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INTRODUCCIÓN

Los estudiosmolecularesen líquenesseíniciaroncon un relativo retraso,si se
comparacon otros gruposbiológicos. Los primerostrabajosque se refieren al
análisisde ácidosnucleicosfueron losde BLUM y KASHEVAROV (1986, 1992) que
estimabanlas diferenciasgenéticastotalesentreLasa/hay Umbilicaria usandotéc-
nicasdehibridaciónDNA-DNA (ácidodesoxirribonucleico).Otro trabajopionero
fue el de ARMALEO y CLERC (1991)que abordóel problemade los fotosimbiode-
moso fotomorfos (casosen queel mismomicobionteproducetaloscon diferente
morfologíasegúnel fotobionte).Sin embargo,los estudiosmolecularessegenera-
lizan enéste,como enotros gruposbiológicos,a partirdel usode las técnicasba-
sadasen la PCR (reacciónencadenade la polimerasa).La realizaciónin viti-o de la
PCR(MULLís y FALOONA, 1987), es un progresotecnológicoclave que le valeel
Premio Nobel a Kary Mullis en 1993. Este avancepudo llevarsea caboporque,
unosañosantes,sedescubrióunabacteria,The,musaquaticus,quevive en aguas
termales(600a 800 C) a partir dela cual se aislóla polimerasatermorresistente,en
la quesebasatodoel proceso.La PCRse puederealizardeformarutinariaen cual-
quier laboratorioy porinvestigadoresy técnicosqueprovengandecamposcientí-
ficos relativamentedistantes.En liquenologiase inicia estalíneade investigación
de una formacontinuay expansivaa partirde los trabajosde DEPRIESr(DEPR¡usT
y BuEN, 1992;DEPRIEST, 1993).En ellos se ponede manifiesto la sorprendentefre-
cuenciade intronesen el DNA ribosómiconuclearde los liquenes.Casisimultá-
neamente,otros autores(WHITE et cl., 1990; GARDEs y BRUNS, 1995;CARCAS y
TAYLOR, 1992;CARGAS y DEPRIFST, 1996) facilitan iniciadores (en inglés pri-
mees; queesel término-que-utifizaremos-en-adeiame4de secuencias-especificas-que,
como seexplicaráluego,permitenpaliar el problemadela multiplicidadgenómi-
ca de los líquenes.A partir de 1995, con la demostraciónmedianteel análisis
moleculardel origenpolifilético delos líquenes(CARGAS et al., 1995),estosestu-
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dios adquierenrelevanciay comienzana despertarel interésgeneral.Progresosy
puntoscríticoshan sido abordadosen unarecienterevisión (CRESPOet a/.,1998).

El estudiomolecularen losanálisisdebiodiversidadinteresanactualmentepor-
quepermiteabordarlasrelacionesevolutivasa travésde la reconstruccióndefilo-
geniasy resolver,tanto problemastaxonómicosy de identificaciónindividual,
como ecológicosy biogeográficos.Estosobjetivos afectantanto a los líquenes
como a cualquierotro grupo de organismos.En el casode los líquenesse añadeun
aspectoquees especialmenteestimulante.La biologíamolecularde estosorganis-
mospermiteindagaren unode los paradigmasde las cienciasevolutivas,la sim-
biosis. Quizá ciertascaracterísticasdel genomade los líquenes,en principio sor-
prendentes,como son la elevadapresenciade intrones en el DNA ribosómico
(rONA) y las característicasde muchosde estos intrones,ayudena componerel
rompecabezasdel porqué,cómo y cuándode unade las másespectacularessím-
biosisde la naturaleza.

El propósitode esteartículo es de carácterpráctico.Se pretendeayudara
quienesse acercanpor primeravez al estudiomolecularde los liquenes,a fami-
liarizarsecon las técnicasy protocolosbásicos.Se describenlosprocedimientosy
métodosdeformadetallada;secontemplanprocesossencillos,comola preparación
del materialy se discutenalgunosprotocolosde extracciónde DNA que hanre-
sultadoútilesparael estudiode numerososliquenes.Asimismo,se explicaesque-
máticamentela técnicade la PCRy se facilitanlos parámetrosquehanresultado
másadecuadosparala amplificacióndel DNA de los hongosliquenizados.Tam-
bién sedescribeel procesode secuencíacióny algunosde los procedimientosmás
habitualesparael análisisde datos.Setrataráde ofreceruna informaciónsencilla,
máspróximaa la deun manualde laboratorioque ala de unarevisióncrítica, aun-
queambascomponentesestaránpresentes.Los contenidosexpuestosestánbasados
en la experienciay se haprocuradoabordarlosproblemasmásfrecuenteso másca-
racterísticosquese presentanen los líquenescomomaterial de análisis.La infor-
maciónaquí incluida,con las adaptacionesconvenientes,puedeusarseparahongos
no liquenizados,e inclusoparacualquierotro grupode eucariotas.

1. Característicasgeneralesdel análisismoleculardelos líquenes

CuandoserealizaunaextraccióndeDNA a partirde unaporción deun talo li-
quénicose puedenobtener,como mínimo,cinco genomas;los nuclearesy mito-
condrialesdel micobiontey del fotobionte,y el genomaplastidial del fotobionte.
A éstos,puedenañadirsegenomasprocedentesde otro hongoo liquen parásitoen-
tre las célulasde la muestrao biende xenobacteriasasociadasa la simbiosis.Ade-
mas,en el casode los liquenes,comoen otros muchoshongos,el conceptode in-
dividuoes difícil de precisar(HAWKSWORTH et cl., 1995). Nadapermitedescartar
queun talo provengade la germinaciónde másde unaespora(o propágulo)y por
lo tanto las posibilidadesdehallar un solo genomafúngico nuclearo mitocondrial
son relativas.Estascircunstanciasimponen ciertas limitacionesen el plantea-
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mientoexperimentaly debensertenidasencuentaen la interpretaciónde algunos
resultadosy problemasocasionalesquepuedenpresentarse.

Comoes biensabido,aunquelos componentesde la simbiosispuedenculti-
varseen condicioneslibres (aposimbióticas),el sistemano es demasiadopráctico
parael trabajoexperimental,sobretodopor su lentitud (setardanmesesen ob-
tenermuestrasvisiblesde cultivos monospóricos).No obstante,esconvenientete-
neraccesoa materialaxénicoo a las técnicasbásicasde cultivo de maneraque
puedanserutilizadas,al menos,comoapoyoo contrastede ciertosdatosimpor-
tantes.

Afortunadamenteya no se partede cero en el conocimientomolecularde los
hongos.Así, hoy se puedesaber,comparandoinformacionesde libre usoen los
BancosdeGenes,si la secuenciaque se ha obtenidoapartirde un trozode talo, co-
ITespondeo no a un hongoe inclusosi es un hongopróximo a lo quecabríaespe-
rar. Concierta frecuencia,el análisisrevelaque sehanobtenidoproductosmúlti-
ples y, en tal caso,debenseraisladosparasu estudioposteíior.

2. Materialesde partida

Sc puedeextraerDNA a partirde muestrasdeherbarioqueno hayansidotra-
tadasen ningún momentocon insecticidaso pesticidasde cualquiertipo. Conal-
gunosprotocolosexperimentales(CUBEROe/al., 1998) se llega a obtenerrazona-
blesrendimientos,inclusoa partirde muestrasmuyantiguas.No obstante,cuando
se utiliza material de herbario,u otros materialesconservados,con frecuenciase
aisla un DNA queno amplificapor laPCR.Es posiblequeesto seadebidoa la mo-
dificación y degradaciónde los ácidosnucleicosy/o a la acumulaciónde inhibi-
doresenzimáticosduranteel almacenamientoy la muertedel talo (DOYLE & DICK-
SON, 1987; SAVOLAINEN etal., 1995: Hósscf cl., 1996).Los rendimientosóptimos
para extraerDNA se obtienena partir de materialesfrescos,í-ecién desecados.
Puedenconsiderarsematerialesfrescoslos recolectadosen los doso hastati-es años
anterioresa su uso.Tambiénresultanmuy adecuadoslos materialesrecolectadosen
cualquiermomentoperoque fueroncongeladosinmediatamcnl.co al cabodc unos
díasa 900C

La recolecciónde muestras,debe realizarsecomo para cualquierotro uso
cíentífico;parahacerunaextracciónde DNA, sonsuficientescantidadesmuy pe-
queñasdematerial,peroes mejordisponerde unamuestragenciosa.no sólo por si
hayquerepetir la extracción,sino también,porquees necesarioguardarla mues-
tra con la quese hatrabajadoen un herbarioconsultablepor cualquiercientífico.
Además,paralagranmayoríade losexperimentos,serequieredisponerde,al me-
nos,dostalosindependientes,recogidosen la mismalocalidad.Es posibleutilizar
cualquiertipo de material,incluyendotalospequeñoso muy incrustadosen el sus-
trato. Asimismo,la recolecciónhabráde hacersede tal formaque seafactible la
identificacióndel taxónbasadaen los caracteresmorfológicosy químicos.Esre-
comendableutilizar, salvoexcepciones,ejemplaresaparentementejóvenesy deta-
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mañossimilares.La deshidrataciónde lasmuestrasserealizarácomo paraherba-
rio, evitandoel secadomedianteairecaliente.Además,si la extracciónseva are-
alizaren unospocosmeses,las muestraspuedensermanipuladasy tratadasigual
queparaherbario.Si la extracciónseva a realizartranscurridoun periodomáslar-
go, esrecomendable,aunqueno imprescindible,congelaren nitrógenoliquido o a
—200C.

