MOLDE DE ELECTROFORESIS

1. Pasamos la agarosa al molde para que
gelifique. En dicho molde ya tiene que es-
tar colocado el peine para las muestras.

2. Una vez gelifica, quitamos los peines, pa-

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

1. Pasamos 10 pl del resultado de la PCR a
un microtubo de 0,2 pl.

2. Agregamos 2 ul de tampon de carga, que
suele estar incluido en el kit donde vie-
nen los patrones.

samos el molde a la cubeta y agregamos
el tampoén de electroforesis. El tampdn
debe cubrir el gel, pero no demasiado.

3. Agitamos con vortex y centrifugamos
brevemente.

GONDICIONES PARA LA ELECTROFORESIS

Se introduce en cada pocillo 10 pl de muestra y
tantos patrones como deseemos. Ajustamos en
nuestro equipo de electroforesis las siguientes
condiciones. Si estamos utilizando blueGel™, bas-

Voltaje

Tiempo

ta con encender el equipo, ya que las condiciones
son fijas.

120V

30 min

Tabla 4

Una vez terminada la electroforesis, comprobamos
las bandas con un transiluminador. Tenemos que
observar una banda que se encuentre entre 500 y
600 pb, similar a la que muestra la Figura 3.4.

Figura 3.4. Resultado de una electroforesis.
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ENVIAR A
SECUENCIAR

Después de confirmar que hemos amplificado un
fragmento de codigo de barras, tenemos que en-
viarlo a secuenciar. Este proceso es mas sencillo
de lo que puede parecer y esta disponible para el
publico no investigador a un precio bastante ase-
quible. Los servicios de apoyo a la investigacion
de la mayoria de las universidades ofrecen pres-
taciones de secuenciacion a usuarios particulares
externos, por precios que oscilan entre los 5y los
8 euros. También hay numerosas empresas que
ofrecen este servicio por precios similares.
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Necesitamos secuenciar el fragmento forward y el
reverse (mas adelante explicaremos la razén), por
lo que el gasto total sera de entre 10y 16 euros Lo
normal es que estos servicios trabajen con gran-
des cantidades de muestras, no con muestras
individuales, por eso en necesario que contac
temos previamente con ellos y les expliquemos
nuestra situacion y nuestro proyecto. Si forma
parte de una universidad publica, es bastante
probable que no tengan inconveniente en adap-
tarse a nuestras circunstancias.

;Como lo hacemos?

Lo que tenemos que enviar no es el fragmento am-
plificado en el gel, ya que seria necesario separarlo
del gel de agarosa y purificarlo, sino el resto que ha
qguedado en el microtubo de la amplificacion.

Cada servicio de secuenciacion tendra un proto-
colo algo distinto para enviar las muestras, pero
en todos los casos nos van a pedir:

+Unos microlitros de nuestro ADN. En nuestro
caso, el volumen de amplificacion era de 50
ul. Como pusimos 10 pl en la electroforesis,
tenemos todavia 40 pL de muestra, mas que
de sobra, ya que el servicio de secuenciacion
que escojamos nos va a pedir entre 5y 25 i
de nuestro fragmento de PCR (pero normal-
mente con 10 pl es mas que suficiente).

Una concentracion adecuada de nuestro
ADN. No podemos determinar esa concen-
tracion, ya que necesitariamos un equipo
Nanodrop, lo Unico que podemos hacer es
seleccionar entre todas las bandas de nues-
tra electroforesis aquellas que sean mas an-
chas (a mayor tamafio, mayor cantidad de
ADN). Si el servicio de secuenciaciéon nos lo
exige, nos tocara entonces explicarles nues-
tra circunstancia y convencerlos para que
nos ayuden.

El tipo de ADN y su tamafo. Tenemos que
especificar que es un producto de PCRYy el
tamafio de amplificacién, que en nuestro
caso es de 550 pb.

