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2. OBJETIVO DE LA GUIA

La finalidad del proyecto BANGEN es promover el desarrollo y uso de las Metodologias
de Biologia Molecular, basadas en el analisis de ADN, con la finalidad de establecer estrategias
de rdpida respuesta en la investigacion de organismos marinos y gestiéon de la biodiversidad,
asi como establecer la red de colaboracién y transferencia cientifico-tecnolégica BANGEMAC
entre el espacio macaronésico. BANGEMAC pretende articular una red de sinergias que
permita maximizar los recursos regionales destinados a la preservacién de la biodiversidad y la
planificacién comun de los recursos naturales.

Actualmente, la red de socios que desde el afio 2009 estan interesados en desarrollar
un sistema integrado de transferencia de informacién transnacional, a través de la red
BANGEMAC, estd formada por diversas instituciones como son el Instituto Canario de Ciencias
Marinas (ICCM) y el Instituto Tecnolégico de Canarias (ITC) en las Islas Canarias, la
Universidade dos Acores en Azores (UA) y la Camara Municipal do Funchal (CMF), el Museu
Municipal de Histéria Natural do Funchal (MMF) y la Estagdo de Biologia Marinha do Funchal
(EBMF) en Madeira.

Uno de los fundamentos esenciales que alimentan a la red es la obtencidon de datos
genéticos. Asi, una optimizacién continuada de las metodologias de trabajo de laboratorio que
permitan eliminar errores y agilizar la generacién de datos genéticos es un hito importante.
Por lo tanto, en el marco de la red BANGEMAC, compartir las experiencias practicas de los
laboratorios vinculados a la red permitird mejorar y actualizar los trabajos técnicos de un
modo continuado por un lado; y por otro, acelerar la estandarizacién de métodos de trabajo ya
optimizados, facilitando las condiciones de trabajo practico. Asi, el presente manuscrito
pretende servir como una guia de trabajo técnico en el que se detallan las diversas
metodologias utilizadas en los laboratorios vinculados a BANGEMAC.
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3. OBTENCION DE MUESTRAS DE TEJIDO

3.1. RECOLECCION DE MUESTRAS

El primer paso en la mayoria de los trabajos de investigacion en biologia es la
recoleccion de los especimenes del medio fisico en el que viven y que forman parte de una
muestra de una especie concreta. Un espécimen es un organismo individual examinado por un
taxonomo el cual, a través de caracteres meristicos observados, consigue llegar al
reconocimiento de una especie. Una muestra o unidad muestral, en general se refiere a una
cantidad limitada de especimenes agrupados por una variable bioldgica o geografica que
pretende representar el universo muestral de dicha variable. De este modo, estas unidades
muestrales pueden usarse para explicar parones o relaciones bioldgicas, interacciones
ecoldgicas, inferir determinados procesos o clasificar u ordenar colecciones bioldgicas a través
de procedimientos estadisticos apropiados a cada campo de estudio. En genética de
poblaciones por ejemplo, una muestra estara representada por un conjunto de alelos o
haplotipos que normalmente pretenden representar la variacidn genética en un area
geografica concreta. A efectos practicos, a lo largo de la guia se entendera el espécimen como
el organismo entero recolectado en el medio natural. Una muestra corresponderd a la porcion
de tejido de cada uno de los especimenes, de la que se utilizara un fragmento para la
extraccion de su ADN.

3.2. FUENTES DE RECOLECCION

Las fuentes que suministran especimenes y muestras al banco pueden ser diversas vy,
en todo momento, deberan intentar aprovechar especimenes ya recolectados por varios
motivos: logistica aparatosa, riesgos condicionados por el medio marino y sacrificios
innecesarios en las poblaciones naturales. Asi, siempre que sea posible, se priorizara la
obtencién de muestras capturadas en campafias de muestreo de especies marinas de
entidades colaboradoras, colecciones de museos, mercados locales, etc. No obstante, las
muestras suministradas a la red BANGEMAC deben corresponder a especimenes que, por
definicidn, deben estar correctamente identificados por taxdnomos especializados.

El conjunto datos de secuencias nucleotidicas del Banco Genético Marino de la
Macaronesia (BANGEMAC) pretende obtener la representacion de la biodiversidad genética de
las especies marinas de los archipiélagos macaronésicos. En este sentido, BANGEMAC es
multidisciplinar en el sentido de ser una base de datos genéticos de diversos marcadores
genéticos, aunque principalmente haya sido ideado para datos de secuencias nucleotidicas
homdlogas de una porcién del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa subunidad | (COIl). La COI
ha sido internacionalmente utilizada con éxito para la discriminacién entre especies de
numerosos taxones marinos, por lo que actualmente esta considerada (con excepcion de
algunos taxones concretos) como una herramienta genética con valor taxondmico. Esto quiere
decir que la variacién genética de dicha porcion homdloga de la COI tiene la capacidad de
mostrar diversas agrupaciones o clusters derivados de analisis filogenéticos que representan la
diversidad genética intraespecifica de ese gen que coincide con la variaciéon genética y por



otro, para realizar analisis posteriores que conformardn un minimo de diez especimenes. Por
otro lado, las secuencias nucleotidicas de otros genes nucleares y mitocondriales también
formaran parte del Banco; para las cuales se adecuaran los tamafios muestrales en funcidn del
tipo de estudio que se lleve a cabo. Por ejemplo, para los estudios filogeograficos en la regién
macaronésica sobre las cinco especies objetivo (Sparisoma cretense, Octopus vulgaris,
Megabalanus azoricus, Grapsus adcensionis y Plesionika edwardsii). Durante el proyecto
BANGEN se decidid recolectar 50 individuos de cada archipiélago, tratando de cubrir el
maximo numero de islas para intentar capturar la maxima variacién genética inducida por la
insularidad.

3.3.  PLANIFICACION DEL MUESTREO

En primer lugar se deben ajustar las condiciones de muestreo dependiendo de la
especie objetivo de estudio. Tales condiciones incluyen la eleccién del arte de pesca,
localizacién geografica, época de muestreo y materiales de almacenamiento y preservacion.

Una vez organizada la salida de campo, se procede a la preparacién del material que debe
incluir necesariamente:

= Planillas impresas en papel con los datos que se deben anotar durante la recoleccidon
(ANEXO 1), entre los que se incluye "Medio de conservacion de origen" que hace
referencia al modo en que se conservara inicialmente tras la captura (refrigerado o
congelado), "Fecha de recoleccién"”, "Recolector", etc.

= Bolsas para muestreo (ANEXOII).

= Papel.

= Lapiz.

= Nevera portatil con placas de hielo.

= GPS portétil.

Durante la recoleccidn/pesca, se introducira cada espécimen en el interior de una
bolsa plastica habilitada para tal fin con etiquetas que contengan las siguientes anotaciones
(ANEXO ll):

= Numero de Hoja de muestreo en la que se recogen los datos sobre dicho espécimen.

= N2 de muestra (debe coincidir con el nimero de muestra que aparece en la hoja de
muestreo). En caso de recolectar varios individuos de la misma especie, se podran
introducir dentro de la misma bolsa, sin olvidar anotar los n2 de muestra
correspondientes (una vez en el laboratorio, se reasignard a cada muestra un cédigo

de acuerdo a la base de datos).

Cada uno de los especimenes, a partir

CEE
et i i

de cuyas muestras de tejido se aislara el ADN
total, serd caracterizado morfolégicamente,
fotografiado y seran recogidos todos los datos

de interés que no pudieron ser anotados
durante la recoleccién (posicién geografica de 1
captura, caracteres meristicos de valor

Figura 1: El espécimen se fotografia junto al numero
de muestra y una escala paralelamente.



taxondmico, lugar de procedencia, etc.). El registro fotografico es importante debido a que el
medio de conservacion puede hacer que se pierdan caracteres taxondmicos importantes como

la coloraciéon, que podrian ser esenciales para una posible confirmacién taxondmica posterior
(Figura 1).



4. PROCESADO DE LAS MUESTRAS

4.1. ACONDICIONAMIENTO DEL TEJIDO

En funcidn del medio de conservacion de origen, es decir, del método de conservaciéon
que se lleve a cabo tras la captura del espécimen, se procedera de un modo u otro:

= Muestras frescas: Cuando el tiempo transcurrido entre el muestreo y la conservacion
genética no es superior a veinticuatro horas, los especimenes deben mantenerse
refrigerados desde el momento en el que son tomados del medio marino.

= Muestras congeladas: Antes de proceder a la conservacion genética, se introducen las
muestras congeladas en el refrigerador para que el proceso de descongelacion sea
lento y asi minimizar la degradacién del tejido.

= Muestras conservadas en disolventes organicos (etanol, formol): Cuando el medio de
conservacion de origen coincide con el medio de conservacion genética, el tratamiento
de las muestras no requiere tanta inmediatez como en los casos anteriores, aunque
resulta conveniente mantenerlas en frio.

En el contexto del trabajo de muestreo y teniendo en cuenta las dificiles condiciones
del medio marino, se ha mostrado que la preservacion de cada muestra de tejido en etanol 96°
y en frio supone una eficiente metodologia de conservacion genética. A continuacion se detalla
el protocolo para llevar a cabo dicho proceso correctamente.

4.2. PROCEDIMIENTO PARA EL ACONDICIONAMIENTO DE TEJIDO

=  Comprobar que disponemos de todo el material necesario para el proceso.

MATERIAL REACTIVOS

Bata Etanol 96°

Guantes de nitrilo Alcohol para limpieza
Mechero de alcohol o Bunsen

Bisturi

Pinzas

Tijeras de acero

Vaso de precipitado

Criotubos de rosca de 2mL

Pipeta Pasteur

Rotulador indeleble de color azul o negro

Nota: La preparacion de tejidos para su posterior uso en investigacion molecular debe
ser estandarizada, ya que una mala manipulacién de los mismos, implicaria riesgos de
contaminacién humana o cruzada entre especimenes. Por ello, el uso de guantes y el orden
dentro del puesto de trabajo, resultan de gran importancia para evitar riesgos potenciales.



En una mesa de trabajo sin corrientes de aire cercanas, encender un mechero de
alcohol (o Bunsen).

Verter alcohol para limpieza en un vaso de precipitado.

Agitar unas pinzas y un bisturi en el interior del vaso con alcohol. Sacarlos y pasarlos
por la llama del mechero unos segundos extremando la precaucién. Dejar enfriar.
Tomar las pinzas y el bisturi y cortar una porcién de tejido, a ser posible muscular, e
introducir en un criotubo de rosca de 2mL. Rellenar con etanol a 96°.

Codificar el tubo tal como se indica en el apartado 4.3. (Catalogacion) y conservar
congelado a -20° hasta el momento de su analisis.

Nota: SIEMPRE se deben esterilizar los utensilios metalicos con alcohol y mechero

antes de continuar con el siguiente espécimen. En caso de que hayan quedado restos del

espécimen anterior adheridos a los utensilios, limpiar con papel antes de la esterilizacién.

4.3. ALMACENAIE Y BASE DE DATOS

Durante el proceso de conservacion de las muestras de cualquier coleccion bioldgica,

se deben tener en cuenta una serie de etapas que garanticen su adecuada preservacién y su

facil manejo. Entre estas etapas se encuentran el ingreso de los ejemplares, etiquetado,

catalogaciodn, sistematizacién y almacenamiento.

A.

B.

' A B

Ingreso de los ejemplares: Los métodos y técnicas de preservacion dependen del uso

posterior al que se destine el ejemplar, al grupo al que pertenezca y al estado en el
que lleguen al laboratorio.

Catalogacidn: Asignacién de un nuevo cddigo Unico y consecutivo a cada muestra que
entre a formar parte de la coleccion de acuerdo a los registros existentes. El fin de la
codificacion de cada tubo es facilitar su posterior reconocimiento en el laboratorio y
en la base de datos.

Figura 2: A) Cédigo de almacenaje. B) Cédigo de individuo mds codigo de region de un individuo de Sparisoma

cretense.

El primer paso de la codificacion consiste en asignar a la muestra un Cédigo de

Almacenaje. Estos son cédigos numéricos que van en orden consecutivo del "1" en adelante.
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Por tanto, para ingresar un nuevo individuo, se debe entrar en la base de datos y comprobar
gue ningln campo tenga filtros puestos, avanzar hasta el final de la tabla y asignar a la nueva
muestra un cddigo de almacenaje consecutivo al ultimo que incluya la base de datos. La forma
de etiquetar el tubo consiste en poner una pegatina circular en la tapa del vial con el cédigo
de almacenaje escrito con lapiz, para asi evitar que se borren los nimeros en caso de fugas de
etanol (Figura 2A).

El siguiente paso consiste en asignar a la muestra un Cddigo de Individuo, el cual esta
formado por cuatro letras. La primera letra hace referencia a la primera letra del Género y las
tres siguientes a las tres primeras de la Especie. Ademas, el cddigo de individuo lleva asociado
un Cadigo de Regidn conformado por dos letras. La primera hace referencia al Archipiélago y
la segunda a la Isla donde ha sido muestreado el individuo (Esquema 2).

Asi por ejemplo, el cddigo SCREO15 CC perteneciente a la especie Sparisoma cretense
se interpreta segun el Esquema 2.

CODIGO DE INDIVIDUO

GENERO (Sparisoma)

ESPECIE (cretense)

[y
(6}

m - A »
e i O

N2 DE INDIVIDUO DENTRO DE LA ESPECIE (de mas de 100 individuos de
Sparisoma cretense contenidos en la base de datos, éste es el nimero 15)

CcODIGO DE REGION

C } ARCHIPIELAGO (Canario)
C } ISLA (Gran Canaria)

Esquema 2: Interpretacion del Codigo de Individuo y del Codigo de Region.

Nota: En el caso de que varias especies coincidan con el mismo cddigo de individuo, a
una de ellas se le asigna un cddigo de cinco letras. La primera correspondiente al Género y las
otras cuatro a la Especie. Un ejemplo de ello es lo que ocurre con las especies Decapterus
macarellus y Dentex macrophthalmus:

= Decapterus macarellus: DMAC
= Dentex macrophtalmus: DMACR

Para asignar un Cédigo de Individuo, primero se busca en la base de datos el cédigo de
almacenaje que se ha asignado a la muestra. Luego se completan los campos "GRUPQO",
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"FAMILIA" Y "ESPECIE". Se aplica un filtro para que sdélo aparezcan los individuos de dicha
especie y se asigna un Cédigo de Individuo consecutivo al uUltimo de la lista. Por ultimo se anota
dicho cddigo en el lateral del vial con un rotulador indeleble de punta fina de color azul o
negro (Figura 2B). En caso de que la muestra sea un extracto de ADN, ademds del cédigo
lateral, se anota la fecha de extraccion.

Tanto la muestra de tejido como su extracto de ADN respectivo llevan asociados el
mismo cddigo de almacenaje y de individuo. La diferencia radica en que a los viales con tejido
se les asignan etiquetas de color VERDE y a los viales con ADN etiquetas de color ROJO.

C. Almacenamiento: Las muestras se almacenaran en cajas congelables para criotubos,

en orden consecutivo segun cédigo de almacenaje. En el lateral de cada caja se pega
un trozo de cinta adhesiva rotulable (verde en las cajas de tejidos y roja en las cajas de
extractos de ADN) y se anota el rango de cédigos que abarca cada una de ellas, el
numero de la caja y el contenido de la misma, "Tejido" o "ADN" (Figura 3). El stock de
tejido se almacena en un compartimento del congelador distinto al del stock de ADN y
a-20°C.

Fuente: BIOMOL

Figura 3: Cajas congelables con muestras de tejido con cinta verde y muestras de ADN con cinta roja.

D. Sistematizacidn: Consiste en anexar toda la informacién de cada ejemplar ademas de
la contenida en la planilla de muestreo, en la base de datos Excel con el fin de agilizar
la consulta de informacién. Cada uno de los siguientes campos, forma parte del
conjunto de variables de la base de datos BANGEMAC y deben ser completados para
cada espécimen:

- Cddigo de Almacenaje: Cdédigo numérico con el que estan almacenadas las
muestras.

- Phylum al que pertenece el espécimen. Ejemplo: Arthropoda.

- Clase a la que pertenece el espécimen. Ejemplo: Maxillopoda.

- Orden al que pertenece el espécimen. Ejemplo: Sessilia.

- Familia a la que pertenece el espécimen. Ejemplo: Balanidae.

- Género al que pertenece el espécimen. Ejemplo: Megabalanus.