3. Aislamientoo extraccióndel DNA

El aislamientoo extracciónde los ácidos nucleicoses el primer pasoen
cualquierexperimentobasadoen el análisisdel DNA o RNA. Sepuedellevara
cabocon equipamientosde laboratoriomínimos,y siguiendoprotocolossenci-
líos. Los diferentesprotocolossuelentenerunaamplia basecomúnperodifie-
renen ciertospasoscríticosqueafectana la cantidad,calidado purezadel pro-
duelo resultante.Los puntos más importantesa considerar,cuandose elige
entreprolocolosalternativos,sonlos relacionadoscon el tipo y cantidaddel áci-
do nucleicoquese necesitaparael análisisconcreto,la cantidaddemuestradis-
ponible y el tipo y cantidadpresumiblede componentescelularesquedebanser
eliminadosduranteel procesode aislamientoy/o purificación. Otro punto a
considerares el rendimientoen relacióncon el tiemponecesariopararealizarla
purificacion.

Cuandose partede ácidosnucleicosprocedentesde líquenes.hay queenfren-
tarsecon algunosproblemasespecíficosya aludidos.La complicacióndebidaa la
multiplicidadde genomasexistenteen el talo sepuederesolverpor distintospro-
cedimientos.Se puederecurriral cultivo por separadodefoto y micobionteo a re-
alizar la extraccióna partir de algún tejidou órganoliquénico estrictamentefún-
gico. Tambiénsc soslayaesteproblemamedianteciertasherramientasmoleculares
(seexplicaránmásadelanteal hablarde la PCRy la seleccióndeprimersespecí-
heosde hongo). Un inconvenienteadicionalcuandose pretendeobtenerDNA a
partir dcl talo liquénico,es la persistenciadecomponentescelularesdespuésde la
extracción;los líquenesproducenconlpuestosfenólicosque,en el desarrollode los
procesosexperimentales,inhiben la catálisisproteica(inhibiendopor tantoa laspo-
limerasas).Ademáscontienengrandescantidadesdepolisacámidoslosen-ales,a al-
tas concentraciones,inhiben también,la actividadenzimática.El principal proble-
maparzt la eliminacióndepolisacáridosconsisteen queéstosprecipitanjunto con
los ácidosnucleicoscuandoel procesose lleva a caboen alcohol,que es precisa-
mentela fbi-ma máscomúnde realizarla precipitaciónfinal del DNA en los pro-
tocolosde extracción.

Se han publicadovariosprotocolosparala extracciónde DNA de hongosIi-
quenizados.Algunos de ellos son protocolosgeneralesdiseñadospara hongos
(LEE y TAYLOR, 1990).mientrasqueotros sonprotocolosmodificados,que inclu-
yen pasosadicionalespara asegurarla eliminación de polisacáridoso de com-
puestosfenólicos. Los másespecíficosparaeliminar polisacáridosincluyenpuri-
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ficacionesmedianteresinaso columnascromatográficas(ARMALEO y CLERC,

1991) o mediantebromurosde amonio (ARMALEO y CLERC, 1995;CRESPOet al.,
1997; CUBERO et al., 1999).Se handescritotambiénprotocolosparacasosparti-
cularescomoel deGRUBE el al. (1995)dondese utiliza SiOI paraobtenerel DNA
a partirdepequeñosapotecioslecideoidesy el de MURTACII etal. (1999)paraam-
plificacionesconprimers arbitrarios(RAPOs).

Existen tambiénprotocolosque vendenlas casascomerciales,suministrados
como kits, que pennitenobtenerrendimientosadecuados.El inconvenienteque
presentanesqueresultansiempremuchomáscarosque los desarrolladosen el la-
boratorio;otradesventajaesqueen un kit, el usuariodesconocela composiciónde
cadaproducto,con lo cual, no sepuedenrealizarpequeñosajustespara optimizarlos
resultados.No obstante,la utilización deun kit comercialparaextracción,puedeser
muy recomendableencasosparticularesy, sobretodo, cuandohasido diseñadoes-
pecíficamenteparacl tipo de materialconel que seestátrabajando.No se sabeque
estéa la ventaningúnprotocolocomercialexpresamenteindicadoparalíquenes.

En general,los protocoloscon precipitaciónalcohólicao los comercialesque
usancolumnasde precipitación,sonlos máscortosy fáciles dedesarrollar,y per-
miten obtenerDNA con un gradodepurezasuficienteparala mayoríade los aná-
lisis moleculares,como PCRy restricciónenzimáticade fragmentospolimórficos
(RFLP). Sin embargo,ambostiposeliminan menospolisacáridosy en algunosca-
sos,debidoa éstasu otrasimpurezas,no se tiene la garantíade queel DNA obte-
nido mantenga,por tiempoindefinido, las condicionesrequeridasparapermitir la
amplificación. A vecesel DNA así obtenido,tras unas semanasde almacena-
mientodejade seramplificable.

.3/. Procesode la xu-au.JóndeDNA basadoenCTAB

Esteprotocolo(CUBERO et al., 1999),quesedescribirácon detalle,estábasado
en el de ROCERSy BENDICE (1994)y es relativamentesimilar al publicadoparaIi-
quenespor ARMALEO y CLERC (1995). Sebasaen la capacidaddel cetil-trimetil bro-
muro deamonio(CTAB) paraprecipitarel DNA evitandolas coprecipitacionescon
polisacáridosy en la de la polivinil polipirrolidona (PVPP) paraeliminar com-
puestospolifenólicos.Este protocolo ha sido utilizado con éxito paraobtener
DNA amplificablepor PCR a partir de diferentestipos de material liquénico,
como lóbulos talinos. rizinas, apotecios,lirelas, cordóncondroidede (Anca, di-
seccionesde médulay cultivos fúngicosaxénicos.Puedeserdesarrolladoen un día
y, el DNA así obtenido,conservadoa —20 0C, se mantieneviable al cabode tres
años,inclusosi la muestrahasido ocasionalmentedescongelada.

3.1.1. Esquemadel proceso

El protocolocomprendecuatropuntosprincipales:
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1. Disrupelónde célulasy tejidos.Los tejidosy lascélulasserompenpor ac-
ción mecánicay las membranascelularessondisueltasbajo condicionesde des-
naturalizaciónde proteinas(bajastemperaturasy presenciade detergentes)conel
fin de inhibir las nucleasasexistentes.

2. Extraccióncon cloroformo-isoamilalcohol.Esteprocesose lleva a cabola-
vandodosvecesy tienepor objetoeliminarproteinasy compuestosorgánicos.

3. Precipitaciónno alcohólicaen CTAH. Tieneporobjeto eliminarla mayo-
ría de los polisacáridos.

4. Precipitaciónen alcohol.Tienepor objetoprecipitarel DNA en formaso-
lida paraquepuedaserdisueltoen aguao tampón,soluciónqueya puedeser al-
macenada.

3.1.2. Productosy solucionesnecesarios

Se partede los siguientesproductos(los marcadoscon un debenserprevia-
menteesterilizados):

1 N4 Tris/HCV pH 8,0.
0,5 M EDTA5 pH 8,0 (el pH se ajustacon NaOH).

— 4MNaCI’.
— 4% CTAB (peso/volumenen aguadestiladaestéril).

Pararealizarlaextracciónse requierenlas siguientessoluciones(lasmarcadas
con un - debenserpreviamenteesterilizadas):

Tampónde lisis5 (lOO mM Tris/HCI pH 8.0,30mM EDTA, 1 M NaCí, 1%
p/v CTAB).
Tampónde precipitacióY(40 mM NaCí,0,5%p/v CTAB).

— TampónTE modificado* (1 mM Tris/HCI pH 8,0, 0,1 mM EDTA).
Cl (eloroformo-isoarnilalcohol24:1).
Isopropanol.

— Etanol 70%.

3.1.3. ProtocolodeextraccióndeDNA basadoen CTAB

1. Parala preparaciónde las muestrasdetalo completo,serecomiendaun la-
vadoprevio, a presión,colocandoel ejemplaren un coladortino bajo el chorro de
agua.Una vez secala muestra,con la ayudade pinzasde disección,se aisla,a la
lupabinocular,la porciónde tejidodel que se va apartir (entre5 y 50 mg) limpia y
carentede impurezasu organismosajenosvisibles; sedepositaen tubosde ensayo
de tipo eppendorfde 1,5 ml.

En el casode muestrasde cultivosaxénicosdel micobionte,los miceliosde 1-
2 mmde diámetro,debensercuidadosamentelimpiadosbajo la lupa,a fin de eh-
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minarrestosdeagarque podríaninterferir duranteel procesodeextracción.A con-
tinuación,los cultivosse liofilizan parafavorecerla roturade las paredescelulares.
Sedepositanigualmenteeneppendorfde 1,5 ml.

2. Trituradodel material. Puederecurrirsea variossistemasparatriturarel
materiallo másfinamenteposible.Convieneseñalarque estees unode los pasos
críticosde la extracción.Ademásdeparedescelularesgruesasy resistentes,losIi-
quenes,como muchosotros hongos,puedenpresentartejidos muy compactos;
unasy otros tienenqueserrotos paraliberar el contenidodel interior de las células
y orgánulos.