Los oligos forwardy reverse de nuestro ADN.
Hay que enviarlos, ya que también se utili-
zan para el proceso de secuenciacion. El
volumen que nos van a pedir es también
pequefo, pero en lo que nos tenemos que
fijar es la concentracién a la que se lo tene-
mos que enviar y diluir nuestros oligos en
consecuencia. Lo normal es que nos pidan
una concentracion de 5 uM, asi que bastara
con diluir nuestra dilucién previa de 10 uM
a la mitad.

La temperatura de annealing o alineamien-
to, que en nuestro caso es 54 °C.
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ANALISIS DE
RESULTADOS

Una vez que el servicio de secuenciacion termi-
ne, NOS va a enviar un correo con una serie de
archivos. Dichos archivos contienen los croma-
togramas con las secuencias de nucledtidos de
nuestros fragmentos. Tendremos un archivo para
la secuencia forward y otro para la reverse. Para
abrir estos archivos podemos utilizar un buen nu-
mero de programas gratuitos, que ademas nos
van a permitir revisar y corregir algin error en el
cromatograma. Un listado de los mismos lo pode-
mos encontrar en el apartado Recursos.

En nuestro caso, vamos a utilizar SnapGene
Viewer, que es la version gratuita de un software
de pago, pero cualquiera de los programas de la
lista vale.

- Repasando y corriendo nuestro cromato-
grama
Al abrir un archivo, nos vamos a encontrar una
imagen similar a esta:

File Edit View Enzymes Festures Primers  Actions Tools Window Help

Press the Alt key to see all four base values

551 bz

W NnN NNN 6 6 NMTNNNNN NT §NT 47T TNNN NAT TACA 6 ATT 6 ACT TNT [aJaNlac Tcecce aAlNNNeNAAACCAAAGATAC T 6.

N2

Figura 3.5. Cromatograma de la secuencia Forward
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|
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Como podemos ver, la secuencia de nucledétidos
aparece como una serie de picos de cuatro co-
lores, representando cada uno la adenina, timina
guanina y citosina. Cuando el sistema no es ca-
paz de reconocer el nucledtido, aparecera la le-
tra N. Como podemos ver, en el inicio de todos
los cromatogramas, el nimero de nucleétidos no
resueltos es muy alto, y por tanto, esta parte no
nos va a permitir obtener informacion de la se-
cuencia. Ahora podemos entender la razon de
obtener las dos secuencias. La secuencia forward
corresponde al cromatograma obtenido desde
el principio del fragmento hasta el final, mientras
que la reverse va del final al principio. Puesto que
son complementarias, la informaciéon que no se

puede leer en una de ellas, la podemos obtener
de la otra. Por tanto, esa indeterminacién no nos
tiene que preocupar.

Lo que si podemos corregir son los nucledtidos
que estan en medio de la cadena y que el sistema
no ha sabido resolver. En la mayoria de los casos,
podemos nosotros mismos evaluar cual es el nu-
cledtido mas adecuado. En el ejemplo que mos-
tramos, el sistema es incapaz de asignar un valor
al nucledtido 366. Podemos ver en la Imagen 3.6.
que lo mas conveniente es asignar esa posicion
como G, ya que nos aparece un pequerio pico ne-
gro entre la citosina y la adenina. Todos los pro-
gramas citados nos permiten realizar ese cambio.

Enzymes Features Primers Actions Toels Window Help

o see all four base values

l'GGTTTCAAAGCCCTHCEAGCTCTACGTCTGGAAGATTTGCGAATT

t¥d Peak Height: 150 Quality: 49

350

Figura 3.6. En el cromatograma se muestra que el nucledtido 366 no esta asignado

Una vez repasado y corregido todo nuestro cro-
matograma, vamos a exportar el mismo como
formato de texto. Solo vamos a copiar el fragmen-
to que contenga todos los nucledtidos resueltos
sin ambigtedad, borrando los del principio.