- Especie a la que pertenece el espécimen. Ejemplo: Megabalanus azoricus.

- Imagen del espécimen: Siempre que se disponga de ella, se asignara a este campo
un codigo de fotografia, que debe coincidir con el mismo cédigo del archivo en
formato jpg.
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Tejido remanente: Mediante sistema binario de unos y ceros se puede saber si
existe tejido almacenado.

Extracto de ADN: Mediante sistema binario de unos y ceros se puede saber si
existe extracto de ADN almacenado.

Fecha de extraccidn: Fecha en la que se realizé la extraccion de ADN.

N2 de placa de PCR: Mediante este campo se puede saber en qué placa de PCR se
encuentra una muestra concreta y de ese modo poder localizar facilmente Ia
informacién almacenada de la misma.

N2 de placa de secuenciacion: Mediante este campo se puede saber en qué placa
de Reaccidn de secuenciacion se encuentra una muestra concreta y de ese modo
poder localizar facilmente la informacién almacenada de la misma.

COl, RC y CytB Geneious o Bioedit: Mediante sistema binario de unos y ceros se
puede saber si hay secuencia depositada en la base de datos GENEIOUS.

COlI, RC y CytB Genebank: Las secuencias que estén publicadas en la base de datos
Genebank, serdn vinculadas con el Cédigo asociado de Genebank.

Cadigo de Individuo: Cddigo de cuatro letras. La primera hace referencia al
Género y las otras tres a la Especie.

Cadigo de region: Incluye archipiélago e Isla.

Cadigo antiguo: Cddigo que tienen las muestras que proceden de laboratorios
externos o bien cddigos que han sido cambiados por diversos motivos.
Identificaciéon BOLD: Unicamente para secuencias COl. Nombre de la especie
identificada tras el analisis de similitud de secuencias COIl entre la secuencia
problema, objeto de comparacion y la base de datos de secuencias BOLD.
Porcentaje de similitud BOLD (analisis BOLD): Valor de porcentaje obtenido en el
analisis BOLD para la especie con mayor porcentaje de similitud con la secuencia
problema de la base de datos de secuencias BANGEMAC.

Identificacién BLAST: Unicamente para secuencias COl. Nombre de la especie
identificada tras el analisis de similitud de secuencias COIl entre la secuencia
problema, objeto de comparacidn y la base de datos de secuencias BLAST.
Porcentaje de similitud BLAST (analisis BLAST): Unicamente para secuencias COl.
Valor de porcentaje obtenido en el andlisis BLAST para la especie con mayor
porcentaje de similitud con la secuencia problema de la base de datos de
secuencias BANGEMAC.

Observaciones con MATCH.

Localizacién: Ubicacién exacta dentro de la region.

Latitud y Longitud: En grados, minutos y segundos.

Recolector: Nombre de la persona o entidad que se ha encargado del muestreo
del espécimen.

Identificador taxondmico: Nombre de la persona que ha identificado
morfoldgicamente a cada espécimen. Esta identificacion puede consistir
simplemente en su reconocimiento visual o basada en caracteres diagndstico tras
una necesaria consulta de bibliografia especifica del taxa en cuestién.

Fecha de recoleccion del espécimen del medio natural.

Medio de conservacidn de origen: Medio en el que se conserva el espécimen tras
la captura hasta la conservacion definitiva de la muestra de tejido.
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- Fecha de conservacion genética: Fecha en la que la muestra de tejido es
conservada en etanol al 96°.

- Proyecto/Encargo: Nombre del Proyecto a través del cual se ha procesado una
muestra o Nombre de la entidad que solicita un encargo con determinadas
muestras.

- Observaciones:

4.3.1. Vinculos a la base de datos

Una vez obtenida la secuencia de cada espécimen, se debe reflejar esta informacién en
la base de datos.

Cada vez que se confirme que un individuo tiene secuencia, se anotara en la columna
"Nombre del gen GENEIOUS/BIOEDIT" (COI, D-loop o Cytb) de la base de datos mediante un
uno. Ademds, en la columna "Nombre del gen GENEBANK" se vinculard la secuencia publicada
previamente en Genebank del siguiente modo:

e Abrir base de datos GenebanK (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) y buscar

la secuencia que se desea vincular al excel. Una vez se localice, copiar la direccion
de la web.

e Abrir la base de datos Excel.

e Apretar el botén derecho sobre la casilla donde se desea generar el vinculo y
seleccionar Hipervinculo.

e Luego Vincular a: Archivo o pdgina existente.

e En el recuadro Direccion, afiadir la direccidon copiada anteriormente.

e Una vez hecho esto, en el recuadro Texto se anota el cddigo con el que aparece la
secuencia en GenebanK.

e Clickear en Aceptar.

Nota: Tanto las imdgenes de los especimenes como las secuencias brutas y las
editadas, deben ser guardadas en sus respectivas carpetas dentro del Servidor de BioMol.
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5. AISLAMIENTO DEL ADN

El aislamiento consiste en la extraccion del ADN gendmico total disuelto, a partir de
tejido animal a través de dos pasos clave. El primero, es la rotura de las membranas nuclear y
mitocondrial, consiguiendo liberar el ADN, y el segundo la precipitacion del mismo. Una vez
finalizada la extraccion, la electroforesis en gel de agarosa permite visualizar las bandas de
ADN gendmico y cuantificar aproximadamente el tamafio del ADN obtenido, por comparacién
directa con un marcador cuyo tamafo de bandas es previamente conocido, y la cantidad en
base a la intensidad de la banda en el gel. La visualizacion es posible gracias al uso de
marcadores como el SYBRSafe, capaces de emitir fluorescencia bajo luz UV.

Hay diversas formas de extraer ADN, con recetas particulares y protocolos caseros de
laboratorios. Ademas, en el mercado se pueden encontrar diversos kits de extraccién de ADN,
normalmente mas rapidos y menos agresivos que los protocolos tradicionales, y que suelen
ofrecer un d6ptimo rendimiento. El método "casero" es mas laborioso y lento, aunque mas
econdmico. Sin embargo, ambos ofrecen un rendimiento de trabajo parecido. Por lo tanto,
dependiendo de la naturaleza de la especie, se selecciona el protocolo de aislamiento de ADN
total mds adecuado.

5.1. ACONDICIONAMIENTO DE LAS MUESTRAS PARA LA EXTRACCION DE
ADN

Antes de proceder a la extraccion de ADN, se debe tomar la muestra de tejido
conservada en etanol, para acondicionarla y lograr asi la maxima eficacia durante los procesos
analiticos posteriores. El protocolo a seguir es el siguiente:

- Comprobar que disponemos de todo el material necesario para el proceso.

MATERIAL REACTIVOS

Bata Alcohol para limpieza
Guantes de nitrilo

Mechero de alcohol o Bunsen

Bisturi

Pinzas

Vaso de precipitado

Papel de aluminio

Papel absorbente

Tubos de microcentrifuga de 1.5mL

Rotulador indeleble azul o negro

- Quitar la humedad de la muestra sobre un trozo de papel absorbente.
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- Con la ayuda de unas pinzas y un bisturi esterilizado, trocear finamente el tejido
para aumentar la superficie de contacto entre la muestra y las soluciones que
posteriormente se utilizaran durante la extraccion.

- Pesar aproximadamente 30mg del tejido sobre papel de aluminio previamente
tarado e introducir en un tubo de microcentrifuga de 1.5mL autoclavado vy
codificado con rotulador indeleble.

Nota: Antes de pasar a la siguiente muestra, introducir las pinzas y el bisturi en un vaso

con etanol de lavado y pasar por la llama de un mechero para esterilizar.

5.2. PROTOCOLOS PARA LA EXTRACCION DE ADN

5.2.1. Protocolo de extraccion de ADN en peces: E.Z.N.A. tissue Kit

- Comprobar que disponemos de todo el material y equipos necesarios para la
extraccion.

EQUIPOS MATERIALES Y REACTIVOS
Bloque térmico Bata

Microcentrifuga de sobremesa Guantes de nitrilo

Vortex Tubos de microcentrifuga de
Micropipetas de 20, 200 y 1000uL 1.5mL

Puntas para micropipetas
Rotulador indeleble azul o negro
Etanol absoluto
Isopropanol
Kit E.Z.N.A. para extraccion de
tejidos
Opcional: Solucion de RNasa
(100mg/mL)

Nota: Puntas para pipetas y tubos de microcentrifuga autoclavados.

- Preparar DNA Wash Buffer y HBC Buffer (ANEXO lll).
- Conectar el bloque térmico para que alcance una temperatura de 55°C.

Nota: Aunque no sea necesaria la homogeneizacion mecanica de los tejidos, la
pulverizacién en nitrégeno liquido mejora la lisis y reduce el tiempo de incubacién.

- Afadir 200uL de TL Buffer y 25uL de OB Protease Solution. Aplicar vortex hasta que
se mezcle completamente e incubar a 55°C en el bloque térmico con agitacion
durante 3 horas o si se prefiere toda la noche. Al mismo tiempo, rotular todos los
tubos de microcentrifuga y las columnas que se vayan a utilizar durante la
extraccion con el cédigo correspondiente.

17



- Centrifugar a velocidad mdxima (13.000 xg) durante 5 minutos y transferir el
sobrenadante a un tubo de microcentrifuga estéril de 1.5mL con cuidado de no
transferir el pellet.

- Afadir 220uL de BL Buffer. Vortex hasta mezclar completamente e incubar a 70°C
durante 10 minutos.

Nota: Si se forma un tenue precipitado tras la adicion del tampdn, no preocuparse
puesto que no va a interferir en la recuperacién del ADN.

- Afadir 220uL de etanol absoluto. Vortex.

- Insertar una columna HiBind DNA Mini Column dentro de un tubo de coleccidn de
2mL vy transferir la muestra completa de la etapa 8 a la columna incluyendo
cualquier precipitado que se hubiera formado.

- Centrifugar a velocidad maxima durante 1 minuto, desechar el filtrado y reutilizar
el tubo de coleccion.

- Afadir 500uL de HBC Buffer. Centrifugar a maxima velocidad durante 30 segundos
y desechar el filtrado y el tubo de coleccidn.

- Insertar la columna en un tubo de coleccién nuevo.

- Afadir 700uL de DNA Wash Buffer. Centrifugar a velocidad maxima durante 30
segundos.

- Desechar el filtrado y reutilizar el tubo de coleccion.

- Repetir los dos ultimos pasos.

- Centrifugar la columna vacia a mdaxima velocidad durante 2 minutos para secar la
columna, de lo contrario, los restos de etanol podrian inhibir la PCR.

- Transferir la columna a un tubo de microcentrifuga de 1.5mL libre de nucleasa.

- Afadir 75uL de Elution Buffer precalentado a 70°C.

- Dejar reposar a temperatura ambiente durante 2 minutos. Centrifugar a velocidad
maxima durante un minuto.

Nota: Cada elucién de 200 ul tiene un rendimiento del 60-70% del ADN unido a la
columna. Asi, dos eluciones por lo general, dan resultados de 90%. Sin embargo,
aumentar el volumen de elucidn reducird la concentracién del producto final. Para
obtener ADN a concentraciones mas altas, la elucidén se puede llevar a cabo utilizando
50-100 pl del tampdn de elucion (que reduce ligeramente el rendimiento de ADN
total). Los volimenes mas bajos de 50 pul reducen considerablemente los rendimientos.
En algunos casos, los rendimientos pueden incrementarse mediante la incubacién de la
columna a 70 ° C (en lugar de a temperatura ambiente) después de la adicidén de
tampodn de elucidn.

- Conservar el ADN a -20 ©°C.
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5.2.2. Protocolo de extraccion de ADN en peces: Método NaCl

Comprobar que disponemos de todo el material y equipos necesarios para la
extraccion.

EQUIPOS MATERIALES Y REACTIVOS

Blogue térmico Bata

Microcentrifuga de sobremesa Guantes de nitrilo

Micropipetas de 20, 100, 200 y 1000uL ~ Tubos de microcentrifuga de
1.5mL

Puntas para micropipetas
Rotulador indeleble azul o negro
Tris

EDTA

SDS al 10%

Proteinasa K

NaCl 5M

Etanol absoluto

Etanol al 70%

Agua MiliQ

Nota: Puntas para pipetas y tubos de microcentrifuga autoclavados.

Afadir 600uL de tampdn de extraccidon (0.05MTris — 0.1M EDTA), 70ul de SDS al
10% y 20uL de proteinasa K (20mg/mL).

Incubar la solucién durante una noche (minimo 4 horas) a 55°C en un tubo de
microcentrifuga de 1.5mL codificado.

Afadir 200uL de NaCl 5M y mezclar durante 20 minutos.

Centrifugar la muestra a velocidad maxima a 4°C durante 20 minutos.

Transferir 800uL de sobrenadante (ADN extraido) a un nuevo tubo de
microcentrifuga de 1.5mL.

Afadir 700puL de alcohol absoluto e incubar un minimo de 2 horas a -20°C.
Centrifugar la muestra durante 15 minutos a maxima velocidad a 4°. Descartar el
sobrenadante.

Lavar el pellet de ADN afiadiendo 800uL de etanol frio al 70% y centrifugar durante
15 minutos a maxima velocidad a 4°C. Descartar el sobrenadante.

Secar el pellet a temperatura ambiente durante un minimo de 4 horas. Evitar secar
durante mas tiempo ya que el ADN podria degradarse.

Resuspender el pellet en 150uL de H20 doblemente destilada.

El extracto de ADN puede ser guardado a 4°C durante un dia. Para un
almacenamiento prolongado guardar a -20°C.
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5.2.3. Protocolo de extraccion de ADN en invertebrados: E.Z.N.A.
Mollusc Kit

- Comprobar que disponemos de todo el material y equipos necesarios para la
extraccion.

EQUIPOS MATERIALES Y REACTIVOS
Bloque térmico Bata

Microcentrifuga de sobremesa Guantes de nitrilo

Vortex Tubos de microcentrifuga de
Micropipetas de 20, 200 y 1000uL 1.5mL

Puntas para micropipetas
Rotulador indelebre azul o negro
Etanol absoluto

Isopropanol

Cloroformo

Alcohol isoamilico

Kit E.Z.N.A. para extraccion de
moluscos

Nota: Puntas para pipetas y tubos de microcentrifuga autoclavados.

- Preparar DNA Wash Buffer y HBC buffer (ANEXO IIl).

- Conectar el bloque térmico para que alcance una temperatura de 70°C.
Posteriormente poner a calentar el tampdn de elucion Elution Buffer.

- Homogeneizar la muestra de tejido. Para ello el primer paso consiste en quitar la
humedad de la muestra, previamente conservada genéticamente, sobre un trozo
de papel absorbente. Con la ayuda de unas pinzas y un bisturi esterilizado, trocear
finamente el tejido para aumentar la superficie de contacto entre la muestra y las
soluciones que posteriormente se utilizardn durante la extraccion. Finalmente
pesar unos 30mg del tejido sobre papel de aluminio previamente tarado e
introducir en un tubo de microcentrifuga de 1.5mL autoclavado y codificado.

Nota: La cantidad de material de partida depende de la muestra y se puede aumentar
si los resultados que se obtienen con los 30mg de tejido son aceptables. Para las
muestras de procesado facil, el procedimiento puede ser ampliado y los volimenes de
tampon utilizados aumentar en proporciéon. En cualquier caso no usar mas de 50mg de
tejido ya que la capacidad de unién con la columna podria sobrepasarse. Los tejidos
dificiles pueden requerir menos de 30mg de muestra y ademas doblar todos los
volumenes para asegurar la lisis adecuada.

- Anadir 350uL de ML1 Buffer y 25uL de Proteinase K Solution. Mezclar
completamente con vortex.

- Incubar a 60°C un minimo de 30 minutos o hasta que la muestra se haya
solubilizado.
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Nota: El tiempo real de incubacidn varia y depende de la elasticidad del tejido. La
mayoria de las muestras no requieren mas de cuatro horas. Alternativamente una
incubacién a 37°C durante toda la noche produce buenos resultados.

- Afadir 350uL de una solucion de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Vortex y
centrifugar a 10.000 xg durante 2 minutos a temperatura ambiente.

- Transferir la fase acuosa (superior) a un tubo de microcentrifuga de 1.5mL. Evitar
pipetear la interfase lechosa, ya que contiene contaminantes e inhibidores.