Puedetriturarsela muestraañadiendoal eppendorf,como abrasivo,5-10mg de
carborundo,y lOO pl del tampónde lisis (CTAB), usandoel tubocomomorteroy
como manounavarilla de vidrio. Estesistemaes lento y precisatomarseel tiempo
adecuadohastahomogeneizarperfectamentela muestra.

El procedimientomáseficazes utilizar nitrógenoliquido. La técnicadel con-
geladoy triturado con nitrógenolíquido se va optimizandocon la prácticay de
acuerdocon cada tipo de muestra A continuaciónse describecon detalledicho
procedimiento:

Los tuboseppendorf,bien cerrados,con 5-50-(l00) mg de cadamuestrasecase
sumergenen un recipientecon nitrógenolíquido. En el mismorecipientese habrán
sumergidovarillas devidrio de formaespecial(un extremodeberáencajar,con hol-
gura,enel fondo del eppendorf)que se usaráncomo mano.Cuandolos tejidoscon-
tenidosenlos tubosesténcompletamentecongelados(2 mm es suficiente)se extrae
un tubodel recipiente,se colocaen unagradilla dematerialaislantey se añadeni-
trógenolíquido hastaaproximadamentela mitad del tubo. El materialaislantede la
gradilla asícomoel minimizarel contactocon la superficiede losdedos,facilita que
se mantengala bajatemperaturadel eppendorf.Estoesimportanteparaevitarqueel
nitrógenoburbujeeal añadirloy hagasaltarpartedel material. Mediantelavarilla de
vidrio se procedea triturar la muestra,procurandohacerlocontra las paredesdel
tubo y no aplastandohaciael fondo. La muestratienequequedartotalmentepul-
verizada.Si no es así,debeenfriarsede nuevoel tubo, sin sacarla varilla parano
perdermaterial,y añadirnuevamenteunapequeñacantidadde nitrógeno.Paraesta
adiciónde nitrógeno,el tubodebeestarlo másfrío posibleporqueel materialtri-
turadoes aúnmásfácil quesaltey sc pierda.Unavez trituradala muestra,se intro-
duceenhielo hasíaquehayaconcluidola operacióncon todoslos tubos.

3. Incubación.Se añade400ml del tampónde lisis CTAB a cadatuboy se
agitanligeramentegolpeándoloscon los dedoshastaquetodoel polvo estéresus-
pendido.Se añade1 % p/v de PVPPa cadatubo.La solubilidaddeestasustanciaes
baja,razónpor la cual no seadicionadirectamenteal tampón.Cuandoseadquiere
ciertaexperiencia,la cantidaddePVPP(unos4 mg) se puedeañadirdeformaapro-
ximada.Luego, todoslos tubosse llevanal bañoa 60-700C durante1 hora. En una
o dosocasiones,a lo largo del tiempode incubación,los tubosdebenseragitados,
invirtiéndolossuavementevariasvecesseguidas.

4. Primerapurificación en cloroformo-isoamilalcohol.Despuésde la incu-
bación,se añade500 iil deCl a cadatubo y se mezclaagitandovigorosamente.A

Botan ca Cornpiutens
[999. 23. [3—Sl 20



Ana Crespoet al. Técnicasy métodospara la iniciación en el estudiodela evolucion...

continuaciónse centrífugaa 10.000g durante5 mm, a temperaturaambiente.Se
observarándosfasesliquidasabundantesy una interfaseoscura,de consistenciase-
misólida.El Cl arrastraa la interfaselosdesechoscelularesy la mayoríade laspro-
teínas.El PVPP,con algunoscompuestospolifenólicos ligados, tambiénsecon-
centranen la intestase.Los restantescompuestospolifenólicossedisuelvenen la
faseCl (basal)mientrasque los ácidosnucleicosquedanen la fase superior.

Con cuidadoparano mezclarlas fasesni rozar la interfasecon la puntade la
micropipeta,transferirla faselíquidasuperiora un nuevotubo y medirla(hacer,por
ejemplo,3 sucesivassuccionesde 100 pl y un restoestimablede 25 aSOpl).

5. Precipitaciónen CTAB. Se añadedosvolúmenesdel tampón CTAB de
precipitaciónparadisminuirla concentraciónde NaCí contenidaenel tampóndeli-
sis. Mezclaractivamentey luegocentrifugara 10.000g duranteSmm a tempera-
turaambiente.Entoncesel CTAB precipitarácon el DNA ligado. Trasestacentri-
fugación,deberíapoderobservarseadheridoen un lateraldel fondo del tubo, un
pequeñoresiduo(precipitadoo pehlet) blanquecinoque es el complejo CTAB-
DNA. Si no seobserva,volver a centrifugar.Si se estátrabajandocon pequeñas
cantidadesde material,es convenientequeantesde la centrifugaciónsecoloquen
los tubosen frío (neveraa 4 0C) durante5 mm comomínimo,parafacilitar la for-
maciónde los complejosCTAB-DNA.

A continuación,seelimina la faseacuosa,evitandodesprenderel pc/leíy lue-
go se resuspendeel residuoen 400 pl de solución1,2 Mdc NaCí precalentadaa
37 0C. Porreglageneral,el pe/letse disuelvecon facilidad, perosi esto no ocurre,
los tubossecolocan en un bañoa 50 0C, hastalograr su disolución.

6. Segundapurificación en cloroformo-isoamilalcohol.Añadir500 gí de Cl y
procedercomoenel paso4.

7. Precipitaciónen alcohol. Añadir 0,6 volúmenesde isopropanol(esdecir,
180 pl si sehanrecuperado300 pl de la fasesuperior)y centrifugara 13.000g du-
rante 15 mm a 40C. El pc/leí obtenido,si es visible, es blanco o prácticamente
transparenteen suestadoóptimo,peropuederesultarmáso menosopacoo colo-
readosegúnLa cantidaddeimpurezasquecontenga.

8. Lavadofinal. Eliminar la faselíquida, sin perderel pc/lot, y añadir500 pl
de etanolal 70% paralavarel excesode sal. Agitar manualmentey luego centri-
fugardurante3 ruin a 13.000g a 40C paraprecipitarde nuevo.Estavezel pc/leí
debequedartotalmenteseco,paralo cual primerose puedeneliminarlas gotasque
quedenen el tuboconla micropipetay luego los tubosabiertosse puedencolocar
enestufaa 500C unos 15 mm o hastaqueseapreciequeno hay restosdehumedad
en el eppendorf.Luegoseresuspendeel residuoen 50 pl del tampónTE modifi-
cado,previamentecalentadoa 37 0C.

9. Cuantificación.La cantidaddeDNA obtenidoseestimaporelectroforesis
en un gel 0,5-0,8% de agarosa,comparandocondilucionesconocidasde un mar-
cadorcomercial.Los gelesde agarosase preparanutilizando un intercalantefluo-
rescente(véaseen Visuahizacóndel producto de la PCR) como el bromurode
etidioquenospermitirávisualizarla banda(la preparacióndedichosgelesse in-
dicaráposteriormente).La fluorescenciadela bandaes proporcionalal contenido
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de DNA, detal formaque,conocidala concentraciónde la bandapatrón,sepuede
estimarla de labandaproblema.La electroforesistambiéndaráinformaciónsobre
la purezadel DNA. Si tieneun alto gradode pureza,la bandaseobservaránítida.
La fluorescenciaen los pocillos o la residuala lo largo de la «calle»,así comola
deformaciónde las bandas,,indicala presenciade proteínascontaminantes.El ex-
cesode salesprovocabandascon puntosmásintensos.La degradacióndel DNA
producerastrosfluorescentesenlugar debandasaisladasy claras.Si hayRNA apa-
recerácomo unabandao huellaen la parteterminaldel gel.

Este método de extracciónpuedecompletarseen cinco horas. Puedeinte-
rrumpirsea convenienciaenlos pasos5, 7 y 9. Si se necesitaoptimizarlos rendi-
mientosse puedeprolongarla precipitaciónde los pasos5 y 7 a lo largo de toda la
noche.

Con estemétodose obtieneunacantidadaceptablede DNA con un oradode
purezasuficienteparala mayoríade los usosmolecularesy, particularmente,para
la PCR.Las cantidadesde RNA, DNA mitocondrialy plásmidosqueseobtienen
soninferioresa las que se logranconotros protocolos(queno incluyenprecipita-
cionesno alcohólicascomo las de CTAB) peroconsigueeliminar impurezasque
podrían,por ejemplo,inhibir la amplificaciónpor la PCR.

3.2. P,oblemesen la extraccióndeDNA

A continuaciónsedescribenalgunosde los problemasmás frecuentesen la
puestaa puntode estastécnicassugiriendoalgunascausasde los mismosy ofre-
ciendoposiblessolucionesalternativas.

¿Quéhacersi se ha obtenidomenosDNA del esperado?En estecaso, la
causamásprobablees ladeficientetrituraciónde la muestra.Quizáno se ha
pulverizadoperfectamenteLa muestrapor lo que las paredesno se han
roto y los ácidosnucleicosno se han liberado. Se suguiererepetir la ex-
tracciónañadiendounosmgde carborundoa la muestraantesdeverterel
nitrógeno.Una posibilidad adicionalpara incrementarrendimientoses
centrifugarmás intensamenteo por más tiempo.Tambiénpuederesultar
eficazusar,en el paso7, el isopropanolmuy frío y mantenerlos tubos,una
vez añadidoel isopropanol,todala nocheenel congeladora —20 0C. Como
último recursointénteseun protocolosin CTAB (estaopción solo funcio-
nará excepcionalmentedebido a la presenciahabitual de polisacáridos
abundantesen liquenes).