Al finalizar este paso debemos tener dos archi-
vos de texto, uno para la secuencia forward y otra
para la reverse.

1. Registrarnos en BoldSystem
Para ello, tenemos que entrar en la seccion Educa-
tion Portaly darnos de alta en la plataforma como
Instructors.
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Figura 3.7.

Después de unos dias, recibiremos un correo de cada curso podemos agregar tantos y tantas
electrénico en el que nos asignan una serie de  estudiantes como queramos.

claves para crear cursos. Cada curso o proyecto
tendra una clave y un usuario, comun para la to-
talidad de las y los miembros del curso, y dentro

1. Subir una secuencia
Si entramos en un curso como estudiante (Stu-
dents), vamos a ver la siguiente consola:

New Specimen Upload Images

_
ar,.

—
ey 2

Upload Traces Add Sequence

Figura 3.8. Consolo inicial.
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NEw JPECIMEN

Lo primero que tenemos que hacer es definir un  En este apartado nos van a pedir todos los datos
identificador para la muestra (Sample ID). Pode-  de nuestra muestra: lugary fecha de recogida, de-
mos poner lo que queramos, pero es recomenda-  talles de la especie y, lo mas importante, la taxo-
ble ser sistematico, como por ejemplo Afio-Insti-  nomia. Debemos, por tanto, tener completamente
tucion-Iniciales responsable-numero. identificada nuestra especie para poder empezar.

0 Specimen Identifier
|

Sample ID:

Lookup

Select Marker: [matx v |

9 Add Sequence

There are two options for uploading a sequence:

1. Use the BOLD-SDP Sequence Editor to trim, assemble, and edit your trace files to generate
a8 SeqUence.

|' BOLD Sequence Editor |

2. Use a third-party software package to trim, assemble, and edit your race files. If this
approach is used, the sequence will need to be uploaded directhy.

Upload Assembled Sequence

Cancel

Figura 3.9. Apartado New Specimen

UpLOAD TMAGES

Serd necesario incluir una imagen de calidad de nuestra especie.

UpLoAD TRACES

Es aqui donde vamos a agregar nuestras dos secuencias, forwardy reverse. Basta con subir los archivos.

Q Specimen Identifier
|

Sample ID:

Lookup

0 Marker

Select Marker:

G PCR Primers

Fonvard
Reverse:

0 Attach Trace Files
Forward: Sequencing Primer m

Ningun archivo seleccionado
Reverse: Sequencing Primer

Ningun archivo seleccionado

Figura 3.10. Apartado Upload traces

CGMO HAGER barcoding genético [ 23]




ADD SEQUENCE

Como ya hemos comentado, la informacién com-
pleta delasecuenciaque buscamos se obtiene en-
samblando la informacion del fragmento forward
y el reverse. Si o hacemos nosotros mismos con
Bioedit, el proceso no es complicado: tendrfamos
que subir el resultado en el apartado 2, donde in-
dica «Upload Assembled Sequencex, pero esto no es
necesario. Es suficiente con utilizar la opcién «Bold
Sequence Editor» (Figura 3.11.) y el sistema realizara
el ensamblaje. Ademas, sino hemos eliminado los
nucledtidos N en el centro de la secuencia, aqui
también lo podemos hacer (Figura 3.12.). Cuando
la revisemos, guardamos (Save).

@) specimen Identifier
|

Sample ID:
Lookup

Select Marker: | maik_w |

€ Add Sequence

There are two options for uploading a sequence:

1. Use the BOLD-SDP Sequence Editor to trim, assemble, and edit your trace files to generate
a8 SEeqUence.

| BOLD sequence Editor |

2. Use a third-party software package to frim, assembile, and edit your trace files. If this
approach is used, the sequence will need to be uploaded directly.