Nota: Este paso elimina gran parte de los polisacaridos y proteinas de la solucién y
mejora el rendimiento de la filtracidn. Si después de la centrifugacion sdlo aparece una
pequefia fase acuosa, afiadir 200uL mas de ML1 Buffer y vortexear. Repetir pasos 8 y 9.

- Afadir 350uL de MBL Buffer y 10uL de RNase A. Vortexear a maxima velocidad
durante 15 segundos.

- Incubar a 70°C durante 10 minutos y enfriar a temperatura ambiente.

- Afadir 350uL de etanol absoluto. Vortexear a maxima velocidad durante 15
segundos.

- Insertar una columna HiBind DNA Mini Column en un tubo de coleccién de 2mL.

Nota: Si se desea equilibrar la columna, se deben llevar a cabo los siguientes pasos:

- Anadir 100pL de NaOH 3M a la columna HiBind DNA Mini Column.
- Centrifugar a maxima velocidad durante 60 segundos.
- Desechar el filtrado y reutilizar el tubo de coleccion.

- Transferir 750uL de muestra a la columna, incluyendo cualquier precipitado que se
haya formado.

- Centrifugar a 10.000 xg durante 1 minuto, desechar el filtrado y reutilizar el tubo
de coleccidn.

- Repetir los dos ultimos pasos hasta que toda la muestra haya pasado por la
columna.

- Desechar el filtrado y el tubo de coleccion.

- Insertar la columna dentro de un tubo de coleccidn de 2mL nuevo.

- Afadir 500uL de HBC Buffer y centrifugar a 10.000 xg durante 30 segundos.
Desechar el filtrado y reutilizar el tubo de coleccién.

- Afadir 700pL de DNA Wash Buffer y centrifugar a 10.000 xg durante 1 minuto.
Desechar el filtrado y reutilizar el tubo de coleccidn.

- Repetir el paso anterior para una segunda etapa de lavado.

- Centrifugar la columna vacia a maxima velocidad durante 2 minutos para secar la
membrana, de lo contrario, los restos de etanol podrian interferir en las
aplicaciones posteriores.

- Transferir la columna a un tubo de microcentrifuga de 1.5mL libre de nucleasa.

- Adnadir 75uL de Elution Buffer precalentado a 70°C.
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Nota: Los volimenes pequeiios de tampdn de elucidn incrementan la concentracion

de ADN pero disminuyen el rendimiento. No se recomienda utilizar volumenes

mayores de 200pL.

- Dejar enfriar a temperatura ambiente durante 2 minutos. Centrifugar a 10.000 xg

durante 1 minuto.

Nota: Cualquier combinacién de los siguientes pasos se puede utilizar para ayudar a

aumentar el rendimiento de ADN.

>

Después de afiadir el tampdn de elucidn, incubar la columna durante 5
minutos.

Aumentar el volumen de elucién.

Repetir la etapa de elucion con tampdn de elucién sin calentar (esto
puede aumentar el rendimiento, pero disminuir la concentracion).

Repetir la etapa de elucidon usando el eluato de la primera elucion (esto
puede aumentar el rendimiento mientras se mantiene el volumen de
elucién.

- Almacenar el ADN a -20°C.

5.2.4. Protocolo de extraccion de ADN en microalgas: Método CHELEX

- Comprobar que disponemos de todo el material y equipos necesarios para la

extraccion.

EQUIPOS MATERIALES Y REACTIVOS
Bloque térmico Bata

Vortex Guantes de nitrilo
Microcentrifuga de sobremesa Tubos de microcentrifuga de
Micropipetas de 100, 1000uL 1.5mL

Puntas micropipetas

Rotulador indeleble azul o negro
Vaso pequefio de precipitado de
vidrio

Varilla de vidrio

Resina CHELEX

Agua desionizada autoclavada

Nota: Puntas para pipetas y tubos de microcentrifuga autoclavados.

- Preparar solucion CHELEX 10% (ANEXO IlI).
- Sacar del congelador una alicuota de 300uL de CHELEX 10% por cada muestra.
- Afadir 50 pL de cultivo (o un poco de cultivo en agar) a su respectiva alicuota.

- Agitar en el vortex durante 10-15 seg.
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- Encender el bloque térmico e incubar los tubos a 95°C durante 30 minutos con
agitacion.

- Agitar en el vértex durante 10-15 segundos con cuidado para evitar que se abran
las tapas de los viales.

- Centrifugar 5 minutos a alta velocidad (>10.000 rpm).

- Pasar el sobrenadante a un nuevo tubo de 1,5 mL con cuidado de no arrastrar
Chelex, ya que es inhibidor de la PCR.

- Purificar el sobrenadante. El Real Clean Spin kit (REAL, Durviz S.L.U., Valencia,
Spain) da resultados satisfactorios aunque puede servir otro método o kit de
purificacién.

- Almacenar a -20°C.

5.2.5. Protocolo de extracciéon de ADN en fanerégamas marinas:
Método modificado de CTAB

- Comprobar que disponemos de todo el material y equipos necesarios para la
extraccion.

EQUIPOS MATERIALES Y REACTIVOS
Homogeneizador automatico™ Bata
Bloque térmic Guantes de nitrilo
Bafio de agua Rotulador indeleble azul o negro
Microcentrifuga de sobremesa Tubos microcentrifuga 1.5mL
Pipeta automatica 20-200uL Rack para tubos de
Vértex microcentrifuga de 1.5mL con
tapa
Puntas micropipetas
CTAB 2%
PVP 1%
EDTA 0,02M pH=8
NaCl 1,4M

Tris-HCI 0,1M pH=8
2-Mercaptoetanol
Cloroformo
Alcohol isoamilico
Isopropanol
TE

Nota: Puntas para pipetas y tubos de microcentrifuga autoclavados.

Nota: Previamente a la extraccidn, el material vegetal a usar debera limpiarse y estar
totalmente seco. Para la obtencién de un mejor rendimiento en la extraccién de ADN,
la parte basal (zona blanquecina) de las hojas sera el material idéneo por no presentar
epifitos y ser la zona donde las hojas producen tejido nuevo y crecen, por lo que es rica
en ADN. Conviene que el tejido a secar sea suficiente como para un minimo de dos

1 i -
En su defecto, utilizar nitrégeno liquido.
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extracciones. Una vez la muestra se ha limpiado, debera secarse al tacto y luego ser
introducida en una bolsita codificada de cierre hermético con gel de silice,
manteniéndola el tiempo necesario hasta su total secado. Si el gel de silice estuviera
saturado de humedad, debe reponerse por otro nuevo. Una manera facil para
confirmar el secado de la muestra se basa en que la misma esté “crujiente”.

- Preparar la disolucion CTAB (ANEXO ).

- Colocar cada muestra en un tubo de microcentrifuga de 1.5-2mL y rotular con su
cddigo respectivo (Apartado 4.3. Catalogacion).

- Pulverizar las muestras con un homogeneizador automatico o con nitrégeno
liquido.

- Encender bafio de agua y calentar el tampdn CTAB a 60°C.

- Afadir 400puL del tampdn calentado a la muestra e incubar en un bloque térmico a
60°C durante aproximadamente 2 horas (tiempo estimado para que los tejidos se
digieran totalmente). Homogeneizar invirtiendo los tubos cada 30 minutos.

- Afadir 800uL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y homogeneizar. Para ello se
colocan los viales en un rack con tapa y se invierte suavemente durante 10
minutos.

- Centrifugar 10 minutos a 8.000 xg.

- Pipetear con mucho cuidado el sobrenadante (fase acuosa) e introducir en un tubo
de 1,5mL nuevo. Se recomienda pipetear el sobrenadante con sumo cuidado y en
volimenes de 200uL ya que el cloroformo es muy escurridizo y puede contaminar
facilmente la muestra.

- Para precipitar el ADN, afiadir 200uL de isopropanol frio (conservado a -20°C).
Aunque un tiempo 30 minutos es suficiente para que precipite suficiente cantidad
de ADN, éste es el Unico paso en el que se puede parar, por lo que se recomienda
dejar las muestras toda la noche a -20°C.

- Centrifugar 10 minutos a 4°C y 16.000 xg. Descartar el sobrenadante y conservar
Unicamente el pellet de ADN.

- Afadir 500uL de etanol 70% frio y agitar ligeramente.

- Centrifugar 2 minutos a 8.000 xg y pipetear con cuidado el etanol.

- Dejar evaporar el etanol a temperatura ambiente o introducir en estufa a 37-40°C
durante una hora.

- Afadir 50-100uL de TE y resuspender el ADN con ayuda de una pipeta.

- Nota: En caso de que la resuspensién no tenga que ser inmediata, conviene dejar
el tubo con ADN y TE cerrado, en un bloque térmico a 36-40°C con agitacion
minima o en estufa a la misma temperatura agitando con suavidad de vez en
cuando.

- Conservar a-20°C
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5.2.6. Protocolo de extraccion de ADN con SPEEDTOOLS FOOD DNA
EXTRACTION KIT (BIOTOOLS B&M Labs, S.A.)

Comprobar que disponemos de todo el material y equipos necesarios para la
extraccion.

EQUIPOS MATERIALES Y REACTIVOS
Homogeneizador Bata

Blogue térmico Guantes de nitrilo

Vértex Rotulador indeleble azul o negro
Centrifuga de sobremesa Tubos de centrifuga de 2mL

Pipeta automatica de 10, 200 y 1.000uL  Tubos de centrifuga de 1.5mL
Puntas para pipetas

Nota: Puntas para pipetas y tubos de microcentrifuga autoclavados.

Homogeneizar aproximadamente 200mg de la muestra en polvo para que la lisis
sea efectiva.

Transferir el homogeneizado a un tubo de centrifuga de 2mL.

Para realizar la lisis celular, afiadir 550uL de Buffer BCF precalentado a 65°C y
agitar 15 segundos mediante Vortex.

Afadir 10uL de Proteinase Ky mezclar 3 segundos con Vortex.

Nota: Si la muestra no se disuelve con dicha cantidad de Buffer BCF, afiadir mas

cantidad del mismo y de Proteinasa K de forma proporcional hasta que la muestra se

resuspenda totalmente.

Incubar a 65°C durante 30 minutos y posteriormente centrifugar 10 minutos a una
velocidad superior a 10.000 xg para que los contaminantes y desechos celulares
sedimenten.

Transferir el sobrenadante a un tubo de centrifuga de 2mL y afiadir un volumen de
Buffer BC4 y un volumen de etanol absoluto. Mezclar mediante vortex 15
segundos.

Para cada preparacién utilizar una columna con su tubo de centrifuga. Cargar unos
600mL mezcla en la columna y centrifugar 1 minuto a 11.000 xg.

Descartar el filtrado y repetir el paso 8 hasta que haya pasado toda la mezcla por
la columna.

Colocar la columna en un nuevo tubo de centrifuga y afiadir 400uL de Buffer BCQO
a la columna. Centrifugar 1 minuto a 11.000 xg. Descartar el filtrado y colocar la
columna en un nuevo tubo de centrifuga.

Anadir 700uL de Buffer BC5 a la columna. Centrifugar 1 minuto a 11.000 xg.
Descartar el filtrado. Colocar la columna en un nuevo tubo de centrifuga.

Para un tercer lavado, afadir 200uL de Buffer BC5 a la columna. Par eliminar
totalmente el buffer, centrifugar 2 minutos a 11.000 xg y descartar el filtrado. La
columna debe estar completamente libre de etanol para evitar la inhibicién de
procesos posteriores.
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Colocar la columna en un nuevo tubo de centrifuga de 1.5mL. Afadir 100uL de
Buffer BCE precalentado a 70°C directamente en la membrana.

Incubar a temperatura ambiente 5 minutos y centrifugar 5 minutos a 11.000 xg. El
filtrado contiene el ADN purificado de la muestra.

Almacenar a -20°C.
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6. DETERMINACION CUALITATIVA DEL ADN AISLADO. ELECTROFORESIS

La electroforesis a través de un gel de agarosa, es uno de los métodos estandares mas
usados para separar, identificar y purificar fragmentos de ADN. La técnica es simple, rapida de
realizar y ademas es capaz de separar fragmentos de ADN que no pueden ser separados
correctamente por otros procedimientos.

6.1. PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UN GEL DE AGAROSA

- Comprobar que disponemos de todo el material y equipos necesarios para

preparar gel de agarosa.

EQUIPOS MATERIALES Y REACTIVOS
Fuente de alimentacion electroforesis Bata

Cubeta de electroforesis Guantes de nitrilo

Molde para geles de agarosa Manopla

Peines para la cubeta de electroforesis
Microondas

Balanza analitica

Micropipeta 0.5-10uL

Puntas micropipetas
Erlenmeyer de vidrio de 250mL
Probeta de vidrio de 500mL
Nivel de burbuja

Termdmetro

Cinta adhesiva de laboratorio
Agarosa en polvo

TAE 1X

SYBR® Safe

Agua MiliQ

Nota: Puntas para pipetas y tubos de microcentrifuga autoclavados.

- Tomar un molde para geles,
comprobando que esté limpio y
seco. Si el soporte estd abierto por
los laterales y no poseemos un
molde para el mismo, sellar los
bordes con cinta adhesiva de
laboratorio.

- Colocar los peines en el interior del
molde para geles y con la ayuda de
un nivel de burbuja, buscar la zona
de la poyata mdas horizontal
posible (Figura 4).

Figura 4: Soporte para geles, peines y nivel de
burbuja.
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- Diluir el tampdn TAE 10X con agua MiliQ hasta alcanzar una concentracion de TAE
1X (ANEXO Ill). La cantidad de TAE 1X a preparar, va a depender del tamafio de la
cubeta de electroforesis y del gel de agarosa (Tabla 1).

GEL 1% GEL 2%
Cubeta pequeiia Cubeta grande Cubeta pequeiia Cubeta grande
Molde Molde Molde Molde
mediano | grande mediano | grande

Volumen TAE 1X
Cubeta (mL) 250 1500 250 1500
Masa de agarosa (g) 0.40 1 2 0.72 2 4
Volumen TAE1X Gel 40 100 200 40 100 200
(mL)
Volumen Sybrsafe 0.80 0.80 1.60 1.40 1.60 3.20
(pL)
Volumen Escalera 3 3 : i
1000pb (uL)
Volumen Escalera
100pb (uL) ) - 3 3 3
Volumen Tampdn 3 3 3 3
de carga (pL)
Volumen ADN

. 5 5 - -
gendmico (uL)
Volumen Producto : : 5 5
PCR (L)

Tabla 1: Cantidad de reactivos a utilizar en funcion del tamafio de la cubeta de electroforesis y porcentaje de
agarosa del gel.

- Llenar la cubeta de electroforesis con TAE 1X (Tabla 1).

- Pesar la agarosa que sea necesaria en funcién del tamafio y concentracidn del gel
que se desee preparar. Ponerla en un matraz erlenmeyer y afadir TAE 1X (Tabla 1).

Tener en cuenta:

- Gel de agarosa al 1%: Visualizacién de ADN gendmico.
- Gel de agarosa al 2%: Visualizacién de ADN amplificado.

- Introducir el matraz erlenmeyer en el microondas y calentar durante medio
minuto. Sacar del microondas con la ayuda de una manopla y extremando la
precaucién para evitar dafios causados por los vapores calientes o roturas. Agitar
el erlenmeyer para ayudar a que se disuelva la agarosa. Volver a introducir en el
microondas y repetir el proceso hasta que la agarosa esté completamente disuelta,
es decir, sin restos de cristales en la disolucion.

Nota: Evitar que la agarosa llegue a ebullicidn; por ello es importante que la solucién
se caliente a intervalos cortos de tiempo.
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- Sacar el matraz del microondas y poner sobre una poyata. Introducir un
termdmetro y esperar a que la solucidn disminuya su temperatura hasta alcanzar
los 60°C aproximadamente. Si se desea acelerar el proceso de enfriamiento, se
puede introducir el matraz en el interior de un vaso de precipitado con agua fria.
Tener cuidado para que no entre
agua en el matraz.

- Pipetear un volumen adecuado de
SybrSafe (calcular volumen siguiendo
las instrucciones del reactivo).
Introducir la punta en la solucién de
agarosa y verter el colorante. Agitar
el matraz hasta la homogeneizacién
del color.

Nota: Resulta de gran importancia
mantener el SybrSafe en oscuridad tanto
durante el almacenaje como durante la

tincién del gel, ya que se degrada con la

luz solar. Figura 5: Gel de agarosa solidificado y

retirada de peines.
- Verter el contenido del matraz sobre

el molde para geles con mucho cuidado. En caso de formarse burbujas sobre el gel,
eliminarlas con la ayuda de una punta de pipeta lo mas rapido posible antes de
que se solidifique.