— ¿Quéhacersi no se haobtenidoDNA en absoluto?Lo másprobableesque
sehayaperdidoel precipitadoquelo contenía(pasos5, 7 u 8). En sucesivas
extracciones,eliminarel liquido máscuidadosamente.
¿Quéhacersi la soluciónfinal se observacoloreada?Estoprobablemente
significaquehanquedadoalgunospolifenoles.Es posiblequeno tengaim-
portanciadadoque pequeñascantidadesde polifenolespuedenno afectar
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paralos usosposteriores.Sin embargo,paraeliminarlos,en lospasos4 y 6,
despuésdeañadirel CI, calentarlos tubosdurante2 mm a 500C (espreci-
so sellarlos tuboscon parafilmde formaque las tapasno se abranpor la
presiónexpansivadel vapory tomarprecauciones,tales comousarmasca-
rilla, paraevitarinhalarlos vaporesde cloroformo). Comoalternativa,las
muestraspuedenlavarseen acetonaantes de iniciarseel procesode ex-
traccióndel DNA.
¿Quéhacercuandosesabeo se sospecha,que la muestrapuedetenerde-
masiadospolisacáridos?De serasí,sehabráobtenidoun residuoblancoy
gelatinosodespuésdel paso8, queesdificil de resuspender.Paraevitarlo,
centrifugara menorvelocidadenel paso5 (hayqueserconscientedeque
con ello se disminuyeel rendimientode DNA obtenido).Tambiénpuede
hacerseunasegundaprecipitacióncon CTAB: en el paso5 resuspenderen
0,5 ml del tampónCTAB de lisis (a60-70 0C) en lugar de NaCí y continuar
desdeel paso4.

— ¿Quéhacercuandoel DNA aparecedegradado?Trabajandoconcultivos o
con talos frescosno hay razón paraque esto ocurra. En cualquiercaso,
como medidaprecautoria,no secarlosejemplarescon airecaliente.Si no se
hahechotal cosa,comprobarque los tamponesestánen buenestado(prin-
cipalmente,verificarel pH).
¿Quéhacersi despuésde tenerun DNA aparentementesatisfactorio,no
funciona,por ejemploparaPCRo paraRFLP?Buscarposibleserroresen
la preparacióno en el programade PCR (cambiar las condicionesde la
PCR,revisar losprimer»), cerciorarsedeque los enzimasde restricciónes-
tánen buenestado,etc. Porúltimo intentarlocon otro protocoloo purificar
la soluciónde DNA (ver másadelante).

3.3. Almacenajede/DNAaislado

El DNA extraido(stock)se debealmacenara —20 0C. Es recomendablediluir la
muestra,si la concentraciónlo permite,y hacervariasalícuotasparaevitarla ge-
neralizaciónde unaposiblecontaminacióny la congelación-descongelaciónexce-
siva del DNA, quefavorecesu degradación.

Si el DNA se va a utilizar a corto plazo, se almacenaa 4 0C, paraevitarquesu-
fra dañostras sucesivascongelacionesy descongelaciones.

Esde la mayorimportanciael rigurosoetiquetadodelos tubosy la referencia
del pliego de herbario,quenecesariamentehadeguardarseparafuturasconsultas.

4. AislamientodeRNA

La mayoríade los protocolosdiseñadosparaobtenerDNA tambiénfuncionan
paraRNA total. Sin embargoel RNA tiendea degradarseduranteel procesodeex-
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traccióno duranteel almacenamiento,debidoa los RNAasasliberadosdurantela
lisis celular o queestánsimplementecontaminandolos útiles y aparatosde labo-
ratorio. Así pues,paraobtenerRNA hade prestarseespecialcuidadoa la esterili-
zaciónde losequiposy ademásse debenusarinhibidoresde los RNAasasdurante
el procesode extraccióny almacenamiento.No obstante,el RNA tambiénpuede
seraisladodeformaexclusiva(sin DNA). Haytambiénprotocolospara separaro
visualizarlos diferentestipos deRNA peroquedanfuerade losobjetivosdeestear-
ticulo (paraalgunosprotocolosgeneralesy oí-ientaciones,véaseSAMBROOK et al.,
1989).

5. Amplificación de DNA por la PCR

Una vezque se disponede DNA, puedeya abordarsesu análisis.El tipo de
análisisa realizarseelige segúnlos objetivoso el diseñometodológicoadecuadoa
cadaproblema.Como hemosdicho, el instrumentoque ha permitidoque los in-
vestigadoresdel campode las cienciasbiosistemáticashayanpodidoincorporarlas
técnicasmolecularesa sus planteamientoscientíficos, ha sido el desarrollode la
PCR. Estatécnica se ha simplificadoextraordinariamentey no requiereun instru-
mentalcomplejo ni caro.Dentrode pocosaños.la PCR seráuna herramientatan
indispensableen los laboratoriosde sistemática,como hoy la observaciónmi-
croscópica.

En la PCRse basanvariosmétodosde identificacióno marcajemolecular.Mu-
chosde ellosfuncionanamplificandosegmentosdeDNA anónimos,mientrasque
otros se fundamentanen la amplificaciónde segmentosde DNA conocidoso,
mejordicho,cuyaposicición enel genomaestábien conocida.

La clavede la amplificaciónestáen decidir quésegmentose deseaamplificar
(segmentodiana)y ello estaráen función del problemaquesedesearesolver.

Parapoderestudiarseg[nentos de DNA, sehacenecesarioobtenerunacantidad
elevadade copiasde ese segmento,es decir, amplificar la dianahastateneruna
masacríticaquepennitasu manipulaciónparalosusosy aplicacionesprecisas.La
PCRes unatécnicaquepermite,medianteun protocoloy un instrumentalsencillo,
obtenerun segmentoespecíficode DNA en un númerode copiassuficientemente
grande.Cadacopiaobtenidaactúa,en cadaciclo de amplificación,como un nuevo
molde (templare)del queseobtendráunanuevacopia.

5.1. P,-ocesodepreparacionde la PCR

El procesode la PCRse basaen hibridarpequeñassecuencias(15-25nucícó-
tidos). a los flancosdel segmentodiana.Ellos actuaráncomo iniciadoreso pilmeis
de la reacción.El enzimaquecatalizael procesoes la polimerasa.Paraque la re-
accióntengalugar seprecisandesoxinucícótidos(dNTPs),tampón,un cofactory
aguaultrapura.La reacciónseefectúaen un aparatollamadolermocicladoren el
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cual, se realizan,de formaprogramada,unaseriede ciclosa diferentestemperatu-
ras.Existenenel mercadomuchasmarcascomercialesqueofrecentanto termocí-
dadorescomo los productosparala reacción.

5.1.1. Esquemay desarrollodel proceso

1. La reaccióncomienzacon unaprimerafasede 5 mm a 940C queasegura
la desnaturalización(escisiónde doscadenas)detodo el DNA genómico.

2. Una etapacon unaduraciónde uno a variosminutosa 94-960C durantela
cual se aseguraque la doblehélicedel DNA sedesnaturaliza.

3. Otraetapacon unaduraciónde uno a variosminutos,a 50-650C, durantela
cual losprimeis se hibridan,a travésde los puentesdehidrógeno,con sussecuen-
ciascomplementarias,a cada lado de la regióndiana,y en cadenasseparadas(en
inglés,a estafasese le llamade anneclhing).Paradecidirla temperaturade hibri-
dación,se tomainicialmenteunos50C por debajode la temperaturade fusión (mcl-
ting) de los primer».La temperaturade fusiónvaríade acuerdoconel porcentajede
U + C de la secuenciadel primer. Paracalcularlase suman40Cpor cadaO ó C y
2 0C por cadaA ó T. Por ejemplo,en un primer denominadoITS 1 F, cuya se-
cuenciaes 5’ CTTCCTCArI’TAGAGCAAGTAA 3’, 1-a temperaturadefusion se-
ría 600C. Por tanto, la temperaturade hibridación adecuadapodría estarentre
540Cy 560C.

4. Fasede extensión.Se mantieneuno a variosminutosa 720C, (temperatu-
ra óptimadepolimerización),durantela cual la polimerasa,usandocomo iniciador
la secuenciade cadaprimer, va incorporandonucleótidoscomplementariosa la ca-
denadel fragmentodianay asíva construyendola nuevacadenade DNA.

5. A partirde aquíseinicia un nuevociclo. El retomoal paso 2 se traduceen
unanuevaseparaciónde las cadenasde la doble hélice.Los productosresultantes
actuaráncomonuevosmoldesen el próximociclo de reacción.De estaforma, el
númerodecadenasde DNA copiadasaumentade formaexponencial.Los pasos2
al 5 serepitenun númerodevecesconvenientequesueleoscilarentre25 y 40 ci-
clos.

6. El sistemase mantienedurante5 mm a 72 0C para garantizarque el am-
plificado se terminedeelongar.

7. Porúltimo se instauraunafasede refrigeración,parainhibir laactuaciónde
la polimerasa.

El númeroóptimo deciclos dependeprincipalmentede la concentracióninicial
de DNA perotambiéndeotros factores(calidady purezadel DNA). Estees uno de
losparámetrossusceptiblede ser ligeramentevariadoparaoptimizar los resultados
de la reacción,por ello, cuandosetrabajacon un tipo nuevode muestras,es im-
portanteestimarestenúmero,porpruebay error.