Upload Assembled Sequence

Cancel

Figura 3.11. Apartado Add sequence

Por ultimo, debemos eliminar de la secuencia los oligos, con la opcién «Process Sequencex». Hecho esto,

nos aparecera lo siguiente:

Marker:

il TRACE 1:

EDITING: SDPB0S001-19 [QV]

GG TTCAARAGCGGEGTGETTAAGAGTACA/RATTGEACTTATTH

50 60 70

TRACE 2:

Save

G [QV56] QVLEGEND 50 40 30 20 ].D.

antey, A3TTEND

HECTCCTGrATALCGHARA
TARCTCCTGAaARTALDGAA
100

a0

antes A3TTENN

L]

100

80

GGATTCAAAGCGGGTGTTAAAGAGTACAAATTGACTTATTATACTCCTGAATACGAA

G F K A G v K E Y K

4

L T Y Y T P E Y E

Figura 3.13. Imagen final que nos indica que todo esta bien

Si pulsamos «Submit», ya tendremos lista nuestra
secuencia.

1. Validar la secuencia
Una vez que completamos el proceso, tenemos
que entrar en el sistema como instructores y vali-

dar la secuencia. En unos dias, cuando sea revisa-
da, dicha secuencia estara disponible para toda la
comunidad cientifica en esta plataforma, asociada
para siempre a los nombres de los responsables.
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Sample 1D: 19-IESJCI1-ELB-07
Process ID: SDP799011-19
Institution Storing: *unvouchered
Field [D: 18-IESJCI1-ELE-07
Museum [D:

Collection Code:

Identification: Lavandula lanata
Rank: Species
Identifier Student

Identification Method:
Identifier Institution:

Identifier Email:

Taxonomy Note:

Rank Current Record
(19-IESJC1-ELB-0T)

Phylum: Magnoliophyta

Class: Mapnoliopsida

Drder: Lamiales

Family: Lamiaceas

Subfamity:

Genus: Lavandula

Species: Lavandula lanata

Subspecies:

Voucher Status:
Tissue Descriptor:
Sex:
Reproduction:
Life Stage:

Exira Info:

Naote:

License: CreativeCommons Attribution ShareAlike (2019)
Associated Taxa: License Holder: Unspecified, |.E.S Juan Carlos |
Associated Specimens:

Reference Link: W Comments: . Associated Tags: No Tags

Contributors: « Specimen: Kumar Antonio Shah Carrilero, Miguel Angel
Gimenez Matallana, Jesus Martinez Gonzalez

Figura 3.14. Datos taxondmicos de nuestra planta.

_

SEQUENCE DATA

Genbank Accession: MM486523

Transiation W Standerd Code ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Last Updated: 2019-06-09 200 399

Clear Sequence | Eait Sequence TN
NUCLEOTIDE SEQUENCE Ty o

Sequence: 5775 NN A AR OO

TTGTARAACGACGGCCAGTATGTCACCACAAACAGAGACTARAGCARGTCTTECATTCA
AGCGGGTGT TAARCAGTACARATTGACT TAT TATACTCCTGAATACGAAACCAAAGATAC
DT T T OCACCATTCCOAGTAACTCCTLAACCT CEACTTLE CCCCORMCAACCAGE
GCCCGLGGTACCTCCCGAATCTTCTACTCGTACATCGACAACTGTCTCGACCCATCGACT RunDate  Direction  Trace File Seq Primer  Quality
TACCAGCCTTGATCGT TACAAAGGGCGATGL TACAACATCGAGCLLGTTCCTGGAGAARA : g
AGATCAATATATCTCTTATGTAGCTTATCCTTTAGACCTTITTGARGAAGGTTCTGTTAC PCR Primers: rbcLa-FirbcLa-R
TchEHcTGcanEHc(TGcTGmm HEM'EGEEETGEGTGEEFEG &L et LTS

20190205 R belaR  high
GATCCAAGT TGAAAGAGATAAAT TGAACAAGTACGGT CGTCCTCTGCTGGGATGTACTAT a SVEEE R)_13-1949.a01 ! .
TAAACCTAAATTGGOGTTATCTGLT AAAAACTACCET e