- Dejar enfriar el gel (proceso que durara una media de 20 minutos) e introducir el
molde en el interior de la cubeta de electroforesis con TAE1X. Agarrar el peine
con ambas mano y moverlo poco a poco a la vez que se tira hacia arriba hasta
sacarlo completamente (Figura 5).

Nota: Después de cada uso, se deben enjuagar los peines con agua destilada.

- Retirar la cinta e introducir el soporte en la cubeta de electroforesis, cuidando que
el tampdn cubra el gel totalmente.

6.2. PROCEDIMIENTO PARA LA CARGA DE MUESTRAS EN EL GELY
VISUALIZACION DE ADN

METODO 1

- Introducir el molde con el gel en el interior de la cubeta de electroforesis lleno de
TAE1X vy verificar que los pocillos estdan mas cercanos al polo negativo (electrodo
de color negro), ya que el ADN esta cargado negativamente y migra hacia el polo
positivo (electrodo de color rojo).
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Cortar un trozo de PARAFILM de unos 6cm de ancho y colocar sobre un rack de
PCR sobre frio.

Pipetear 2L de tampon de carga y colocar sobre el PARAFILM. Formar una hilera
de tantas gotas de tampdn como muestras se vayan a cargar en el gel.

Pipetear 5uL de muestra de ADN y depositar sobre los 2uL de tampdn, aspirando y
soltando unas 3 veces hasta que se haya homogeneizado y con cuidado de no
aspirar aire para que no se formen burbujas (Figura 6A).

Figura 6: A) Homogeneizacion de muestra + tampdn de carga; B) Carga del gel de agarosa con
la muestra.

Tras la homogeneizacion, pipetear los 7uL de muestra mas tampdn y colocar en
uno de los pocillos del gel de agarosa, dejando siempre libre el primero. Se debe
evitar meter mucho la punta en el pocillo ya que podria romperse el gel (Figura
6B).

Repetir los pasos 2-4 hasta completar la carga del gel con todas las muestras.
Pipetear 3uL de marcador de peso molecular y depositar en el primer pocillo del
gel.

Una vez cerrada la cubeta, se conectan los electrodos y se enciende la fuente de
alimentacién, ajustandola a una potencia adecuada. La electroforesis se debe
llevar a cabo en condiciones de oscuridad, por lo que se recomienda apagar la luz
mas cercana, cerrar persianas e incluso cubrir la cubeta con una caja de cartén.
Dejar que corra el ADN en el gel el tiempo que se estime necesario en funcion de
las caracteristicas del mismo.

Apagar la fuente de alimentacidn y desconectar los electrodos antes de sacar el gel
de agarosa.

Tras la electroforesis, el gel se visualiza sobre un transiluminador de UV. El ADN se
presenta en forma de bandas cuyo tamafio se estima comparando la posicidn
alcanzada tras la migracidn respecto a la posicién de la banda del marcador de
peso molecular.

METODO 2

Poner una placa para PCR sobre hielo.
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Pipetear 2uL de tampdn de carga en tantos pocillos como muestras se vayan a

cagar.
Pipetear 5uL de muestra de ADN y depositarla sobre los 2ulL de tampdn de carga,

aspirando y soltando unas tres veces cuidando de no aspirar aire.
Repetir los pasos de 4 a 10 del METODO 1.
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7. DETERMINACION CUANTITATIVA DEL ADN AISLADO

El ADN presenta un maximo de absorbancia a 260nm, mientras que las proteinas lo
tienen a 280nm. De tal modo que calculando la relacion A,s/A,s, se puede determinar la
pureza del ADN, siendo mas puro cuando dicho cociente es aproximadamente igual a 1.9. El
ADN puede cuantificarse directamente en soluciones acuosas, diluidas o sin diluir, midiendo la
absorbancia de luz ultravioleta.

7.1. PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION CUANTITATIVA DE ADN
MEDIANTE ESPECTROFOTOMETRO

- Comprobar que disponemos de todo el material y equipos necesarios.

EQUIPOS MATERIALES Y REACTIVOS
Espectrofotometro 260/280 nm Bata

Cubeta espectrofotémetro Guantes de nitrilo

Micropipeta 20-200uL Cubetas de espectrofotémetro

Papel de aluminio

Tubos de centrifuga de 1.5mL
Puntas micropipetas

Buffer EB

Nota: Puntas para pipetas y tubos de microcentrifuga autoclavados.

- Para cuantificar el ADN se prepara una dilucion del mismo con un factor de
dilucion igual a dos. Por ejemplo, para 25uL de ADN, se afiaden 25 uL de agua
MiliQ.

- Introducir la dilucidn en la cubeta del espectrofotémetro, previamente puesto el
blanco (25 uL de buffer EB+ 25 plL agua MiliQ).

- Determinacién de la concentracion de ADN en la muestra (2 uL ADN en 48 uL de
H20).
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8. AMPLIFICACION DE ADN: PCR

El proceso de amplificaciéon se lleva a cabo a través de la reaccién en cadena de la
polimerasa. Esta técnica se basa en el fendmeno de replicacidon del ADN llevada a cabo por la
enzima "ADN polimerasa". Esta enzima realiza la sintesis de una cadena complementaria de
ADN en sentido 5’3’ usando un molde de cadena sencilla a partir de una regién de doble
cadena. La ADN polimerasa necesita ademds, un cebador (primer) para poder comenzar la
sintesis. Los primers son una pareja de oligonucledtidos de cadena sencilla disefiados para que
sean complementarios a cada uno de los extremos del fragmento de ADN que se quiere
amplificar.

La enzima polimerasa es la responsable de realizar multitud de copias de secuencias de
ADN, especificas del genoma nuclear y/o mitocondrial, a partir de un cebador. Para llevar a
cabo esta reaccion, primero se prepara un “mix” o “coctel” de amplificacidon en el que se
afaden todos los ingredientes necesarios para que la PCR pueda desarrollarse correctamente.

La técnica de la PCR incluye tres pasos:

A) Desnaturalizacidn de la doble cadena de ADN, en la que las dos hebras se separan
completamente tras la replicacion.

B) Hibridacion del cebador a las zonas flanqueantes de las regiones a ser
amplificadas. El cebador “reconoce” zonas especificas del ADN extraido con una
secuencia nucleotidica complementaria a la suya, permitiendo la ligacion entre
ambas secuencias: la del cebador y la de la secuencia objetivo del ADN extraido.

C) Extensidn del cebador en sentido 5-3’, en la que la polimerasa va adicionando
bases nucleotidicas a la cadena del cebador en el extremo 3’, hasta completar la
cadena complementaria de la regién objetivo del ADN.

Estos tres pasos constituyen un ciclo completo de amplificacién, en el que se obtiene
como producto el doble de copias de ADN de doble cadena de la secuencia objetivo, que
servirdan nuevamente de molde para el siguiente ciclo. Asi, se repite este ciclo
desnaturalizacién-hibridacion-extension un numero determinado de veces (normalmente
entre 30 y 40 ciclos) y consecuentemente, el nimero de copias aumenta exponencialmente a
medida que avanzan los ciclos. El nimero total de ciclos determinara la produccién total de
copias de la secuencia objetivo amplificada.

Ademas de los ciclos anteriormente explicados, para completar un patrén de PCR se
afiade un paso previo de desnaturalizacidn a aproximadamente 94°C durante 3-5 minutos, y
otro posterior de extension final, a 72°C durante 7-10 minutos:

94°C - Desnaturalizacién previa 2 3 - 5 minutos
95°C —> Desnaturalizacion

50 - 70°C - Hibriadacién primers

72°C - Extension

72°C -> Extension final = 7 - 10 minutos
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Los cebadores empleados en la PCR son secuencias cortas de nucledtidos (20-30 pares
de bases), caracterizadas por poseer una elevada afinidad por la zona flanqueante a la region
que se quiere amplificar. Asi, la seleccién de los cebadores dependera principalmente de la/s
especie/s objeto de estudio, del tipo de marcador (secuenciacién de ADN nuclear o
mitocondrial, microsatélites, AFLPs, RAPDs, etc....) que pretende ser utilizado en el estudio, y
del gen analizado. Una vez realizada la PCR, el producto obtenido puede ser visualizado en una
electroforesis, con gel de agarosa 2—-2,5 %, para verificar el correcto funcionamiento de la PCR
y confirmar que el tamafio de los productos amplificados corresponde con los tamafios
esperados.

Para la amplificacién se seleccionan fragmentos de diversos genes mitocondriales, con
distintas caracteristicas y sometidos a distintas presiones evolutivas, con el fin de maximizar su
capacidad de resolucion, necesaria para capturar variaciéon en la regidon geografica que
comprende BANGEMAC. Para cada grupo de organismos se selecciona preferentemente un
marcador, en funcién de su utilidad e informacidn disponible.

8.1. GENES MITOCONDRIALES SELECCIONADOS PARA ESPECIES DE
ANIMALES MARINOS

A. ARNr 16S: Gen con un elevado grado de conservacion a lo largo de la escala evolutiva. Su
uso es adecuado para la resolucidn de relaciones filogenéticas. De aplicacién generalmente
para moluscos y crustaceos.

B. COX1: El gen citocromo oxidasa | representa un gen de uso generalizado dentro de la
iniciativa BOL (Barcoding Of Life), mostrando una gran capacidad taxondmica a nivel de
especie y con una evolucién mas rapida que el gen anterior. En consecuencia, se aplica a la
mayoria de las especies consideradas, tanto en estudios a nivel microevolutivo como
macroevolutivo.

C. Cyt-B: El Citocromo b es un gen mitocondrial muy utilizado en estudios de sistematica
molecular debido a la alta disponibilidad de secuencias de este gen dutiles para fines
comparativos. Numerosos estudios utilizan este gen para estudiar relaciones filogenéticas en
diversos grupos taxondmicos de peces.

D. Region Control (D-LOOP): La region control es la zona no codificante mas amplia del ADN
mitocondrial y se encuentra implicada en la replicacién y transcripciéon del ADN mitocondrial.
Presenta una elevada tasa de mutacion con un sesgo hacia la presencia de A+T. La elevada tasa
de mutacidn la hace adecuada como marcador en estudios de estructuras poblacionales o en
filogenia entre especies intimamente relacionadas.

34



8.2. CEBADORES DE UTILIDAD EN ANIMALES MARINOS

El proceso de amplificacion se ha optimizado mediante la utilizacién de cebadores
especificos para cada una de las especies marinas, pero cuanto mas universal sea el cebador a
utilizar para amplificar la region de un determinado gen, mayor nimero de taxas abarcara. No
obstante, la elevada variabilidad nucleotidica en la Regién Control y las diversas posiciones de
esta secuencia dentro del ADN mitocondrial en los diferentes rangos taxondmicos, dificulta la
existencia de cebadores "universales" para su amplificacion. Una primera estrategia es la
utilizacidon de cebadores que hayan mostrado su eficiencia en taxas relacionados. La segunda
aproximacion es la definicion del orden génico del taxdn implicado y el disefio de cebadores en

las zonas flanqueantes de la regidn control (Figura 7).

Figura7: Estrategia de amplificacion para la caracterizacion de la regidn control en Megabalanus azoricus, de

acuerdo a la secuencia del genoma mitocondrial de Megabalanus volcano (NC 006293).

La Tabla 2 recoge algunos de los pares de primers mas utilizados para amplificar las

distintas regiones de ADN en los distintos organismos marinos del proyecto que nos ocupa.

Region
Amplificada

Secuencia 5’ — 3’ (Cebadores)

Organismo
marino

Referencia

16Sa-5’ (CGCCTGTTTATCAAAAACAT) Moluscos y balumbi. 1998
16Sb-3’ (CCGGTCTGAACTCAGATCACGT) Crustdceos g
ARNr 165 Cirr-165-5F (CAACCTGGCTYACGCCGGTCT) L
. _ Quinteiro et al.,
Cirr-Val-3R Cirripedos 5007
(GCTGTTTAAGCATTTCATTTACACTGAAAAGG)
Invertebrados y
LCO1490 (GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G) algunas olmer et al. 194
HC02198 (TAA ACT TCA GGGTGA CCA AAA ATC A) especies de ”
peces
COL6 (TYT CHA CAA AYC ATA AAG AYA TYG G') Crustdceos
, Shubart., 2009
COHB6 (TAD ACT TCD GGR TGD CCA AAR AAY CA) decdpodos
Ccoxi
FishF2 (TCG ACT AAT CAT AAA GAT ATC GGC AC) Peces, tiburones | o
FishR2 (ACT TCA GGG TGA CCG AAG AAT CAG AA) y rayas N
PATCOX1F1 (CCTAGGRATATGRGCAGGTTTAGTAGG) Especies
PATCOX1R1 m;:‘,’; ;Zseséz’s SISMOL (USC), 2014
(TCAGTTAATARTATAGTAATTGCYCCRGCTA) Género Potellas
114725 (CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG) peces Paébo., 1990
H15149 (CCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA) Kocher et al., 1989
CytB
L15424 (ATCCCATTCCACCCATACTACTC) poces Edwards et al., 1992
L15573 (AATAGGAAGTATCATTCGGGTTTGATG) Taberlet et al., 1992
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CB2-H (CCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA)
CB1-L (ATCCAACATCTCAGCATGATGAAA)

Peces

Palumbi et al., 1991

CB6F (CTCCCTGCACCTTCAAACAT)
CB6R (GGAAGG TTAAAGCCCGTTGT)

Peces

Gaither et al., 2011

Dmac-CB-1F (TCCCCGCTCCCTCGAACATCT) Decapterus Bras. 2014
Dmac-CB-2R (CGCCGTTGGCGTGCATGTTTC) macarellus v
Dmac-CB-3F (CCTGCACGAAACGGGCTCGAA) Decapterus Bras.. 2014
Dmac-CB-4R (GGCGGGGGTGAAGTTGTCGG) macarellus ”

L15998 (TACCCCAAACTCCCAAAGCTA) poces Alvarado., 1994
CSBDH (TGAATTAGGAACCAGATGCCAG) Alvarado., 1995
Gra-125-1F (TCGGTAACTCCTTTCATGCAACT) Grapsus SISMOL (USC)
Gra-Gin-2R (AGAAATGGTGCGATTCCATTACG) adscensionis
ples-1251F (GCGAAGGATTAAGCAAGGATCAAACT) Plesionika SISMOL (USC)
ples-lle-3R (AGGCTTTCTCTCATAATTCGCCCTA) edwardsii
Scre F1 Pro (TCCACCTCTAGCTCCCAAAGCTA) Sparisoma SISMOL (USC)
Scre 3R CSB (CCCTGAAGTAGGAACCAAATGTCAGTA) cretense
Scre 4F CSB (GACATTTGGTTCCTACTTCAGGGACA) Sparisoma SISMOL (USC)
Region Scre R2 Phe (TCGGGACTTTTAAGGGTCCATCTTAAC) cretense
Control Maz0-125-1F (CTATCAAAGTAATCCTTTTGTCAGGCA) Megabalanus SISMOL (USQ)
Mazo-lle-2R (GATAACAACACGGACCTCAACGAT) azoricus

PCOR-1F (ATCTTTACTGAGCATAACCATGA) Pollicipes Quinteiro et al.,

PCOR-3R (CTAGTGAGTGGTGTAAAGGCAC) darwini 2007

PCOR-1F (ATCTTTACTGAGCATAACCATGA) Pollicipes Quinteiro et al.,

PCOR-2R (GGCAACGGTACCACTTTAGT) pollicipes 2007
L-Pro-1 (ACTCTCACCCCTAGCTCCCAAAG) Helicoenus | 0% elar &t &, 159
H-DL-C-1 (CCTGAAGTAGGAACCAGATGCCAG) dactylopterus 2005)
Dmac-CR-1F (GGTGCAGTAACCATCRCTCAGCAC) Decapterus Bras. 2014
Dmac-CR-2R (CCCCCACGATTTTTGTCCCTCACC) macarellus v

Tabla 2: Cebadores utilizados segun regiones ambplificadas en animales marinos.

8.3. CEBADORES DE UTILIDAD EN VEGETALES MARINOS

Algunos de los cebadores utilizados en vegetales marinos estan recogidos en la Tabla

3.