Si los primer»,quetípicamentetienenno másde unos25 nucleótidos,poseenuna
secuenciapresentesóloen hongos(Tabla 1) y no enalgas(ni cianobacterias)lasco-
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Tabla 1
Primers específicos para la amplificación de ITS del micobiante Iiquénico

JISnrDNA regi¿n Secuencio Autores

NSR1744-5 (ITS5-5’) CCAAO TAAAA dccl AACAA CO Whitcej al., [990

NSR1769-5’(iTS [-5) TCCCTACOTO AACCT CCOO Whiteeta!., 1990

ITS2-3’ OCTOC 011(1 TCATC GATGC Whileel al., 990

1T53-5 CCATC CATCA ACAAC OCAOC White ci ol., 1990

¡184-3’ TCCTCCOCTT AUFOA TATOC White eral., 1990

JTS1 E-5’ CTTCO ICATT TACAC CAACT AA Gardes& Bruns, [993

SR6R-5’ AAGTA (O¡A3CTCO TAACA ACO OePrie,t,1993

LRI-3’ COITO CTTTC TYrTC CI Vilgalys & Hester.1990

pias que se obtendránperteneceránexclusivamenteal DNA del micobionte.Así
pues,enel estudiomolecularquepartade talosliquénicos completos,no cualquier

primer puedesereficientementeutilizado sinoque es precisorestringirsea aquellos
queresultenespecíficos,entrelos disponiblesen publicacionesy bancosdedatos,o
bien diseñarnuevosprimeis adecuados.

5.1.2. Segmentosde DNA utilizadosen losestudiossobreliquenes

Los estudiosliquenológicosexistentes,basadosen la biologíamolecular,par-
ten casi todos,del análisisde los genesnuclearesdel rDNA del micobionte.Este
gen (Fig. 1) tiene muchasventajasy, en los últimos años,su uso se estáimpo-
niendotambiénen plantas,algasy hongos.Los genesde rONA estánconstituidos
por tressubunidadesalineadasformandoun grupo(cluste¡-).Entrelas ventajasdel
rONA como basede análisis se puedenseñalarlas siguientes(BALDWJN et al.,

1995):

1. Se tratade un clusterquese repitecientosy milesde vecesencadacélula,
lo cual facilita el procesode amplificación;dadoque la PCRes un procesocom-
petitivo, unaalta presenciade los segmentosdiana,favorecesu localizaciónpor
partede los primer».

2. El clustersecomponede variasunidades(Fig. 1), funcionalmentedistintas,
cuyavariabilidad(frecuenciademutación)es diferente,lo queresultaventajosoen
otros aspectosconcretos;la subunidadllamadaSSSes la másconservada,le sigue
en variabilidadla subunidadlarga(LSU), a continuaciónla subunidadcorta(SSU),
despuéslosespaciadoresintragénicos(ITSI e ITS2) y por fin los espaciadoresin-
tergénicos(ICS) quesonlos másvariables.Si no hubieraenel cluster zonascon-
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gis! s.s LSU

ITS1 ITS2

Figura 1 .—~Estructuradel rDNA nuclear.Se observaaumentadaslassubunidades(subunidadcor-
ta(SSU>, subunidad5.8 (5.88)y subunidadlargaLSU)) y tosespaciadoresmiemos(ITS). Entrecada
tressubunidadesse intercalanlos LOS.

servadas(pocovariables)seriaprácticamenteimposiblecomparardossecuencias
(alinear)o diseñarun primer. Porejemplo,paraamplificarel ITSI, bastacon di-
señardosprimer» cuyasecuencíaseacomplementariaa la de ambosflancosdeesta
diana.Talesflancossecorresponderán,unoconel extremode la SSU,y el otro con
el de la 5,SSque,en los doscasos,sonzonaspocovariablespor lo quepuedenser
identificadasfacilmente.

3. Dadoqueestechus-teres el másestudiadoparaanálisisde biodiversidad,en
los bancosde datoshay cadavezmássecuenciasdisponiblesparacomparaciones
y estofacilita enormementeel trabajoy el avanceenel conocimientocomparadode
los gruposdeorganismosy de su filogenia.

5.1.3. Reactivosnecesarios

Se requierenlos siguientesreactivosademásdel DNA total de cadamuestra:

Polimerasa.
Tampónapropiadoparaesapolimerasa.

— MgCI,.
Prim e;».

— Desoxinucleótidos(dNTPs).
H~Oultrapura.

5.1.4. Protocolode la PCR

La preparaciónde la reaccióndebehacerse,si es posible,en el interior de una
cámaradeflujo laminarconobjeto de impedirposiblescontaminacionesy, encual-
quier caso,con las máximascondicionesde limpiezay esterilidad(batay guantes
sonimprescindibles).Asimismo,las micropipetasy puntasquese usenenla prepa-
ración de la PCRdebenreservarseexclusivamenteparaesefin. Tambiénesnece-
sariocomprobarque todoel materiala utilizar (puntas,tuboseppendorf,etc.) esté
absolutamenteesterilizado.La posiciónde las pipetas,durantesu uso,debeserlo
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másverticalposibley con la puntahaciaabajo.Los reactivosdela mezcla,paraevi-
tar su deterioro,debenmantenersesiempreen hielo especialmentela polimerasa.

Se describea continuaciónun protocoloquesehautilizado parala amplifica-
ción de la regióndel rONA quecomprendelos ITS en estudiosde filogeniadePar-
meliaceae(CRESPO& CUBERO, 1998), Physciaceae(CUBERO & CRESPO,1996) y
otras familias de hongosliquenizados.Las cantidadesestáncalculadaspara 8
muestras.

1. Se preparandilucionesde las solucionesmatricesde cadareactivo.La
casacomercialsuministralos reactivosliofilizados o en solucióna unasdetermi-
nadasconcentraciones,por lo quees precisoprepararlos productosa la concen-
traciónnesesariaparaesteprotocolo.Las dilucionesse preparanconsiderandola
concentraciónde la soluciónmatrizasícomoel volumenfinal deseadoparala di—
lución de formaque: volumeninicial (Y) x concentracióninicial (C) = Volumen
final (y1) x Concentraciónfinal (C1).

A continuaciónse detallaun ejemploreal. Una casacomercialsuministralos
desoxinucleótidosa 40 mM. Se quiereprepararuna re-acciónde 50gí en la que la
concentraciónfinal de 1,6 mM. Por tanto:

50 x 1 6
=4t1

40

En ele-asode losprimer», las casascomercialessuelensuministrarlosdeforma
liofilizada, facilitándosela cantidaden masa(en ng o nmol, etc). Paradiluirlo a
100 gM (quees unaconcentraciónadecuadaparasu almacenamiento),es preciso
añadirla cantidadcorrespondientedeaguapuraal stocksuministrado.El desarro-
llo del protocolorequiereahoraprepararunaalícuotaa 10 j.tM paralo que serea-
liza unadilución 1/10, añadiendo5111 deprimer en 45 jil de Hp.

2. Secalculanlas cantidadescorrespondientesal volumendereacción.Nor-
malmenteestevolumenes de 25,50ó lOO gí. Para25 j.tl, la cantidada utilizar de
DNA seráde 4 pi; paraSOy lOO pi las cantidadesserán8 y 16, respectivamente.
En esteejemplo se utilizaráun volumende 50 jil.

DNA 11,0 Tampón MgCI, dPi/Ps Primer1 Primer2 Polimejasa

Concentración
[nicial dc
alícuotas

Concentración
en lareaccióíl

JOx 25niM [OmM
cada
uno

10 gM lO ttM 1 unidad/pI

1 x 2,5 mM 1,6 mM 0.5 tM 0.5 pM 0,025
unidades/kl

Volumen
para50 pl

8 aj 23,75pl 5 pi 5 sI 2 pI - 2,5 pl 2,5 si 1,25 pl
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3. Con el fin deevitarerrores,serecomiendapreparartablasdondeserepre-
sentenlas muestrasy los componentesde reacción

Mueso-a DNA dH,() Tampón dPi/Ps P,-i.’ner 1 Primer 2 Polhnerasa

23,75 lO 2 2,5 2,5 1,25
2
3
4
5
6
-7
8
Posi[ivo
Negativo
Extra
Extra

Total (pI) 8 285 120 24 30 31) [5

4. Se preparala mezclabásicade reacciónen un eppendorfde 1,5 ml. El cál-
culo de las cantidadesdebehacersepara12 muestras(8 + 4). Las4 suplementarias
seran:control positivo, el cual contiene8 ji de DNA de Saccharomyceso de
cualquierotro cuyaamplificaciónhayasidoprobada;controlnegativo,quecontiene
8 ji deaguapuraen lugarde DNA. Los dosvolúmenessuplementariosse añaden
paraprevenirlas pérdidasdebidasa imprecisionesde dosificaciónen el pipeteoy/o
a liquido adheridoen las puntasdesechables.

5. Una vezcalculadala mezclade reacción,seprocededela siguienteforma:

— Se etiquetan10 tuboseppendorfde 0,5 ml.
— Se añadena cadatubo 8 ji de DNA de cadaunade las muestrasy dosgo-

tas de aceitemineralque luegoevitaráevaporacionesduranteel proceso.En
el casodel positivo y negativose adicionan8 gí del controly deaguares-
pectivamentey tambiénel aceite.

— A continuación,en un eppendorfde 1,5 ml se añadenlas cantidadesco-
rrespondientesde cadauno de los reactivos,quepreviamentehabíansido
calculadas,se agitay centrifuga.