F)_13-02-15.ab1

|
|
|
’
|

] 2019-02-06 Forward rbcla-F high
Compasition: A(169), G (127), C(124), T (157)

Sequence Editor View Trace Files Download
Ambiguous Characters: 0

AMINO ACID SEQUENCE

Ci nts: i : Mo T
Sequence: 199residues A4 Tags & Comments 98 ) Commen's @ Associated Tags: No Tags

CKTTASMSPOTETKASYGFKAGVKEYKLTYYTPEYETKDTDILAAFRYTPOPGVPPEEAG
AAVAAE LTSLDRYKGRCYNIEPVPGEKDOYICYVAYPLDLFEEGSVT
EgEIEE;EﬁH’;EFKﬂLRALRLED LRIPPAYIKTFQGPPHGIOVERDKLNKYGRPLLGCTI

Figura 3.15. Cédigo de barras obtenido y su correspondiente secuencia de aminoacidos

Ademas, pasado un tiempo, estos datos se compartiran con las bases de datos gendmicos mas cono-
cidos, como en GenBank.
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Si después de realizar la electroforesis no obtienes ninguna banda, no
desesperes. Fracasar en una PCR es algo comun y se ha convertido en un meme
muy conocido de Ernesto Llamas (Sketching Science).

PCR Protocol

Get the reagents Prepare the mix  Set up conditions

Analyze the gel Negative result

 £] SKeM\mS Science.

Figura 4.1. Meme de Sketching Science y Ernesto Llamas.

Pero si hay ADN (y por poco que extraigas, debe haber), la PCR tiene que salir.
El problema seran, probablemente, los contaminantes. Prueba a:

+ Diluir la muestra después de la extraccion (a la mitad, diez veces, etc.).

+ Aumentar la cantidad de silice (mas de 50 pl).

« Tomar una porcién mas pequefia de la planta.

« Sitienes varias opciones, prueba con otra planta. En el proceso de extrac-
cion algunas plantas aportan mas contaminacién que otras. También pue-
des probar con otra parte de la planta.



RECUR0Y

chs DONDE ADQUIRIR EQUIPAMIENTO:

miniPCR bio™ (Termociclador, centrifuga para microtubos, electroforesis).

PocketPCR (Termociclador).

Roner (bloque termostatico). Se puede adquirir en cualquier web de venta on-line.
Bento Lab (un equipo todo en uno: termociclador, electroforesis y centrifuga).
DremelFuge (centrifuga casera). Puedes comprar una multiherramienta en cualquier
web de venta on-line y descargar e imprimir el modelo 3D del soporte para los micro-
tubos aqul.

REACTIVOS'

Clorhidrato de guanidina de Thermo Scientific™.
Tris(hidroximetil)aminometano(Tris) de Biorad.

Dioxido de silicio (Silice) en polvo (Silica, fumed powder 0,007) de Sigma-Aldrich.
EDTA de PanReac.

Agarosa para electroforesis de Thermo Scientific™.

Tampon TBE 10X de PanReac.

Solucién de tincion de acidos nucleicos RedSafe™.

Solucién de tincion de acidos nucleicos

SeeGreen™,

Escalera de ADN de 100 pb Plus de Thermo Scientific™ para mejorar el visionado debandas.
PCR Mastermix de Thermo Scientific™.

CEBADORES

Obtener cebadores especificos es muy sencillo:

Entramos en la web de Thermo Fisher Scientific.

En «Oligo Sequence», solo hay que copiar la secuencia que aparece en la Tabla 1.

En «Synthesis Scale» y «Purification» podemos escoger la opcién mas basica (25 nmolar)
y «Desalted», respectivamente. Podemos mejorar la purificacién con una escala de
sintesis 50 nmolar, pero no es necesario.

En cuanto a «Formulation», si que podemos escoger entre el oligo liofilizado («Dry»), el
cual tendremos que resuspender, o disuelto a una concentracién de 100 uM.