Region Secuencia 5°-3" (Cebadores) Organismos Referencia

amplificada marinos
ITS AB28 (GGGATCCGTTTCCGTAGGTGAACCTGC)
Microal Goff et al., 1994
TW81 (GGGATCCATATGCTTAAGTTCAGCGGGT) lcroalgas ofreta

ADNr1 .

8S 18Seuk-F (GTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTA) Microalgas Ferris et al, 2005

18Seuk-R (AGGGCAGGGACGTAATCAACG)

Tabla 3: Cebadores utilizados segtin regiones amplificadas en microalgas.
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8.4. REACTIVOS DE PCR

Existe una amplia disponibilidad comercial de reactivos de PCR, incluyendo enzimas y
tampones de reaccién y numerosos servicios de sintesis de cebadores. En cualquier caso, el
coctel de una reaccion de amplificacién siempre debe contener los siguientes componentes:

e Tampdn de amplificacion

e Solucién de MgCl,

e Mezcla de dinucleétidos (dNTPs)

e Cebador “forward”

e Cebador “reverse”

e Agua MiliQ autoclavada

e Enzima termoestable ADN Polimerasa (Taq)

El volumen total de reaccidon por muestra (coctel + ADN), puede oscilar entre los 15 y
los 25uL y varia en funcidon de la secuencia objeto de andlisis.

8.5. CONDICIONES DE PCR

Para un juego de cebadores, se definen las condiciones ideales de amplificacidon que
permite obtener un producto de PCR adecuado para la secuenciacion. Se definen tanto las
condiciones de reaccidon como el perfil térmico de la PCR.

Como ejemplo, en muestras de ADN de Megabalanus azoricus, la amplificacion se
realizé en un volumen de 12,5 pul de una mezcla constituida por 1,25 pul de Bufferx10 Promega,
2.5 mM de MgCl2, 200 uM de cada uno de los dNTPs, 0,2 uM de cada cebador, 0.025 unidades
de AmpliTaq Gold DNA polimerasa (Applied Biosystems) y 20-75ng de ADN aislado. La reaccidn
se llevé a cabo en un termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Applied Biosystems). Las
condiciones de amplificacidn consistieron en una etapa inicial de desnaturalizacion/activacién
enzimdtica a 94°C durante 12 minutos seguida de 35 ciclos, cada uno de los cuales consistié en
una desnaturalizacion a 94°C durante 20 segundos, fusiéon a 50°C durante 20 segundos vy
extension a 60°C durante 60 segundos y una etapa final de extension a 60°C en 5 minutos. En
todas las ocasiones fue llevada a cabo simultdneamente una reaccién de control negativo
conteniendo sdlo los reactivos, para verificar la ausencia de contaminacién por ADN extrafio.

8.6. PROTOCOLO DE AMPLIFICACION DE ADN

=  Comprobar que disponemos de todo el material y equipos necesarios para la
amplificacion.

EQUIPOS MATERIALES Y REACTIVOS
Micropipetas de 2, 10, 20 y 100uL Bata

Vortex Guantes de nitrilo
Microcentrifuga de sobremesa Planilla de amplificacion
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Termociclador Rotulador indeleble azul o negro

Placa de PCR
Rack para placa de PCR
Tubos de microcentrifuga de
1,5mL
Puntas para micropipetas
Gradilla tubos de 1,5mL
Hielo picado
Cubeta para hielo picado
Tampdn de reaccién
Agua MiliQ autoclavada
Disolucién de MgCl2
dNTPs
Cebadores (forward — reverse)
Polimerasa

Nota: Puntas para pipetas y tubos de microcentrifuga autoclavados.

Calcular las concentraciones del céctel de PCR vy anotarlas en la Planilla de
Amplificaciéon (ANEXO IV). Anotar también la distribucion de las muestras en la placa.
Poner un rack con una placa de PCR sobre hielo y pipetear el volumen de ADN que
corresponda en cada uno de los pocillos de la placa. Tapar y mantener refrigerado.
Preparar el "MIX" de PCR; para ello sacar del congelador los reactivos de la reaccion de
PCR a usar menos la Polimerasa.

Tomar un tubo de centrifuga de 1.5mL, poner sobre hielo y afadir los reactivos
procurando guardar el siguiente orden: Agua - tampdn de reaccidn - MgCl2 -
dinucledtidos - cebadores. Se prepara el volumen de MIX necesario en funcién del
numero de muestras de ADN, mas un control de ADN y un volumen extra para cubrir
los errores de pipeteo.

Nota: Homogeneizar mediante agitacion manual el tubo de MgCl, y el de dNTPs antes
de pipetear. Ademas procurar meter la punta de la pipeta lo menos posible en los
tubos que contienen los reactivos.

Sacar la polimerasa del congelador y afadir el volumen necesario en la mezcla
anterior. Puesto que la polimerasa se degrada con facilidad, se debe tomar una serie
de precauciones:

- Sacar del congelador justo en el momento de su utilizacién y una vez utilizada,
guardarla con la misma rapidez.

- Mantenerla en hielo durante su uso.

Agitar el MIX con un vortex.

Sacar la placa de PCR reservada en el congelador, darle un spin en la centrifuga y
anadir el volumen correspondiente del MIX en cada uno de los pocillos que contenga
ADN y en un pocillo sin ADN (control negativo).

Meter la placa en la centrifuga y darle un spin. La placa queda lista para introducir en
el termociclador (ANEXO V) y amplificar.
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8.7. VERIFICACION PCR

El producto de PCR es verificado mediante la carga de una alicuota de la reaccién en un
gel de agarosa al 2-2,5 % y observado posteriormente con un transiluminador UV. Se
comprueba el tamafio esperado, su intensidad, la ausencia de amplificaciones inespecificas, la
ausencia de dimeros de cebadores y la ausencia de sefial en las reacciones utilizadas como
control negativo (sin ADN molde). Posteriormente se guarda una imagen del gel y se edita con
los codigos de individuo correspondientes a cada una de las bandas (Figura 8).

A:Vacio

B: Escalera

C: MSURDO6CC A BICED GERREmG a H LA K el
D: PACAO29CC

E: PERYO11CC

F: PPAGO0O8CC

G: DGIBOO1CC

H: DSAROO8CC

I: MSUROO7CC

J: PACAO30CC

K:Vacio

L: Vacio NOPQRSTUVW

M:Vacio
N:Escalera
N:PERYO12CC
0O: PPAGO0SCC
P: DGIBOO2CC
Q: DSAR009CC
R: MSURROO8CC
5:PERY001CC
T: PAUROO1CC
U: PPAGO10CC
V: Vacio
W: Vacio
Fuente: BioMol

Figura 8: Ejemplo de visualizacion de productos de PCR en forma de bandas, de un
fragmento del gen CO1 en varias especies de teledsteos.
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9. SECUENCIACION DE PRODUCTOS DE PCR

9.1. PURIFICACION

Una vez verificada la obtencién del producto de PCR, cualquier resto de nucledtidos no
consumidos y/o cebadores remanentes en el producto de PCR debe ser eliminado, ya que
pueden interferir en la posterior reaccidén de secuenciacién.

9.1.1. Protocolo de purificaciéon enzimatica de los productos de PCR

ExoSAP-IT (Amersham-Biosciences) es un producto que utiliza dos enzimas hidroliticas,
Exonucleasa | y Fosfatasa Alcalina para eliminar esos restos no deseados y preparar el
producto de PCR para el siguiente paso. A pesar de que el protocolo comercial indica
volumenes mayores, las siguientes indicaciones han dado resultados satisfactorios
reduciéndolos en gran medida. Se procede del siguiente modo:

- Comprobar que disponemos de todo el material y equipos necesarios.

EQUIPOS MATERIALES Y REACTIVOS
Termociclador Bata
Micropipetas de 10 y 2ulL Guantes de nitrilo

Planilla de purificacion de PCR
Hielo picado o placas de hielo
Puntas para micropipeta
Gradillas para placas de PCR
Placa de PCR
Rack para placa de PCR
USB® ExoSAP-IT® PCR Product
cleanup (Affymetrix)

Nota: Puntas para pipetas y tubos de microcentrifuga autoclavados.

- Anotar los datos requeridos en la planilla de Purificacion de PCR (ANEXO 1V).

- Rotular una placa nueva de PCR con la fecha, el tipo de organimos, el gen a
amplificar y la palabra EXOSAP. Poner la placa en frio y dispensar 5ulL de producto
de PCR en cada pocillo.

- Sacar una alicuota de ExoSAP-IT del congelador y afiadir 1uL a cada muestra.
Mantener el ExoSAP-IT en hielo durante todo el proceso.

- Poner en marcha el termociclador e incubar la placa a 37°C durante 30 minutos,
seguido de un paso final de 15 minutos a 80°C.

- Conservar en frio a -20°C.
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9.2. REACCION DE SECUENCIACION

Una vez purificado el producto de PCR, se lleva a cabo la reaccidn de secuenciacion en
la que las bases nucleotidicas de las secuencias amplificadas, quedan marcadas con
fluorescencia para poder ser detectadas en el secuenciador. Para ello el kit comercial BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) ofrece resultados satisfactorios. A
pesar de que el fabricante indica un protocolo a seguir con unos voliumenes especificos que
aseguran el correcto funcionamiento de los reactivos, la modificaciéon de los protocolos del
fabricante ha ofrecido resultados satisfactorios, consiguiendo reducir drdsticamente el
volumen del Big Dye.

9.2.1. Protocolo Reaccidn de Secuenciacién
- Comprobar que disponemos de todo el material y equipos necesarios.

EQUIPOS MATERIALES Y REACTIVOS
Micropipetas de 2 y 10uL Bata

Vortex Guantes de nitrilo
Microcentrifuga de sobremesa Planilla de Reaccion de
Termociclador Secuenciacion

Hielo picado o placas de hielo

Tubos de microcentrifuga de

1.5mL

Puntas para micropipetas

Placa de PCR

Rack para placa de PCR

Tapa de silicona para placa de

PCR

BigDye Terminator v3.1 Cycle

Sequencing Kit (Applied

Biosystems)

Agua MiliQ autoclavada
Nota: Puntas para pipetas y tubos de microcentrifuga autoclavados.

- Anotar todos los datos requeridos en la Planilla de Reaccién de Secuenciacion
(ANEXO V).

- Rotular una placa nueva de PCR con la fecha, el tipo de organimos, el gen
amplificado previamente y las palabras "Reaccién de Secuenciacion".

- Enun tubo de microcentrifuga de 1.5mL mezclar los componentes necesarios para
cada reaccion de secuenciacion (Tabla 4). Preparar el mix con un volumen de mas
para compensar las pérdidas durante el pipeteo.



REACTIVO VOLUMEN (pL)

Big DyeMix 0,5
Mix de reaccion Buffer de
. 1,75
Secuenciacion

ADN molde 2

Primer (3,2uM) 1
Agua MiliQ autoclavada 4,75
Volumen Total de Reaccion 10

Tabla 4: Mix de reaccion de secuenciacion.

Nota: En funcién del tamafio esperado de la secuencia problema, la casa comercial
recomienda una cantidad determinada de ADN molde a usar de un producto de PCR
(Tabla 5).

Producto de PCR molde (pb) Cantidad (ng)
100-200 1-3
200-500 3-10
500-1000 5-20
1000-2000 10-40
>2000 40-100

Tabla 5: Cantidad de ADN molde a usar en funcidn del tamafio esperado de la secuencia problema.

- Darle un Vdrtex al Mix preparado anteriormente, seguido de un pulso en la
centrifuga.

- Poner la placa previamente rotulada sobre frio y afiadir 8uL de Mix a cada uno de
los pocillos.

- Dispensar 2uL de ADN purificado con ExoSap-IT en cada pocillo que contenga el
mix. Cubrir con una tapa de silicona para placas y llevar al termociclador.

- Programar el ciclo de secuenciacién en el termociclador tal como sigue:

96°C > 1 minuto
96°C > 15 segundos
x 35 ciclos ;
50°C > 15 segundos 3 horas 5 minutos

60°C 2> 4 segundos




Nota: Lo mas recomendable es crear un programa especifico con el perfil térmico de la
reaccién de secuenciacién y guardarlo con el nombre de "Reaccién de Secuenciacién",
de tal modo que se pueda acceder directamente a este programa cada vez que se siga

este protocolo.

- Almacenar la placa con la reaccidn de secuenciacién a -20°C.

9.3. PURIFICACION DE LA REACCION DE SECUENCIACION

La purificacion del producto obtenido en la reaccién de secuenciacidon, puede
realizarse utilizando el kit comercial BigDye XTerminator Purification Kit (Applied Biosystems)
el cual es simple, rapido y con un dptimo rendimiento. El protocolo de la casa comercial

consiste en mezclar los reactivos XTerminator y SAM suministrados por el kit, guardando unas

proporciones adecuadas entre si, proporcionadas también por la casa comercial en funcién del
volumen total cargado en la placa que va a ser usado posteriormente en la secuenciacién.
secuenciador automatico ABI3500 (Applied Biosystems), en el que sélo pueden cargarse placas
de 96 muestras y el volumen total de producto de la reaccién de secuenciacién usado hasta el

momento de 10 uL (tabla 6).

Tipo de placa y volumen de Volumen Volumen
reaccién/pocillo XTerminator™/pocillo (pL) SAM™/pocillo (uL)
384 pocillos/5uL 5 22.5
96 pocillos/10puL 10 45
96 pocillos/20uL 20 90

Tabla 6: Volumenes de reactivos a utilizar segun tamafio de placa y volumen de ADN.

9.3.1. Protocolo Purificacion de la Reaccion de Secuenciacion

- Comprobar que disponemos de todo el material y equipos necesarios.

EQUIPOS

MATERIALES Y REACTIVOS

Micropipetas de 10 y 100uL
Microcentrifuga de sobremesa
Bloque térmico

Bata

Guantes de nitrilo

Puntas para micropipetas

Hielo picado o placas de hielo
Rack para placa de PCR

BigDye XTerminator Purification
Kit (Applied Biosystems)

Nota: Puntas para pipetas y tubos de microcentrifuga autoclavados.
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- Poner la placa de reaccién de secuenciacion en frio y afiadir 10uL de XTerminator y
45uL de de SAM siguiendo el Método 1 o el Método 2 (Esquema 3). La mezcla de
estos dos reactivos puede realizarse previamente (PREMIX), o directamente en la
placa de purificacién de la reacciéon de secuenciacién. En caso de hacer una
premezcla, se multiplican los volimenes de cada reactivo por el nimero de
muestras a secuenciar, mas algunas extra debido al error de pipeteo. Tanto si se
sigue el Método 1 como el Método 2, se deben pipetear los reactivos de arriba
hacia abajo en el sentido de las flechas amarillas y de izquierda a derecha en el
sentido de la flecha roja (Esquema 3). Tener la precaucion de no dejar libre ningin
pocillo en una misma columna.

METODO 1

10pL producto reaccién de

secuenciacion/ pocillo + 10pL XTerminator/pocillo +45uL SAM/pocillo

|
i

0000000 0E

OOCK

Slolerelslse e -
000

Slolelelslse e

XTerminator
Vortex 15
14.000rpm

00000000,
QOQOQ0

LUUUOOO0CE
Sisfsisislerse -
QQOC0

METODO 2

10pL producto reaccién de

XTerminator
Vortex 15”°
14.000rpm

secuenciacién/ pocillo

= 55uL PREMIX J

10uL 45ulL
XTerminator + SAM

Esquema 3: Protocolo para la purificacion de la reaccion de secuenciacion. Aunque la placa conste de 96 pocillos, las
premezclas se hacen en funcién de la capacidad del microtubo en el que se vaya a preparar el PREMIX. De este
modo, para un tubo de 1.5mL se preparara una premezcla para aproximadamente 24 muestras.

Nota: La solucidon XTerminator necesita estar muy bien mezclada, ya sea cuando se hace la
premezcla, como cuando se pipetean ambos directamente en cada muestra. Ademas para un
correcto funcionamiento, la casa comercial indica el uso de puntas con boca mas ancha debido
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al tamafiio de las particulas de esta solucién. No obstante, la experiencia con puntas de pipetas
de 1.000pL ha sido buena hasta la fecha.

- Una vez la placa esté completa con los reactivos y el producto de la reaccion de
secuenciacién en cada pocillo, sellar la placa y colocarla en el bloque térmico a
velocidad elevada (usamos la Thermo finemixer, FinrPCRSh 2000-DX en la posicion
7), a temperatura ambiente durante 30 minutos.

- Centrifugar a 2.000 xg durante 2 minutos.