— Se añadela cantidadcorrespondientede mezclade reacción,queen este
casoseran42 ji, a cadatubo. Seguidamentese lleva a caboun centri-
fugadocorto (1-2 segundos)para quetodoslos componentesy el DNA
se mezcleny el aceitequedepor encimaformandounacapa.Todoslos
tubosse mantienenen hielo para evitar que la polimerasacomiencea
actuar.

— El termocicladorse programacon losparámetrossiguientes:
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• 940C:Smin,
• 35 ciclos: 940C: 30 seg; 500C:30 seg;720C: 1 mm.
• 720C:Smin.
• 40C: 1 mm.

5.1.5. Visualizacióndel productode la PCRy preparacióndel gel de agarosa

Paraobservarlos productosde la reacciónes precisovisualizarel DNA, me-
dianteelectroforesisen un gel de agarosa.Estaobservaciónes posiblegraciasa que
el agenteintercalanteutilizadoen la tincióndel gel (bromurode etidio) emitea una
longitud de ondavisiblebajola luz ultravioleta. ParaproductosdePCRse utilizan
normalmentegelesde agarosaal 1-1,5%.Comotampónse usael TAE.

En un erlenmeyerse añadeel tampóny la cantidadcorrespondientedeagarosa,
y se introduceen un microondas,duranteaproximadamente1 minuto,hastaque la
agarosasedisuelvatotalmente.Posteriormentese adicionabromurodeetidio en la
relaciut[: 5 ji (0,1 mg/mI) por cada lOO ml de tampóndeelectroforesis.Se agitael
erlenmeyerparahomogeneizar.En la bandejade electroforesisse colocael peine
adecuadoal númerodemuestras.Cuandola temperaturade la agarosaesde unos
400C se vierteen la bandejay sedejasolidificar. Se co)ocala bandejadentrode la
cubetadeelectroforesisy seañadeel tampónhastacubrirel gel. Porúltimo se le-
vantacuidadosamenteel peine.

Convieneadvertir queel bromurodeetidio es un productofuertementemutá-
genopor lo quesumanipulaciónes peligrosay ha de hacersetomandolas mayores
precauciones.Asimismo,una vezquese ha añadidohay que tenerel mayor cui-
dadoen la manipulacióndel gel. La seguridade higieneen la evacuaciónderesi-
duostieneque estargarantizada.

Parapodervisualizarel avancede la migracióndel productode PCRa través
del gel durantela electroforesis,seutiliza azul debromofenol;ademásde estafun-
ción el azul de bromofenolevita queel DNA flote en el tampónde la cubeta.

Sepreparan12 nuevostubosdc 0,5 ml. En lO de ellos se disponen5 pl del co-
rrespondienteproductodePCRy 3 pl de azul de bromofenol.En losdosrestantes
se cargan,tambiéncon azul de bromofenol,dosmarcadoresde pesomolecular(en
cantidadsuficienteparaservisibles)que se ubicaránen la primeray última calle.
Deestemodosepuedeconocerel tamañoy la concentraciónde las bandasampli-
ficadas.

Normalmente,la diferenciade potencialutilizada en la electroforesispara
productosde PCR,es aproximadamentede 100V. Una vezqueel DNA hamigra-
do lo suficiente,se llevael gel a un transiluminadorde luz ultravioletay se visua-
lizan y fotografíanlasbandasde DNA (Fig. 2).

En el casodeobservarunaúnicabanda,se realizala purificaciónporcolumna
del producto,como se explicarámásadelante.Si se observaínásde unabandapro-
cedentedel mismo pocillo se lleva a caboun procesodeaislamientoquetambiénse
describirátnásabajo.
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Figura 2.—ProductosdePCRcorrespondientea un segmentodeADN ribosómiconuclearobteni-
dosutilizandolos p~inic’rs ITS ¡Fe tTS4. a partirde ADN obtenidode distintos imidividuosde P/,vc-onia
venusta -

5.2. Problemasen la PCR

¿Quéhacersi no ha amplificadoningúnproducto?Es posiblequealgunode
losparámetrosdel programano hayasido debidamenteajustado.Confrecuencia,
las temperaturasy tiempode desnaturalizaciónpuedenserel problema.Otro pa-
rámetrodel programaquepuedesercausantede complicacionesesla temperatura
de hibridacióndelos primer»; paraoptimizarestavariable se sugiereensayaren un
pequenomargende oscilación(hasta±5 0C).

Es posibleque la polimerasase hayainactivadodurantesu almacenamiento,
por lo cual se recomiendausarotro stocko consultara lacasacomercial.

— ¿Quéhacersi sólo haamplificadoel control positivo?Puedehabersepro-
ducido cualquierade las situacionesque, a continuación,se abordan.Se reco-
miendair descartándolasen el ordenquesigue:

• Lo masprobableesque el DNA extraidohayaarrastradoalgúncontaminan-
te (polisacáridosu otros) que actúe como inhibidor de la PCR. Se reco-
miendao bien repetirel lavadodel DNA (desdeel punto4 del protocolode
extracción).

• Puedeocurrir, en casosraros,que laregióna laque deberíaunirseel primer

no seacomplementariatotalmente(porejemplosi ha sufrido unamutación).
En estecasodebeprobarsecon primersalternativos.
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— ¿Quéhacersi, de las muestras,sólohan amplificadoalgunas,ademnásdel
control positivo?Si la presenciade DNA estáprobada,cabepensarquealgunas
muestraspresentencontaminantesde extracción(polisacáridosu otros),en cuyo
casose recomiendalo descritoanteriormente,referentea la purificación del
DNA.

Cabetambiénpensaren la posibilidadde que,por causade la secuencíanu-
cleotídica,algunode losprimel»no hayapodidohibridarcon el flancocorrespon-
dientede la diana.En tal casohay querecurrir a otro plimer.

Estasituaciónde heterogeneidaden el éxito de la amplificaciónes muy fre-
cuentecuandosetrabajacon líquenes.Es factiblequesedebaa dificultadesen la
hibridaciónde losprimer», por la presenciamuy probablede intronesopcionales.
Se recomiendao bien repetir la amplificacióndeesasmuestraso bien repetirla ex-
traccióndeDNA apartirde otro especimen.

¿Quéhacersi haaparecidounabanda(o más)enel control negativo?En tal
casohay quepensarqueha ocurridounacontaminacióncon ácidosnucleicosde
cualquierorigen. Es muy importantelocalizaresacontaminación.Paraello ha de
procederseordenadamentedescartandolos posiblesvectores:pipetas,tubosep-
pendorf,puntasy reactivos,especialmenteel aguao/y el TE.

— ¿Quéhacersi en algunade las callesseapreciala presenciade másdeuna
banda(siemprequeel control negativono presenteninguna)?Esteproblemaes fre-
cuenteen los liquenes,sinquese tengaabsolutamenteclaropor quéocurre.Lo más
probableesque seadebidoa algunade las causassiguientes:presenciade másde
un genomafúngico enel especimendel queseextraela muestra,faltade especifi-
cidaden losprime;-» con la posibleamplificaciónde DNA del fotobiontey posi-
bilidad de queseden fallos en la evoluciónconcertadade las múltiplescopiasdel
rDNA. Paraaumentarla especificidadde un segmentodianaen la PCR,se puede
recurrir a elevar ligera y progresivamentela temperaturade hibridación de los
primer».

5.3. Almacenajedel productode/aPCR

Los productosde PCRse almacenanindefinidamenlea —20 0C, al igual que los
reactivosdela reacción(polimerasa,nucleotidos,etc.)con la excepcióndel tampón
depolimerasaquedebeguardarsea 4 0C en frigorífico. Los marcadoresmolecula-
resde pesomoleculartambiénse almacenana 4 0C.

5.4. Purificación por columnade/productode la PCR

Silo qué sé prétéñdées sécuenciarelDNA contenidoen el productode la
PCR, deberealizarseuna purificacióndel mismo paraeliminarrestosdereactivos
(polimerasa,primer», tampóny cofactor).El procesodepurificación se realizame-
diantekits queofrecenlas casascomerciales.Estosutilizan columnasde purifica-
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ción aproximadamentedel tamañode un eppendorfparaeliminarloscomponentes
de la mezclatrasunaseriedecentrifugaciones.El procesodepurificación se realiza
con el siguienteprotocolo(sedescribeel de la casaBiotools):

1. En primer lugar, se extraetodoel productoamplificado,evitandocoger
aceite,y se introduceen otro eppendorf,previamenterotulado,de 1,5 ml.

Se añaden200gí de Solución1, se mezclabien,pipeteando(sin vórtex), y se
adicionanlO gí deunamatriz de sílice. Se dejaincubar10 mm a temperaturaam-
biente.El polvode sílice seuniráa los fragmentosgrandesde DNA. La Solución1
crealas condicionesnecesariasparala union.

2. Se añadelamezclaalacolumnay se centrifugadurante3 mm a 10.000g.
Al centrifugar,todos los componentesde la mezcla traspasanla columnay el
DNA unido a la matriz desílice quedaretenido.

3. Se descartael eluyentey se añaden300 gí de Soluciónde lavado (CoId
WashSolution) a cadaeppendorf.Es importanteresuspenderbienla matriz de sí-
lice, agitandomanualmente(sin vórtex).

4. Se vuelvea centrifugar3 mm a 10.000g y luego seelimina el eluyente.
5. Se repitenlos pasos4 y 5. Posteriormente,las columnasse colocanen tu-

bosnuevos.
6. Se recomiendarealizarunanuevacentrifugaciónen vacio a 10.000g. En el

casodeque quedenrestosde soluciónde lavadolas columnassecolocanen tubos
nuevos.