Como vemos el precio es bastante asequible.

Oligo Mame Researcher Mame
rbela-F JM Espinosa Bernal

See sample label

5 Mod

Olige Sequence (5" to J)

TGET A4S ACG ACG GCC AGT ATG TCA CCA CAA ACA GAG ACT None
ARA GO 3 Mod
v

None

+Mixed Bases | Base Count: 44 Tm: 7 1 GG 45
Minim 2 (pg nmal
Synthesis Scale @ Purification @ Fomulation
L v Show more Optior

25 nmole Desalted Liquid - 100uM in Water Ht sner L
@ Standard Shipping Ship by 27 de mayo. Order within 5 hr 60 min PRICE

EUR 10,48

Figura 5.1 Captura de pantalla de una compra de cebadores
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https://www.minipcr.com/
https://gaudi.ch/PocketPCR/
https://gaudi.ch/PocketPCR/
https://bento.bio/
https://www.thingiverse.com/thing:1483
https://www.fishersci.es/shop/products/guanidine-hydrochloride-98-thermo-scientific/11420024
https://www.bio-rad.com/es-es/sku/1610716-tris?ID=1610716
https://www.sigmaaldrich.com/ES/es/product/aldrich/s5130
https://itwreagents.com/iberia/es/product/edta-sal-disodica-2-hidrato-reag-usp-ph-eur-para-analisis-acs/131669
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/R0491
https://itwreagents.com/iberia/es/product/tbe-tampon-10x-/A0972
https://labotaq.com/producto/redsafe-2/
https://www.minipcr.com/product/seegreen-nucleic-acid-gel-stain/
https://www.minipcr.com/product/seegreen-nucleic-acid-gel-stain/
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/SM0322
https://www.fishersci.es/shop/products/pcr-master-mix-2x/11853913
https://www.thermofisher.com/order/custom-standard-oligo

- PROGRAMAS PARA EDITAR CROMATOGRAMAS:

SnapGene Viewer (Windows, macOS y Linux).
BioEdit 7.2 (Windows)

Chromas (Windows)

FinchTV (Windows y macOS)

- PREPARACION DE LOS REACTIVOS CONCENTRADOS:

Acido etilendiaminotetraacético, EDTA 0.5 M, pH 8,0, 100 ml (temperatura ambiente in-
definidamente)

Agregar 18,8 gramos de EDTA (sal disédica dihidrato, M.m 372,24) a 80 ml de agua
desionizada.
Ajustar el pH afadiendo 2,2 g aproximadamente de NOH, controlando el pH con el
pHmetro hasta que la disolucion llegue a pH 8,0.
Agitar con un agitador magnético.
Afiadir agua hasta un volumen de 100 ml.
Autoclavar durante 15 minutos a 121 °C.
+ Enfriar la disolucion.
Cloruro de sodio 5 M, 100 ml, (temperatura ambiente indefinidamente)

Disolver 29,22 gramos de NaCl (M.m: 58,44) en unos 60 ml de agua destilada en un
vaso de precipitados.
Pasar a un matraz de 100 mly enrasar.

Tris-HCI 1 M, pH 8 y pH 7,3 100 mli, (temperatura ambiente indefinidamente)

Disolver 12,1 gramos de Tris base (M.m: 121,10) en unos 70 ml de agua destilada en
un vaso de precipitados.

Ajustar el pH afiadiendo con cuidado HCI concentrado. Monitorizar el pH con un pH-
metro.

Pasar a un matraz y afiadir agua hasta 100 ml.

Autoclavar 15 minutos a 121 °C. Dejar enfriar.
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https://www.snapgene.com/snapgene-viewer/
https://bioedit.software.informer.com/7.2/
http://technelysium.com.au/wp/chromas/
https://digitalworldbiology.com/FinchTV
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https://dnabarcoding101.org/
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