- Conservar a-20°C.

9.4. SECUENCIACION

Actualmente, el laboratorio BioMol realiza el proceso de secuenciacion en el
Analizador Genético ABI3500 (Applied Biosystems), entendiéndose como tal al proceso de
lectura de bases de nucleétidos de una molécula de ADN. Este Instrumento es un sistema de
anadlisis de ADN basado en fluorescencia, que utiliza la tecnologia de electroforesis capilar
(Figura 9). Este proceso consiste en la inyeccion electrocinética de las moléculas de ADN en
capilares llenos de polimero usando un bajo voltaje durante unos pocos segundos. Luego, la
aplicacion de un campo eléctrico de alta tensidn tirara del ADN a través del polimero e ira
migrando a lo largo del capilar y haciendo que los nucledtidos de las secuencias de ADN se
ordenen y se detectan por fluorescencia mediante un sistema de laser. No obstante, antes de
inyectar las muestras, el instrumento prepara los capilares bombeando solucién del polimero
por alta presién a través de la bomba de suministro de polimero hasta la cubeta de agua
destilada del Contenedor de Tampdn Catidnico (CTC). Este procedimiento también elimina
posibles restos remanentes de la carrera anterior y establece las condiciones fisico-quimicas
del medio electroforético para su correcto funcionamiento.

TGATTCATC

—_—
Migracion de
& Detector de
f t de ADN !
regmentos.ce fluorescencia
Laser -
Muestra/ E
5 Buffer Buffer
- +

Fuente: Wikimedia Commons

Figura 9: Esquema de electroforesis capilar.

La discriminacidon de cada nucledtido de la secuencia de ADN (A, T, G, C) se consigue
debido a que cada uno de ellos estd marcado con un fluorocromo particular (FAM: azul, HEX:
verde, NED: amarillo, ROX: rojo), cuya fluorescencia es detectada por la célula de deteccién del
secuenciador. Luego, esta sefial cromatografica serd analizada, en base a una matriz interna
del sistema, por el paquete informatico que monitorea el proceso de secuenciacion y que va
realizando una transduccion a tiempo real de cada base nucleotidica y que, al finalizar el
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proceso resulta en la secuencia completa de ADN. Ademas de los procesos que se producen en
una secuenciacién capilar, los aparatos necesarios para llevar a cabo una secuenciacion
completa son: un Analizador Genético o secuenciador donde llevar a cabo la parte quimica y
fisica del proceso (Figura 10) y un ordenador conectado al secuenciador que funciona a modo
de transductor, capaz de transformar la informacion luminica suministrada por el secuenciador
en informacién nucleotidica. Asi, en la Tabla 7 se detallan las partes fundamentales y el
funcionamiento del Analizador Genético ABI3500 y del DATA COLLECTION software (Applied
Biosystems) usados en el laboratorio BIOMOL.

1. Puerta interna del horno

2. Estructura del conjunto de capilares
3. Bloque calentador de la célula de deteccion

4. Reservorio de condensacidn del horno

5. Placa

6. Contenedor del Tampon Catidnico (CTC)
7. Bandeja de carga

8. Mecanismo de cierre del cabezal de los capilares
— 9. Bomba de liberacién de polimero
10. Contenedor que captura agua residual

M __ 11. Palanca para instalar y quitar el saco de polimero

— 12. saco de polimero
13. Chequeador de la valvula de ajuste

14. Contenedor del Tampon Anidnico (CTA)

15. Clavija de la vélvula del tampan

Figura 10: A) Vista frontal del secuenciador ABI3500 B) Componentes internos del Instrumento

Parte del Instrumento Funcidn

Protege las partes mas importantes del instrumento: el conjunto de capilares y el

1. Puerta del horno , iy
bloque calentador de la célula de deteccidn.

Permite la separacién de los fragmentos de ADN marcados con fluorescencia

2. Conjunto de capilares . . . A
! P mediante electroforesis. Es una unidad reemplazable compuesta por 8 capilares de

50 cm.
3. Bloque calentador de la Mantiene la célula de deteccion en su lugar para la deteccidn de laser y mantiene
célula de deteccién la temperatura de la célula de deteccién a 50 ° C.

4. Reservorio de
condensacion del horno

5. Placa

Recolecta la condensacién del horno.

La placa que contiene las muestras a analizar durante 1 carrera. Esta placa debe
-~ introducirse en una estructura formada por dos partes (superior e inferior) que se
ensamblan para retenerla y que no se mueva en su interior durante la carrera.

J
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6. Contenedor de Tampdn
Catidnico (CTC)

7. Bandeja de carga

8. Horno

9. Bloque de la bomba

11. Contenedor de tampodn
anidnico (CTA)

El CTC contiene el tampdn para llevar a cabo las electroforesis en el instrumento. El
CTC estd formado por dos cubetas, una de ellas con 24 agujeros que contiene el
tampon de electroforesis. La otra, con 48 agujeros mas pequefios, suministra el
liqguido que mantiene la funcion de lavado de residuos, enjuagando las puntas de
los capilares y recogiendo los residuos entre las inyecciones después de cargar las
muestras de la placa. Contiene etiqueta de identificacion por radiofrecuencia, por
lo que lleva un control de caducidad automatico. A pesar de que la casa comercial
aconseja su uso con un rendimiento éptimo hasta 120 inyecciones, en el
laboratorio BIOMOL se han superado este nimero de inyecciones manteniendo la
calidad de los resultados. Almacenar entre 2°Cy 8°C.

Sustenta las placas de muestra y el CTC y se mueve para alinear las placas y el CTC
con los capilares.

Mantiene una temperatura uniforme de 60°C en el conjunto de capilares.

Incluye: 8. Mecanismo de cierre del cabezal de los capilares, 9. Bomba de
liberacion de polimeros, 10. Contenedor de agua residual, 11. Palanca para instalar
y quitar el saco del polimero, 12. Saco de polimero, 13. Chequeador de la valvula
de ajuste, 15. Clavija de la valvula del tampodn.

El polimero es el medio a través del cual migran los fragmentos de ADN en el
interior del capilar. El ABI3500 estd preparado para utilizar varios tipos de
polimero, no obstante, en el laboratorio BIOMOL se ha utilizado siempre el pop7™
(Applied Biosystems) por su &ptimo rendimiento. Contiene etiqueta de
identificacién por radiofrecuencia, por lo que lleva un control de caducidad
automatico. Almacenar entre 2°C y 8°C.

El CTA es una cubeta que contiene el tampdn para llevar a cabo las electroforesis
en el instrumento. Contiene etiqueta de identificacion por radiofrecuencia, por lo
que lleva un control de caducidad automatico. A pesar de que la casa comercial
aconseja su uso con un rendimiento Optimo hasta 120 inyecciones, en el
laboratorio BIOMOL se han superado este nimero de inyecciones manteniendo la
calidad de los resultados. AlImacenar entre 2°C y 8°C.

Tabla 7: Partes del Analizador Genético ABI3500 y su funcion.

El DATA COLLECTION software (Applied Biosystems), es el programa informatico que

interactda con el Instrumento y permite, durante la carrera:

— Controlar el Instrumento y generar archivos de datos de las muestras: .ab1l, .fsa

— Realizar analisis primario y presentar informes que evaltan la calidad de los datos.

— Realizar analisis secundario (auto-analisis) con las siguientes aplicaciones de software de

Applied Biosystems (Opcional): Secuenciacién - SeqScape® Software v2.7, Fragmentos

GeneMapper® Software v4.1.

Cuando se abre el software, aparece directamente el Panel principal (Dashboard), el cual

proporciona acceso rapido a la informacién y las tareas necesarias para configurar y ejecutar. A

continuacién se definen cada una de sus partes principales, ilustradas ademas en la Figura 11:
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Figura 11: Panel principal (Dashboard) del DATA COLLECTION.

Barra de mendus: Permite acceder a todas las demas partes del software. La barra
de menu se muestra en todas las pantallas.

Operaciones comunes: Le permite arranque rapido (cargar una placa que esta
configurada), crear o editar placas, ver resultados, y tener acceso al flujo de
trabajo de mantenimiento.

Vista rdpida: Permite visualizar los indicadores que muestran el uso restante de los
consumibles y da el estatus de condiciones instrumentales. El uso de consumibles
se sigue automaticamente por la identificacién de radio-frequencia (RFID).
Informacion de los consumibles: Proporciona detalles de los consumibles
instalados e indica en rojo si algin consumible esta a punto de expirar basado en
etiquetas RFID. Los contenedores consumibles incluyen frecuencia de
identificacion de infrarrojos que identifican el consumible y permiten al software
monitorear el nimero de carreras o dias restantes, el nimero de dias en el
instrumento, la fecha de vencimiento, nimero de lote y nimeros de pieza.
Notificaciones de mantenimiento: Enumera las tareas de mantenimiento
programadas.

El secuenciador ABI3500 es totalmente automatico, desde la carga de las muestras en

los capilares hasta el analisis primario de los electroferogramas obtenidos. No obstante, antes
de iniciar una carrera en el secuenciador debe verificarse la disponibilidad de todos los
materiales y reactivos consumibles necesarios para llevarla a cabo. Una vez chequeado todo el

material se seguird el protocolo de trabajo que se realiza en el laboratorio BioMol, adaptado

de las indicaciones sugeridas por la casa comercial y que, segun la experiencia acumulada, se
ha dividido en 5 pasos:

Encender el ordenador e introducir el nombre de usuario y la contrasefia.
Preparar el instrumento asi como sus partes y reactivos consumibles.

Notificaciones de mantenimiento
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- Configurar el 3500 Data Collection Software v1.0 para correr una placa con
muestras.

- Monitorear la carrera a tiempo real y observar los resultados obtenidos.

- Finalizar la carrera, evaluar los resultados obtenidos. Apagar el ABI3500 y el
ordenador.

A continuacidn se detalla cada uno de ellos:
1. Encender el ordenador e introducir el nombre de usuario y la contraseiia.

Lo primero que se debe hacer es encender el ordenador conectado al Analizador Genético
ABI3500 (Applied Biosystems); entrar a través del usuario 3500-ADMIN introduciendo la
contrasefia. Una vez dentro podemos dejar de lado el ordenador, de momento, para
centrarnos en el ABI3500.

2. Preparar el instrumento asi como sus partes y reactivos consumibles.

Una vez encendido el ordenador, apretar el botén de encendido situado en la parte inferior
izquierda en el frente del instrumento (Figura 12).

Boton de encendido Boton de encendido luz
equipo TRAY interior

Pilotos o indicadores de color

Figura 12: Frente del secuenciador ABI3500, debajo de la puerta donde se
observan diferentes botones e indicadores.

Seguido a su derecha, hay 3 pilotos o indicadores que emiten color que informan sobre el
estado del instrumento. En funcionamiento cuando el indicador emite una luz verde y en
naranja cuando se encuentra en espera, no debiendo abrir nunca la puerta en este estado. A
continuacion, el agujero de reseteado y el botéon menor TRAY. Este ultimo debe pulsarse
siempre antes de abrir la puerta de la cabina de secuenciacién. Al otro extremo, el botdn
rectangular de encendido de una luz situada en el interior de la cabina de secuenciacion
(Figura 12).

Una vez el secuenciador esté en funcionamiento y antes de abrir el software, se necesita tener
el secuenciador preparado para su uso. Esto implica colocar algunas de sus partes y reactivos
consumibles a utilizar durante la carrera.

R/

% Sustituir el CTA del interior del secuenciador:
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- Sacar el CTA del frigorifico donde esta almacenado y dejar
atemperar antes de colocarlo en su posicion en el ABI3500.

- Antes de retirar la tapa plastica del CTA, verificar que todo el
tampon estd en el reservorio grande. Si no lo estuviera,
inclinar levemente el CTA y hacer el trasvase del tampdn
como ilustra la figura de la derecha y confirmar que el nivel
del tampdn estd en o por encima del nivel de llenado.
ATENCION: No usar si el nivel es demasiado bajo (tolerancia
+ 1mm).

- Despegar la tapa plastica del CTA y a continuacidn colocarlo
en su posicién en el ABI3500, debajo de la bomba. Para ello
debemos apretar primero el botdn "TRAY" y abrir la puerta
del equipo. Para colocarlo, la etiqueta de identificacién por
radiofrecuencia debera mirar hacia el interior del
instrumento y las lenglietas deben encajarse con un
movimiento hacia atras.

+»+ Sustituir el CTC de la bandeja de carga del secuenciador.

- Sacar el CTC del frigorifico donde esta almacenado y dejar
atemperar antes de colocarlo en su posicién en el ABI3500.
Retirar la bolsa plastica y confirmar que el nivel del tampdn
estad en o por encima del nivel de llenado. ATENCION: No
usar si el nivel es demasiado bajo (tolerancia + 0.5 mm).

- Retirar la tapa plastica del CTC. Limpiar el tampdn que haya
podido quedar en la parte superior del CTC con un pafio que
no suelte pelusa y confirmar que la parte superior del
recipiente esta seca.

- Insertar las 2 tapas grises de goma en la parte superior del
CTC. Cada una acoplada a los agujeros de cada reservorio,
como muestra la figura. Luego, instalar correctamente el
CTC en su posicion sobre la bandeja de carga. Para ello, la
lenglieta que tiene el CTC quedard mirando al usuario y
debera oirse un "click" una vez se han enganchado a las
ranuras que fijan el CTC.

++» Colocar el polimero (POP7)

Sacar el POP7 del frigorifico donde estd almacenado y dejar
atemperar antes de colocarlo en su posicion en el ABI3500. Luego,
retirar el POP7 antiguo de su posicion y limpiar la ranura del equipo
con un trozo de papel y agua destilada; de este modo se eliminan las
sales que hayan podido cristalizar. Luego, tomar el POP7 que se vaya a
utilizar y colocar la boca del mismo en la ranura de la estructura
conectada a la palanca de plastico que hay a la derecha.
Seguidamente, empujar la palanca hacia arriba hasta que el conector
de la bomba del instrumento se ha introducido en el polimero.

50



Una vez se han colocado los consumibles en el equipo, se cierra la puerta y se espera a
que el piloto de encendido se ponga de color verde. De este modo, el usuario ya estara
preparado para poder trabajar con el equipo desde el ordenador. Los pasos a seguir se
explican a continuacién.

¢+ Configuracion del 3500 Data Collection Software v1.0 para correr una placa.
- Lo primero que debe revisarse es el icono de
estado, en la parte inferior derecha de la pantalla, Q R R 2:45 PM
el cual muestra cuando el monitor del servidor -
3500 estd activado. Tardard unos 2 minutos .
aproximadamente en configurarse. Podemos Qr): ® 2:45FM

verificarlo debido a la transformacion del icono, el

cual pasara de un circulo rojo con una X en su

centro (indicando que NO todos los servicios del

Figura 13: Icono de estado.

3500 estan activos) a un reloj de arena para pasar

finalmente a un V, indicando que todos los

servicios del secuenciador estan activados (Figura
13).

Nota: No cerrar este icono. Si ocurre, impedird el correcto funcionamiento del programa.

AR deied Una vez se tengan los servicios del secuenciador

activados, abrir el 3500 Data Collection Software

4(;7./\ gf?ﬁf:;;:fm_,, v1.0 (Applied Biosystems), cuyo icono se encuentra

f}/ : en la parte inferior izquierda del monitor ( E). A
=N

continuacién se abrira el programa y aparecerd la

Tee e ea. .
Launchinghe 35000

ventana de presentacion del mismo (Figura 14).

Figura 14: Ventana de presentacion
del 3500 Data Collection Software
v1.0 (Applied Biosystems).

- A continuacioén, se abrird automaticamente el Panel Principal (Dashboard), donde
se revisa el estado de los reactivos consumibles que hay colocados en el
instrumento a través de las ventanas Quick View o Consumables Information, en
las que se puede confirmar:

e Lafecha de caducidad o nimero de muestras que restan por consumir.
e Los niveles de los tampones (CTC y CTA): Se encuentran en la linea de
llenado de cada contenedor.

«* Poner la temperatura del horno adecuada segun el polimero, clicando el botén Start Pre-
heat. En el laboratorio BioMol se usa el POP7, por lo que se fija la temperatura a 60°C, que
es la indicada para este polimero por la casa comercial.

+»+ Verificar que no haya burbujas de aire en los canales de la bomba de liberacién de
polimero. Si se diera el caso, clicar en el botén Mantain Instrument (Figura 15) en



Operaciones comunes dentro del panel principal y activar las ayudas Maintenance Wizards
situadas en el panel izquierdo del monitor.