7. Se añaden20-25 ji de aguapuraprecalentadaa 65
0C, paradisolver el

DNA.
8. Se centrifuga3 mm a 10.000g y se recogeel eluyente,en el queseen-

cuentrael DNA.

Es recomendablellevara cabounanuevaelectroforesisparacomprobarqueno
se haperdidola bandade DNA.

55. Extracióndeácidosnucleico»apaitir de geles

Si en el gel de electroforesisse observamásde unabanda,debidoa la exis-
tenciade múltiples productosde PCR, probablementeinteresaráaislar una de
ellas (porejemploparasecuenciaría).Parahacerlo,las casascomercialessuminis-
tran kiís de fácil manejo.A continuaciónsedetallael procesoparael kit de Amers-
ham:

1. Se recortala bandadel gel deelectroforesiscon unacuchillaestéril.Se in-
troduceen un eppendorfestéril,previamentetarado,paraposteriormentecalcularel
volumen.

2. Se añaden 3 volúmenes de NaL.
3. Seincubaa 55 0C durante3-Smin,paraque la agarosase disuelva.
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4. Se añaden 5 ji de polvo devidrio que,-al igual queen el casode la purifi-
caciónpor columna,setratade un sólidoquese uneal DNA y aumentasupeso.Se
mezclabieny se incuba5 mm enhido.

5. Secentrifuga 1 mm a 1.000g. Seeliminael sobrenadante.
6. Se añaden250 ji de tampón y se agita levemente.Posteriormente,se

centrifugaa 1.000g durante1 mm. A continuaciónseelimina el sobrenadante.
7. Se repiteesteúltimo pasodosvecesmásy se secalo mejorposibleen la

estufaa una temperaturade 37 0C-400C.
8. Se adicionan30 ~tlde aguapuray sedejaresuspenderduranteaproxima-

damente1 horao durantetoda la noche.
9. Se centrifugaa 12.000g durante2 mm.

Serealizaunaelectroforesisparacomprobarqueno se haperdidola bandade
DNA y seguidamenteserealizaunapurificación por columnacomo se hadescrito
anteriormente.

6. Secuenciación del DNA

La secuenciaciónse realiza,por lo general,en serviciosespecializados,debido
al elevadocostede lossofisticadossistemasde secuenciaciónautomáticay a la es-
pecializaciónquerequiereel usoeficiente de los mismos.Por lo general,las uni-
versidadesy centrosde investigaciónfacilitan el accesoa servicioscentralizados
querealizanla secuenciacióna preciosventajososparael usuariointerno; ocasmo-
nalmentealgunaempresapuedetambiénofreceresteservicio.

El métododesecuenciaciónmásgeneralmenteusadoconsisteen unanuevare-
acciónde PCRen la cual seutilizan nucleótidosespecialesmarcadosconfluores-
cencia.Cadaclasedenucleótido,Adenina(A), Timina (T), Citosina(C),Guanina
(G), emite a unaparticularlongitud de ondaal pasarpor un hazdeláser; la señal
emitida se recogeen un ordenadory se procesaen formadepicos en un gráfico de-
nominadoelectroferograma(Fig. 3). Los picos del gráfico se correspondencon
cadanucleótido,y así se obtienela secuenciade los mismos.
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Porreglagenerallos serviciosde secuencíaciónimponenunascondicionesmí-
nimasparala aceptaciónde productosde PCRpara su secuenciación.Estosre-
querimientossuelenestarrelacionadoscon laconcentracióny cantidaddeDNA (se
requieremayorcantidaddeDNA cuantomayorseael tamañodel segmento)y su
pureza.Normalmentetambiénse requiereunapequeñacantidaddelosprimer»que
sevan a utilizar en la secuenciación.

él. Alineamientovaná/isisde»ec:uencia»

La informacióngeneradapor los secuenciadoresautomáticossealmacenage-
neralmenteendosficheros:unode ellosesel gráfico o electroferogramay el otro
contienela secuencia,propiamentedicha, en formatodetexto. Cuandola señalque
recibe el secuenciadorautomáticono estásuficientementeclara,el aparatores-
pondeasignandouna N (indeterminación)a laposicióndudosa.Deestaforma, tan-
to en las curvasdel electroferograma,como en la secuenciadada,aparecerán5 ca-
racteres:N, A, G, T, C. Un electroferogramanítido presentapicos bien definidos,
con pocoruido defondo y con pocasindeterminaciones(Fig. 3). Comparandola
secuenciay el gráfico recibidosdel aparatoautomáticose puedenresolverun
buennúmerode indeterminaciones.Aún asísuelenquedarotrasque,de sernece-
sario,puedenserresueltasmedianteunasegundasecuenciación.

6.2. Problemasen elalineamiento

Unavezdisponibleslas secuencias,el primerpasoparala interpretaciónesel
alineamiento.El procesode alineamientoconsisteengenerarunamatriz de datos
en el quelas filas sonlas distintassecuenciasa comparary en lascolumnasse si-
túan lasposicioneshomólogasde cadasecuencia.El alineamientosólopuedelíe-
varseacabocuandolassecuenciassonsuficientementeparecidasentresi, ya que
éstaes la basequese utiliza paraasumirhomologíaentredosposiciones.Así, si
disponemosde las secuenciasAATGCTGCA y AATGAAGCA podemosasumir
que las posiciones5~a y 6? de ambassecuenciassonhomólogas,aunquesusnu-
cícótidosseandiferentes,graciasa la semejanzadelas secuenciasque las rodean.

Los problemas(y, a su vez, laprincipal fuentede información)quepuedensur-
gir en los procesosde alineamientosondebidos,por lo general,a la variabilidad(o
gradode mutación)quepresenteunasecuenctacon relacióna la otra. Los cambios,
o mutacionespuntuales,de un nucleótidopor otro,no ofrecendificultadesparael
alineamientocuandoseproducenen segmentosno muyvariablesporquelos nu-
cleótidosadyacentessirvendeorientación.Unamayordificultad sepresentacuan-
do la mutaciónesitídel (inserción/deleción)ya quepuedeafectara un solo nucleó-
tido, o a másde 200, si hay intrones.

Existendiversosalgoritmosinformáticosqueayudanal alineamientoinicial de
las secuencias.Se puedenutilizar los programasSequenceNavigator(paraMa-
cintosh)o Clustal(accesiblede formagratuitaporInternet).Dichos programasin-
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troducenguioneso huecos(gap»)dondeocurreninc/el», paraconseguiralinearlas
secuencias.Normalmentesin embargo,los alineamientosresultantesdel desarrollo
automáticode estosprogramasno sonóptimosy se necesitaintroduciralgunasmo-
dificaciones,a ojo, paraconseguirla máximahomologíaenel alineamiento.

— ¿Quéhacercuandouna de las secuenciasmuestrauna excesivadiscre-
panciacon las demás,es decir,quesu alineamientoresultaprácticamenteimposi-
ble?Estopuededeberse,al menos,a algunade las dosopcionessiguientes:

• Lo másprobableesque la secuenciaestéinvertidaporqueprocedadel primer

alternativo.En estecaso,solo habríaquecambiarel sentidode la secuencia
discrepantey traducirlaen su complementaria.

• Puedetambiénsucederque se hayaamplificado,porerror o contaminación,
un genomaquenoes el deseado.

Unavezque sehanusadolas secuencias,es indispensableque se depositenen
algunode los bancosuniversalesqueexisten (EMBOLAB y GeneBank a losque
se accedea travésde http://www.ncbi.nlm.nih.gov).Las revistas científicas de
distribuciónamplia,exigen,parala-aceptaciónde un trabajo,que las secuenciasha-
yan sido depositadas.Los bancossonabiertosy disponiblesparatodoslos inves-
tigadores de forma gratuita. El autor puede concertar una fecha antes de la cual el
accesoa susdatosestécerradoo protegido.

7. Análisisdesecuenciaspara filogenia

La aplicaciónmásinmediatadel análisismolecularen el campodelosestudios
debiodiversidadse orientahaciaproblemasevolutivosde distinto tipo en particu-
lar al conocimientode las relacionesfilogenéticasy deparentesco;todoello se en-
cuadraactualmentebajoel conceptode evoluciónmolecular.En lasmásrecientes
publicacionesde síntesis(PACE y HOLMES, 1998) molecularevolution es el térmi-
fl() quese va imponiendocomoclave.

Lasrelacionesmolecularesy evolutivasentrelos organismosserepresentanpor
lo generalenárbolesqueno sonmásquemodelosgráficosdela interpretaciónde
lassemejanzasy diferenciasentrelos caracteres.Paraestablecerrelacionesevolu-
tivas (de parentesco)esimprescindibleque los caracteresmanejadosseanheredi-
tarios. El uso en estudiosevolutivos de los caracteresmorfológicos,químicos,
etc.,presentadificultadesque se derivande la permanentedudade si el carácteres
genético o es sólo fenético. En el caso que nos ocupa, los caracteres son las se-
cuenciasdel DNA que,por definición, songenéticas.Además,lassecuencias,es-
tánreflejando, en su variación,los cambiosquesehanproducidoen el organismo
estudiadoa lo largo desu historia;es decir, la filogeniadel organismo.El gradode
semejanza entre dos secuencias homólogas indica el grado de parentesco entre
ellas. Dos secuencias son más semejantes entre si, cuantas menos mutaciones ex-
hibanentreellas.