Una vez abierta la ayuda, seleccionar la opcion Remove Bubbles para eliminar burbujas de
los canales de la bomba y seguir los pasos indicados por el programa (Figura 16).

9 Maintenance

Which maintenance task would you like to perform?

Catibrate

Install ““

Capillary

INSTALL a capillary array FILL the array with fresh polymer

o Polymer

Spectral

n Performance Check

Sequencing Install Standard
Remove Replenish

Bubbles REMOVE bubhbles from the polymer purmp Polymer REPLENISH the polymer installed on the instrument
Fragment Install Standard

HID Install Standard

CHANGE the type of polymer installed on the instrument

\WASH the pump chamber and channels e e

™ Planned Mairtenance

Motifications Log
Service Log

Schedule SHUTDOWN the instrument

Tnstrument

.

Main Work fiow

Figura 16: Ventanas activas que se deben activar para eliminar burbujas de los canales de la bomba de liberacion
de polimero utilizando la ayuda del software Maintenance Wizards y Remove bubbles.

+«* Introducir la informacion de la placa que se va a secuenciar. Para ello, se cliquea en el botén
Create New Plate (Figura G) en la ventana Common Operations situada en el Panel
Principal.

Cammeon Operations

= v

Quick Start Create Create Plate Edit Existing
Run Mew Plate from Template Plate

View Maintain
Run Results Instrument

Figura 15: Ventana de operaciones comunes donde se accede al botén para crear una placa nueva.

Esta accion se refiere a la informacidén que debe proporcionarse a cada placa que se carga en
el secuenciador, cuyas muestras seran secuenciadas. Asi, cada placa sera caracterizada a
través del software en seis pasos:

1. Una vez se ha clicado el botdn Create New Plate, aparecera una ventana donde se
definen las propiedades de la placa (Figura 17). una vez rellenado cada campo, clicar
Assign Plate Contents.
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[ Mew Plate v [E* OpenPlate v f SavePlate v [l Close Plate | [I] Start

Plate Details

(7]
*Mame: Enter plate name 1 Owner:
* Mumber of Wells: @ 96 () 96-FastTube () 384 2 Barcade:
* Capillary Length: am 4 escription:

— 5 !

* Secondary Analysis [l Perform Auto-Analysis @

* Saftware Type:
Software Lacation:
* Username:
* Password:
1. Nombre: nombre de la placa 4. Longitud de los capilares: 50 cm
2. N2 de pocillos: 96 (siempre) 5. Polimero: POP-7
3. Tipo de placa: Secuenciacién y/o fragmentos 6. Texto opcional: Propietario, Cédigo de

barras, Descripcion.

Figura 17: Descripcion de las propiedades de la nueva placa.

2. Anotar los cddigos o nombres de las muestras. El programa tiene por defecto una
plantilla de placa de 96 celdas, en las que anotaremos sus cédigos (Figura 18).

LD o Plate = LF OpenPlabe = (2 e Plabe = (08 Close Plate | (B bwpost (B lapont | 0 Fnd Replace [ Verw Plate G Repart [y Prst =
HF Tabile Vers

B Shrw lnWelli = [=] Select'Welli = Aiviy Sebectan f ¥ Bow = Cobumn | [ Ioemin Bl ZoemOn B @

I ] i I ] & ] 1 ] ] " [¥]

1 / E E \

; n iéHErLunwL PHULOOSVT  LMUC001CC
: 1 > B iPHLI-LI.'IIJE'u'L PHULOLIYT CTRUDDLCC
o c iPHuwnwL PHULOLIVT  CTRU002CC
" b |PHULOOSNT  PHULOLIVT  CTRUDD3CC

¢ |PHULOOSVT  URONOO2CC  CTRUDDICC

E Seguning
Mo PLACA_ 15 CO8_TELEQSTECTS, LL#4 2415

Figura 18: Plantilla donde se anotan los cédigos de las muestras contenidas en la placa a secuenciar.

3. Una vez nombradas las celdas de la placa, se selecciona el protocolo de carrera
apropiado mediante el recuadro Assays. El protocolo escogido debe ser el mismo para
cada inyeccion, es decir, una carrera de una columna completa u 8 muestras. No
obstante, el protocolo puede ser diferente entre las sucesivas inyecciones para la
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misma placa. Segun la longitud de la secuencia, los reactivos quimicos utilizados en la
reaccion, asi como el polimero variaran. En el laboratorio BioMol, se utiliza BigDye
Terminator v3.1 (Applied Biosystems) para la reaccién de secuenciacion y BigDye X-
TERMINATOR Purification Kit (Applied Biosystems) para su purificacion, ademas del
polimero POP-7 (Applied Biosystems), por lo que activaremos alguno de los protocolos
que contengan las siglas BDX y POP7 en su nombre. El tiempo de carrera (short, rapid,
fast o standard) esta determinado por la longitud de la secuencia problema. En la Tabla
8 se muestran los protocolos cominmente usados en el laboratorio BioMol.

. . . Tiempo . Longitud
Tipo de Médulo & Tipo de carn:ra/ Rendimient Iecfura
Nombre de Médulo polimero . o 23horas L ek
(minutos) continua
Rapid sequencing BigDye® XTerminator™ TV < S S
RapidSeq_BDX_50_POP7 ol = =280 =500
Fast sequencing BigDye® XTerminator™ ™
- < > >
FastSeq_BDX_50_POP7 POP-7 <65 2168 2700
Standard sequencing BigDye® XTerminator™ ™
5 < > >
StdSeq_BDX_50_POP7 POl il = ——
ing BigDve® . ™
Short read sequencing BigDye® XTerminator pOp-7™ <30 >368 >300

ShortReadSeq_BDX_POP7

* Numero de muestras secuenciadas en 23 horas (teniendo en cuenta 0.5 horas para la interaccion
del usuario y 0.5 horas para el calentamiento a 602C del horno).

** Nimero maximo de bases contiguas de la secuencia analizada.

Tabla 8: Protocolos de Secuenciacion.

La eleccién del/los protocolo/s se realiza mediante el botdn Add from Library (en caso
de usar un protocolo registrado previamente) o Create New Assay. Luego, con el
boton derecho del ratdn, se seleccionan las columnas deseadas (Figura 19.A) y a
continuacién con un "tip" el protocolo que se le quiera asignar a las mismas (Figura
19.B). Lo mismo ahora con el resto de columnas o carreras.
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Figura 19: A) Para seleccionar las casillas, se aprieta el boton derecho y se arrastra seleccionando las columnas a las que
se les desea asignar un protocolo determinado. B) Una vez seleccionadas las columnas, se les asigna el protocolo deseado
con un tip. C) Para activar archivo de salida de informacidn, se selecciona File Name Conventions y se siguen los mismos
pasos que con Assays. D) Para seleccionar la carpeta donde se guardardn las secuencias, se marca la opcion Results

Groups. E) Una vez se coloca la placa en su posicion dentro del equipo, se procede a su vinculacién con la informacion
introducida previamente.

Por tanto, por orden de ejecucion se realizaran las siguientes acciones:

I. Activar los mddulos/protocolos necesarios.
Il. Seleccionar las muestras correspondientes al
modulo activado.
lll. Ligar estas muestras al médulo clicando como
muestra la imagen.
IV. Repetir pasos Il y lll para cada mdédulo.

4. Seleccionar File Name Conventions (“nombre archivo”.abl) de salida de cada muestra, que
ha sido disefiado previamente (Figura 19.C). Para ello, se despliegan las opciones que aparecen
en una nueva ventana y selecciona la mas indicada o creamos una nueva si fuera el caso. Si no
se activa esta informacién, el equipo activara la informacién nombre de muestra_posicion
pocillo por defecto a cada muestra.
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5. Seleccionar la carpeta donde el software guarda los archivos de secuencias resultantes de
cada muestra (Figura 19.D). Para ello, desplegamos las opciones que apareceran en una nueva
ventana y seleccionamos la mas indicada é creamos una nueva si fuera el caso.

Nota: Antes de iniciar el siguiente paso, hay que
cerciorarse de que no hayan burbujas de aire en la
dilucion de cada pocillo, como muestra la imagen al lado.

6. Ligar la configuracion completa de la nueva placa creada, a una de las
2 posiciones (A o B) de carga de la placa que se colocara en la bandeja de
carga. Para ello, primero se prepara la placa poniéndole una tapa
plastica gris y acoplandola a la carcasa, siguiendo la imagen. Luego se
aprieta el botén TRAY SIEMPRE antes de abrir la puerta del equipo y
esperar hasta que la bandeja de carga quede en su posiciéon y el

indicador luminoso de encendido vuelva al color verde. Colocar la placa
y cerrar la puerta del Instrumento. A continuacidén se vincula la placa
clicando en el botén Link Plate for Run (Figura 19.E).

Finalmente aparecera una nueva ventana en la que se debe seleccionar la posicién (A o B)
donde se cargé la placa en la bandeja de carga y clicar Start run. Una vez hecho esto, la placa
estara ligada y el software realizard un chequeo de los consumibles a través de la etiqueta de
identificacion por radiofrecuencia que posee cada uno de ellos. Por lo tanto, debemos esperar
gue todo esté correcto y que aparezca la pantalla de monitoreo de la secuenciacion.

Si alglin consumible estuviera caducado y/o el nimero maximo de muestras o carreras haya
sido superado, no se iniciara la carrera hasta que la incidencia haya sido solventada. Por lo
tanto, se debe chequear la ventana de aviso en la que se puede leer cudl ha sido la causa de
dicha incidencia. Cuando la hayamos resuelto, clicar de nuevo Start run y esperar nuevamente
al inicio de la carrera.

7. Monitorear la carrera a tiempo real y observar los resultados obtenidos.

Una vez en marcha el proceso de secuenciacién, aparece una pantalla de monitoreo de la, en
la que se puede chequear a tiempo real y de modo continuado todos los parametros
electroforéticos y de temperatura del instrumento asi como evaluar los electroferogramas de
las bases nucleotidicas que conforman la secuencia de ADN de cada muestra. En el lado
derecho del monitor (Figura 20.A), se observa la placa con los nombres de las muestras en la
gue se resalta en verde la lista de las 8 muestras que actualmente estan en proceso de
secuenciacion. Una vez finalizada la carrera de cada inyeccidn, las 8 muestras analizadas
guedan resaltadas en amarillo hasta el final de la carrera. Por otro lado, en la ventana
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izquierda (Figura 20.B), aparece un icono indicando si la carrera actual esta en proceson o}

se ha finalizado.

1 W i De t | [ Pause Run [ fesurre fun | B AbartInjectian
Caonnection Status: Connected Run Mame: P_15_COL TELEOSTEOS_11.06.2015 Run Status: Running Estimated Time Remaining: 10:02:23
= Injection List Details
3 mjectiB created - 3inPlate A- 0inPlate B A
E!Iﬂje:tion ‘Type |Assay Instrument Protocol Plate A| PlateA | PlateB
1 BDx_Fast_Seq Assay-POPT  BDxFastSeq50_ POPT_L PLACA_15._...
1 BDx Fast_Seq Assay-POPT BDwfastSeqSi POPTL  PLACA LS. 1 2 [3 Ja 5 6 J1 8 o
3 BDx_Fast_Seq_Assay-POPT  BDyFastSeqS0_POPT_L PLACA_I5_. A PHUL PHUL LMUC SSALT Scorp ALURI AANT XHOV
4 BDx Fast_Seq_Assay-POPT BDxFastSeqS0_POPT_L PLACA_LS_.. e 2 3 4 5 6 1 B
s | BDx_Fast_Seq_Assay-POPT  BDwFastSeq50_POPT_L PLACA_15_... g |PHUL PHUL CTRU DPUN Scorp ALURI MSUR BSPLO
T BDx Fast_Seq Assay-POPT BDwFastSeq50 POPT_L PLACA 15._... — L 2 2 2 3 6 ! b
PHUL PHUL CTRU DVULI ALURI ALURI MSUR MSUR
L BDx Fast_Seq Assay-POPT BDxFastSeq50 POPT_L PLACA 15 ... C L 2 3 1 5 5 7 8
8 BDx_Fast_Seq_Assay-POPT BDxFastSeqS0_POPT_L PLACA_15_... i PHUL PHUL CTRU SRIVOI ALURI ALURI BCAP MSUR
B L 2 3 4 5 @ i 8
E_ PHUL UROMN CTRU SRIVDI ALURI TPAVI BCAP MSUR
L 2 3 4 5 ] it g
? PHUL EMAR CTRU PSALD ALURI CTRU BCAP MSUR
L 2 3 4 5 [] 7 8
G_ PHUL Scorp 53AL0 Scorp ALURI CTRU BCAP MFUS
L 2 3 4 5 6 i 8
H_ PHUL SDUR SSALQD Scarp ALURI CTRU BCAP PPHY
| 2 3 4 5 ] 7 8
< m ] v
Legend " = .
JNut Started [ Active [II] Paused [ Aborted [l Completed [l Re-Tnjection [ Nem O A SO TEL RSO IR0 R
DuplicateFlags

Figura 20: A) Columnas resaltadas en verde indican que estdn en proceso de secuenciacion. B) Segtn el icono que
aparezca en el campo Injection, se puede conocer el estado en el que se encuentra una determinada columna.

En la parte superior del monitor aparecen varios iconos que, una vez activados, permiten:

Pausar: Este icono pausara la carrera una vez haya finalizado la inyeccién actual.
a Resumir: Obtener un resumen de la carrera.

Abortar: Parar la inyeccién actual. Sélo puede detenerse la inyeccion actual cuando el
piloto o indicador de color verde del equipo (Figura 12) esté parpadeando, es decir, cuando el
sistema todavia estd inyectando las muestras en el capilar. Si se cliquea este icono cuando el
piloto verde ha dejado de parpadear, aunque el ordenador todavia se encuentre procesando la
informacién, el programa mostrard un mensaje indicando que no hay inyeccién en proceso.

ﬁ Terminado: Parar la carrera en cualquier momento, aunque para activarlo se debe

pausar la carrera primero.

8. Modos de vista en tiempo real de la carrera.
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En la mitad inferior izquierda del monitor se pueden observar diferentes vistas de la carrera. La
pestaifia Sample (Figura 21), muestra la vista de las concentraciones relativas de fluorocromo
(en el eje vertical del grafico) asi como una funcion del nimero de escaneado del instrumento
(tiempo, en el eje horizontal superior del grafico) para el capilar seleccionado. Esta vista
incorpora opciones para seleccionar y anular la seleccidn de los colores de fluorocromo que
desean verse u ocultarse.

I it M n]
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120 ]
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Figura 21: Vista a tiempo real de una carrera.

La pestafia Array muestra la vista de los datos de color (basado en el color de la fluorescencia
dominante) para cada capilar como una funcién del nimero de escaneado del equipo
(tiempo). Esta vista incorpora opciones de ajuste del brillo y del color, mediante el uso de las
barras de desplazamiento por encima de la vista.

La pestafia EPT (ElectroPhoresis Telemetry) muestra los datos de las condiciones del
instrumento (Figura 22). Las variables son las siguientes: potencia del laser, temperaturas (del
horno, del ambiente y de la célula de deteccidon), voltaje (KV) e intensidad (mA) de la
electroforesis. Todas ellas muestran el valor en funciéon del tiempo. Esta vista incorpora
opciones para seleccionar y anular la seleccién de las variables que desean verse u ocultarse.
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Figura 22: La pestafia EPT muestra los datos de las condiciones del equipo.
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Una vez la carrera ha finalizado, se deben revisar los resultados obtenidos. Se puede acceder a
la vista de los resultados a través de 3 vias (Figura 23):

e La pantalla de monitoreo de la carrera, donde se (1) Review Resutts
cliquea Review Results.

e El panel de navegacién, donde se selecciona View
Sequencing Results.

e El panel Principal, donde se cliquea el botdn
verde View Run Results que indica la vista de
resultados de secuenciacidn.
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Figura 23: Ventana de vsita de resultados de secuenciacion del software DATA
COLLECTION (Applied Biosystems).

El programa permite seleccionar una muestra de cada vez haciendo doble clic sobre
alguna de las de la lista que aparece en el cuadro central del monitor. Una vez abierta, se
mantiene ocultada en otra pestafia cuando se selecciona la siguiente muestra. El
electroferograma que aparece en la nueva ventana contiene las bases detectadas por el laser y
discriminadas por el software segun el fluorocromo de cada una de ellas. Ordenadas ademas,
de izquierda a derecha segln su posicion 5’ - 3’en la secuencia analizada. La altura del pico
puede interpretarse como la cantidad de producto de PCR estimado. Entonces, el programa
calcula automaticamente para cada base un Valor de Calidad (VC), que es expresado mediante
una barra de color.



En la figura 24 se indican las diferentes opciones para visualizar los elecroferogramas de
secuenciacién que aparecen en la ventana de resultados de cada muestra. Es importante
anotar qué muestras han de repetirse.

Con el cursor se Base con picos
Bases BarraVC obtiene valor VC solapados

Coordinates [xy): [ B152.461 |

29 3100 13 3200

I —_

55 55 5§ 3 1056585855%“&55585
CEe Ll RSN NN
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245 250
| |

ﬂ.nalirzed Raw | Analyzed+Raw Annotation Sequence EPT
I

Opciones de vista Pico (dato analizado) Zoom con el cursor Deslizar para escala
verticalment

Figura 24: Distintas opciones para observar los electroferogramas de secuenciacion.

Una vez revisadas todas las muestras de la carrera, si no se pretende llevar a cabo otra carrera,
se debe apagar el equipo. Para ello, el monitor incorpora un icono para finalizar la carrera
actual.

m Terminado: Parar la carrera. Este icono Unicamente esta activado cuando la carrera ha
sido pausada o se ha finalizado.

Finalmente se cierra el software y antes de apagar el secuenciador, se valora si dejar los
consumibles en el aparato para la préxima carrera que haya sido planeada o si por el contrario,
se quitan y se almacenan inmediatamente en el frigorifico a 8°C. Si se deja la estructura
capilar, entonces se reemplazara el CTC de la carrera por algln otro que ya no se use pero que
ayude a preservar las condiciones del capilar manteniendo las puntas de los capilares
embebidas en el CTC.

En este momento ya se puede apagar definitivamente el Analizador Genético ABI3500 y luego
hacer lo mismo con el ordenador para acabar la sesién de secuenciacién.
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10. ANALISIS DE RESTRICCION DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS
(PCR - RFLP)

Un método alternativo a la Secuenciacién para la identificacién de especies de
organismos marinos, es la PCR-RFLP. Un fragmento amplificado es cortado por endonucleasas,
las cuales reconocen sitios de restriccién especificos, dando lugar a fragmentos cuyo nimero o
tamafio puede ser distinto entre individuos, poblaciones, especies u otros niveles
taxondémicos.

Esta técnica consiste en:

e Extraery purificar el ADN de un individuo.

e Amplificar dicho ADN usando la técnica de la PCR.

e Seleccionar las enzimas de restriccién adecuadas para que produzcan un patrén de
bandas especifico que se distinga de otras especies.

e Poner el producto de PCR en digestién con enzimas de restriccion especificas para
gue produzcan fragmentos de ADN de diferentes longitudes.

e Finalmente los fragmentos de restriccidon son separados mediante electroforesis en
gel de agarosa y visualizados con un transiluminador de luz ultravioleta.

Esta técnica permite detectar alteraciones de al menos un Unico nucleétido en la
secuencia y se usa como marcador para identificar grupos particulares de individuos, ya que
puede mostrar la relacién genética entre ellos (Mirhendi et al. 2005).
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12. ANEXOS

ANEXO |

PLANILLA DE MUESTREO
N2 HOJA DE MUESTREO:
P Organismo
cl\(/)IB:E(;fr)RDAE recolectado (Nombre r::cfl: ?:::En Recolector Localizacion Latitud Longitud

cientifico/Comun)




ANEXO Il

ELABORACION DE ETIQUETAS

1. Etiquetas para bolsas de muestreo

w

N2 de muestra:

2 Hoja de muestreo:

Observaciones:

o

2. Etiquetas para disoluciones preparadas

[Nombre y Apellidos] (1)
[Nombre y Férmula molecular] (3)

[Concentracion de la disolucién]

.

[Fecha] (2)

(1) Nombre y apellidos de la persona que ha preparado la disolucidn.
(2) Fecha de preparacion de la disolucion.

(3) Nombre y Férmula molecular de la disolucién preparada.
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ANEXO Il

PREPARACION DE DISOLUCIONES

1. DNA Wash Buffer

Diluir el DNA wash buffer con etanol absoluto en las proporciones que aparecen en la
siguiente tabla y almacenar a temperatura ambiente.

KIT Volumen etanol (mL)/Botella de buffer
D3373-00 y D3396-00 (5 preparaciones) 6
D3373-01 y D3396-01 (50 preparaciones) 60
D3373-02 y D3396-02 (200 preparaciones) 100

2. HBC Buffer

Diluir el HBC Buffer con isopropanol en las proporciones que aparece en la siguiente tabla
y almacenar a temperatura ambiente.

KIT Volumen isopropanol (mL)/Botella de
buffer
D3373-00 (5 preparaciones) 1.6
D3373-01 (50 preparaciones) 10
D3373-02 (200 preparaciones) 32

3. TAE1X

- Partiendo de una soluciéon TAE 10X se prepara una solucién TAE 1X. Puesto que se
trata de una dilucidn, se aplica la siguiente ecuacidn:

[TAE10X] * V, = [TAE1X] * V;
Siendo:

[TAE10X] = 10

[TAE1X] =1

V; = Volumen de TAE 10X que se necesita para preparar TAE 1X = INCOGNITA
Vi = Volumen de TAE 1X que se desea preparar
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Una vez conocido el valor de V, se calcula el volumen de agua MiliQ necesario para
preparar el TAE 1X:

VHzodd = Vf - Vi

Afadir el volumen de TAE 10X calculado en una botella de vidrio borosilicatada y
agregar la cantidad de agua MiliQ correspondiente.

Etiquetar la botella con el nombre de la disolucidn, concentracién, fecha y nombre de
la persona que realizé la disolucidn.

Almacenar a temperatura ambiente.

Gel de agarosa

Gel de agarosa al 1%: Pesar 1 gramo de agarosa y afadir 100mL de TAE 1X.
Gel de agarosa al 2%: Pesar 2 gramos de agarosa y afiadir 100mL de TAE 1X.

Solucion CHELEX 10%

Pesar 1g de chelex 100 Molecular Biology Grade Resin (REF: 142-1253 BIORAD) vy
resuspender en 10mL de agua desionizada autoclavada.

Hacer alicuotas de 300uL en tubos de microcentrifuga de 1.5-2mL vy agitar
frecuentemente con el vértex, ya que la resina es muy pesada y se va al fondo.

Rotular cada tubo con el nombre de la disolucion y la concentracién.

Almacenar las alicuotas a -20°C.

CTAB 2X
Para un volumen total de 1L se necesita: CTAB, EDTA 0.5M, NaCl 1.4M, PVP 1%, Tris
HCl 1M pH8 y 2-Mercaptoetanol.

Par una disolucién CTAB 2X, tomar 20mL de Hexadecyltrimethylammonium bromide.

Para una disolucién EDTA 20mM, tomar 40mL de EDTA 0.5M:
[EDTA]; * Vi= [EDTA]; * V;
0.5M * V;=0.02M * 1000mL
Vi=40mL

Para obtener NaCl 1.4M, pesar 81.82g de NaCl.

gramos/Pm (soluto)

Litros (disolucién)

masa = 1.4 * 1 * 58.44 = 81.82g

Para 1L de disolucidn afiadidir 10g de PVP.
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Para una disoluciéon Tris HCI 1700mM pH8, tomar 100mL de Tris HCl 1M pH8.

[TrisHCI]; * Vi= [TrisHCI]¢ * Vs
1M *V;=0.1M * 1000mL
Vi=100mL

Disolver las cantidades de reactivos calculadas anteriormente en 0,75L de agua
destilada y autoclavada.

Dejar la disolucién agitdndose mientras se afiaden los productos.

Dejar reposar la disolucion ya que genera espuma.

Enrasar a 1L e introducir en una botella de vidrio opaco. Después de un tiempo en
reposo la espuma desaparece.

Etiquetar la botella con el nombre de la disolucidn, concentracién, fecha y nombre de
la persona que realizd la disolucion.

Almacenar a temperatura ambiente.

Puesto que el mercaptoetanol se degrada con facilidad, sélo se afiade la cantidad que
se va a utilizar en el momento de su utilizacién (afiadir 2L por muestra).

Tris HCl 1M pH 8

Para un volumen total de 1L se necesita: Trizma® Base y Agua MiliQ autoclavada.

Pesar 121.1g de Trizma Base y afadir a 400mL de agua MiliQ autoclavada hasta
disolucion.

Ajustar a pH 8 con ayuda de HCl concentrado y posteriormente enrasar a 1 litro con
agua MiliQ autoclavada.

Etiquetar la botella con el nombre de la disolucidn, concentracién, fecha y nombre de
la persona que realizé la disolucién.

Almacenar en frigorifico a -8°C.

EDTA 0.5M

Para un volumen total de 0.5L se necesita: EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid
disodium salt dihydrate), Tris y Agua MiliQ autoclavada.

Pesar 93.06g de EDTA y afiadir a 200mL de agua MiliQ autoclavada hasta disolucién.
Ajustar a pH8 con Tris en polvo y posteriormente enrasar a 0.5 litros con agua MiliQ
autoclavada.

Introducir la disolucién en una botella previamente autoclavada.

Etiquetar la botella con el nombre de la disolucidn, concentracidn, fecha y nombre de
la persona que realizd la disolucion.

Almacenar en frigorifico a -8°C.
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10.

NaCl 5M

Calculos para un volumen de medio litro de disolucidn:

gra os/ (soluto)
Pm
M= m =5%0,5%58.44 = 146,10
Litros (disolucién) asa * * g

Disolver 146,10g de NaCl en 300mL de agua destilada.

Enrasar a 0,5L de agua.

Etiquetar la botella con el nombre de la disolucidn, concentracién, fecha y nombre de
la persona que realizd la disolucion.

Almacenar a temperatura ambiente.

TE (Tris-EDTA)

Para preparar 1L de tampdn se parte de una disolucidon Tris-HCl 1M pH=8 y EDTA
0.5M.
Preparar Tris-HCl 100mM a partir de Tris-HCl 1M:

[Tris-HCI]; * Vi= [Tris-HCl]; * V¢
1M *V,;=0.1M * 1000mL
Vi=100mL

Preparar EDTA 1mM a partir de EDTA 0.5M:

[EDTA]; * Vi= [EDTA]¢ * V¢
0.5M *V;=0.001M * 1000mL
Vi=2ml

Tomar una botella borosilicatada de 1L y anadir 100mL de Tris-HCI 100mM y 2mL de
EDTA 1mM.

Enrasar con agua MiliQ autoclavada. Volver a autoclavar.

Etiquetar la botella con el nombre de la disolucidn, concentracién, fecha y nombre de
la persona que realizd la disolucion.

Almacenar a -8°C.
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ANEXO IV

PLANILLAS PCR Y SECUENCIACION

PCR N2: Fecha:
Region del gen amplificada: Organismo marino:
Técnico:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B
C
D
E
F
G
H
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
N2 de reacciones: Volumen de ADN/reaccion:
Programa termociclador: Perfil térmico:
Termociclador: [0 Applied Biosystem 2720 [ Simpliamp

Reactivo Volumen/reaccion (uL) Volumen/rfeaccmn XN de
reacciones (uL)
Agua MiliQ
Taq Go Buffer
MgCl,
dNTPs
Fw:
Rv:
Go Taq
TOTAL
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PURIFICACION PCR N2: Fecha:
Region del gen purificada: Organismo marino:
Técnico:

Volumen de producto de PCR purificado:

Programa termociclador:

Termociclador: [0 Applied Biosystem 2720 [ Simpliamp




REACCION DE SECUENCIACION N2: Fecha:
Region del gen: Organismo marino:
Técnico:

11

12

11

12

Programa termociclador:

Termociclador: 0 Applied Biosystem 2720 [ Simpliamp
REACTIVO VOLUMEN (pL)

. ., Big DyeMix 0,5
Mix de reaccion Buffer de Secuenciacion 1,75

ADN molde 2

Primer (3,2uM) 1
H,0 4,75
Volumen Total de Reaccion 10

72



ANEXO V

MANEJO DE EQUIPOS PRINCIPALES

AUTOCLAVE VERTICAL
Modelo: Selecta 20 litros
1. Poner el material a autoclavar dentro de la cesta de autoclave.

3. Comprobar que la resistencia del equipo esta cubierta de agua, es decir, cuando
observemos el interior y no veamos el reflejo del agua por los agujeros del fondo,
entonces se debe afadir agua destilada.

2. Introducir la cesta en el interior del autoclave.

. Cerrar la tapa del autoclave y poner la manecilla en modo "CLOSED”.

s W

. Comprobar que la rueda situada en el lateral del autoclave indique hacia arriba.
. Presionar el boton de encendido.
. Presionar el botén de temperatura para que marque 121°C.

. Girar la rueda del temporizador hasta que marque 20 minutos a 60Hz (linea azul).

W N o un

. Pasado el tiempo de autoclavado, esperar unos minutos antes de abrir el aparato
para que se despresurice.

Importante!

Al girar la manecilla en modo "OPEN" puede ocurrir que no se abra la tapa, en este
caso girar la rueda 90° a la izquierda (en sentido contrario a las agujas del reloj),
situada en el lateral del autoclave. Una vez ha salido el vapor, se vuelve a girar la rueda
a la derecha hasta que la flecha apunte hacia arriba.

BLOQUE TERMICO
Lan Technics — Mixing Block MB-102

1. Encender el equipo.

2. Ajustar la temperatura, el tiempo y la velocidad de agitacidn. Tener en cuenta que el
equipo no se ajustaa 0 r.p.m.

3. Para su limpieza, utilizar papel absorbente e incluso bastoncillos de algoddn
impregados en etanol y limpiar los orificios. Para una limpieza mas profunda,
desatornillar el bloque de orificios con una llave allen adecuada y limpiar con agua y
etanol.




CENTRIFUGA DE SOBREMESA
Modelo: Eppendorf Centrifuge 5430
1. Encender el equipo.

2. Apretar el botdn "Open" y colocar el rotor para placas o el rotor para tubos de
centrifuga.

3. Introducir la placa o en su caso, los tubos en el interior del rotor.

Nota: Al realizar el cambio del rotor de tubos por el de placas (o viceversa) puede
ocurrir que la centrifuga no reconozca dicho cambio y de un error. En tal caso, se
aprieta el botén open y se vuelve a cerrar la tapa del aparato. Luego se vuelve

4. Cerrar la tapa.
5. Ajustar el tiempo y la velocidad y apretar el botén "START/STOP".

Nota: Antes de poner en marcha la centrifuga, debemos asegurarnos de que las
unidades de la velocidad de giro del rotor sean las adecuadas. El algoritmo utilizado
para la conversidn de unidades es el siguiente:

G=(r.p.m.)*-1,118-10%-r
Donde:
G = Velocidad de giro del rotor en Fuerza G
r.p.m. = Velocidad de giro de rotor en revoluciones por minuto

r = Radio del rotor en centimetros

TERMOCICLADOR
Modelo: Applied Biosystems. SimpliAmp Thermal Cycler
1. Presionar el botdn de encendido.

2. Introducir la placa con las muestras. Si en vez de placas, tenemos tubos, se debe
utilizar un adaptador de tubos.

3. Seleccionar el programa a utilizar:

"Open methods" = Seleccionar método = Cambiar volumen de la reaccidn al deseado
->"Enter" >"Next start run"

4. Si el programa que necesitamos no estd registrado en el equipo, se procede del
siguiente modo:

» METODO 1

"New Method" - "Open template" = "Blank PCR" ->"Basic PCRtaq" =
"Edit" = Introducir parametros.
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* METODO 2

"Open methods" > Seleccionar un método de amplificacion que esté
registrado en el equipo = Ajustar las caracteristicas a las deseadas =
"Save" = "Name" = Asignar un nombre al nuevo método introducido.

5. Una vez termina el proceso y vemos que el temporizador llega a su fin (cuando el
perimetro del circulo es completamente amarillo) = "Infinite Hold" = "Stop Run"
- Confirmar - Cuando en la pantalla se lea "Remove Samples", abrir el termociclador
y sacar las muestras.

6. Apagar el equipo.

Importante!
Una vez la placa se ha sacado del termociclador, no cerrar inmediatamente la tapa del
mismo para evitar que con el calor se genere condensacién en su interior.
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