BotanicaCoo¡plu[cnsis
999. 23. [3-Si 36



Ana Crespoetal. Técnicasy métodospala la inicia(-ion en el estudiode la evolución...

No todas las secuencias tienen la misma frecuencia de mutación (variación).
Poresose hablase secuenciasvariablesy secuenctasconservadas.En los seg-
mentos silenciosos del DNA, esto es, en aquellos segmentos que al no ser codi-
ficantes no se traducen (intrones, separadores intergénicos, separadores intragé-
mcos, etc) la frecuencia de mutación es mucho mayor y además, su variación no
es corregida por el propio organismo debido a que no entraña riesgos. Se trata,
pues de mutaciones neutras. Sin embargo los segmentos donde se producen estas
variacionesneutras,estántan sujetosa evolucióncomoun segmentocodificante;
por ello los segmentossilenciosostienenla mismautilidad como baseparare-
construirfilogeniasquelos quecodifican paraproteinas,y adicionalmenteofre-
cen la granventajade sermucho másvariables,es decir, másinformativos.De
hecho,los estudiosfilogenéticosqueabordananálisisde relacionesentretaxones
del rangode géneroo menor(típicamente,especieo subespecie),hande basar-
se necesariamenteen la comparaciónde segmentossilenciosos(por ejemplo
losITS).

Todoslos sistemasdeanálisis,consistenen programasestadísticosquehoy es-
tán preparadosparacualquiertipo de ordenador.Aunqueno sonprogramasdifíci-
les de manejar,requierenhorasdeentrenamiento.

Los programasquesuelenusarsesondedostipos fundamentalesqueenambos
casospuedenpresentarsusresultadosen formade árbol: los filogenéticos,quecon-
ducena representac[onesen losque las longitudesdelas ramasno soninformativas
(cladogramasen sentidoamplio ) y losde distancias,enlos cualesla longitudde las
ramasestáen relacióncon la medidade la variacióngenéticaentrelos taxoneso
entrelas muestras.

7.!. CIadogramas

Esteconceptose usaaquien el sentidode PACE y HOLMES (1998).Se conside-
raque un cladogramaesun árbolevolutivo en el cual las longitudesde lasramas
no soninformativas.Entrelos cladistassesueleestablecerdistinciónentre lo que
consderanun árbol evolutivo y un cladograma.En un cladograma,los taxonester-
minalesestánsiempreen lasramasextremasdel árbol, tanto si lo que se compara
sonseresactualescomo si estánextinguidos;en un cladogramatampocose tieneen
cuentasi algunoes ancestrode otro u otrosde losrepresentados.Porel contrarioen
un árbol evolutivo,segúnel conceptocladista,algunoo algunosde los taxonespue-
denserancestrosde otro. En la inmensamayoríade loscasosqueseanalizan,nin-
gunade las secuenciasquesecomparaesancestrodeotraspor lo cual cladograma
y árbol evolutivo puedenconsiderarses[nonlmos.

Los cladogramasse puedenelaborarmediantedossistemasdecomparaciónde
los datos (FELSENSTEIN, 1993): por parsimoniay por máximaverosimilitud(ma.xi-
mumhikehihood,MLH). El análisisparsimónicose fundamentaen el principio fi-
losófico de/anavaja de Occam(YNDURAIN, 1997),considerandocomo mejor re-
presentaciónel árbol al que se llegue con el menornúmerode mutaciones.El
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análisispor MLH, partiendodel mismoprincipio, elaboramatemáticamenteun ár-
bol de máximaprobabilidadteóricacon el cual comparatodaslas representaciones
posibles;el árbol queel programaconsideracomo definitivo es el que resulte
mássemejanteal modelomatemático.Con uno u otro sistemadeanálisis,los cIa-
dogramasdebenpresentarsecon un valorencadauno de los nodoso bifurcaciones
que indique la probabilidadcon queseobtieneesenodo (valorde bootstrap)en la
comparaciónrealizada.Porejemplo,si una ramaterminaen unabifurcacióncuyo
bootstrapesde 90, quieredecirqueesees el porcentajedevecesque se obtuvoun
árbol en el queesabifurcaciónaparecía.Unabifurcacióncon unaprobabilidadpor
debajode50, no debeser tenidaen cuentay, por lo general,en los programasmas
utilizados,unabifurcacióncon tan bajo gradode confianzano se acepta.Poresta
razóncon frecuenciase obtienencladogramasque,másqueforma típicade árbol,
la tienendepeine(estructurapectinada).

En cualquierade los sistemasde comparación,parsimónicoo MLH, las formas
o topografíasde los árbolesqueseobtienen,sonmuy parecidasy normalmentese
usael queofrezcaresultadosmasconsistentes(porejemplolosmásaltosvaloresde
bootst¡-ap).

7.2. A ¡-boles de distancia

Dadoqueentredossecuenciassiemprehay un ancestrocomún,la medidadela
divergencia entre dos secuencias puede ser utilizada para estimar el número de
cambiosevolutívosocurridosentreellas.Las distanciaspuedenrepresentarseen
formade árbolesque persiguentraducir la distanciaentresecuenciasen árboles
evolutivos(PACE & HOLMES, 1998).Se handescritovariossistemasparaestimar
lasdistanciasquedan lugar a otros tantostiposde métodos(Jukes-Cantor,Ki¡nu-
ra, etc).En los árbolesbasadosen distancia,las longitudesde las ramasson pro-
porcionalesa lasdistanciasgenéticashalladas(númerode mutacionesentrelas se-
cuenciascomparadas).Comoconsecuencia,ademásdel valorde la probabilidadde
los nodos,estos árbolesmuestranun segmentode referenciacuya longitud es
proporcionalal númerode mutaciones.

7.3. Programaspara análisisde datos

Entrelos programasmásutilizadosestánlos siguientes:

— PHYLIP. Es un programaparahacerfilogeniasa partir de caracteresnu-
merosos(secuencias).Permitehacercladogramasbasadostanto en parsi-
moniacomo en máximaverosimilitud y árbolesdedistanciapor distintos
métodos(Jukes-Cantor,Kimura, maximumlikelihood). Se obtienede for-
ma gratuitaa travésdeInternet(http://evolution.genetics.washington.edul
phylip/software.htmlGeneral).
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-~ El programaPHYLIP no dibujaárboles,por lo queesnecesariodisponerde
un programacomplementarioque lo haga.Uno de elloses elTREEVIEW.

— PAUP. Es el más utilizadoen la bibliografíaaunqueno es gratuito.Permi-
te hacercladogramasporparsimonia,MLH y distancias;actualmentedis-
ponedeversionesparatodo tipo de ordenador.

8. Polimorfismoen tamañodefragmentosde restricción(RFLPs)

Algunosproblemasde identificaciónde muestraspuedenresolverse,sin tener
quesecuenciarel segmentode DNA, medianteel reconocimientopor ciertosen-
zimas,los enzimasde restricción,de pequeñassecuencias.Los enzimasde res-
tricción hidrolizanenlacesfosfodiésterenel DNA y secaracterizanpor cortar las
doscadenasdel DNA de forma específicatras reconocerunasecuenciadiana.La
frecuenciacon la cual un enzimacorta un DNA depende del tamañode la se-
cuenciade reconocimiento.Los enzimasderestricciónsehanclasificadoentres ti-
pos(1, II y III) segúnsu diferentefuncionalidady tienencomoprincipal propiedad
laalta especificidad.Unamoléculade DNA generaun conjuntoconstantede frag-
mentos(patrónde restricción)al serdigeridacon unaendonucleasaderestricción
(Fig. 4). Los análisisbasadosen estehechose suelenllevar acabosobreproducto
de PCR. Aunqueen otros ascomicetesy en muchosy variadosestudiossobredi-
versidad,se hanusadolos RFLPs,en líquenesaún no hansidoaplicados.Actual-
menteestosanálisisya no serealizanparaestudiosfilogenéticos,sin embargo,son
interesantes(y másbaratosque los métodosquerequierensecuenciación)paraes-
tudiospoblacionales.Una vez más,la dificultaden los líquenesestribaenencontrar
primer» específicosparala PCRde partida.Puedenaplicarseparaestaprimerafase
losprimer» relacionadosen laTabla 1, si el diseñoexperimentalno requieremayor
variabilidad.

Figuí-a4.~Resu1tadode la restricciónde una región dc ADN ribosómico utilizando el enzima
LlindtlI dc diferentesindividuosde Panchasu/cara.
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8.1. Procedimientoparaprepataciónde lo»RFLPs

El métodopararealizarestatécnicaessencillo y consisteen lapreparaciónde
unamezclaconteniendoel productode PCR,enzimas,tampóny agua;posterior-
mente,el productodela PCRse someteuna incubaciónduranteun tiempoóptimo
preestablecidoparaquese produzcala actuaciónde losenzimasde restriccíon.

8. 1.1. Productosnecesarios

— Productode la PCR.
— Enzimade restricción.
— Tampónapropiadoparala correspondienteenzima.

I~l2O ultrapura.

8.1.2. Protocoloparalos RFLP

La preparacióndebe hacerseen el interior de una cámarade flujo laminar
paraevitarcontaminaciones.Debecuidarsetambiénla esterilidadde todoel ma-
terialqueseuse.Los componentesde la mezcladebenmantenerseen hielo. En la
siguientetablaseesquematizanlos volúmenesde cadaproducto:

pl por ‘nuestra

Tampón(10% volunientoral) 2,0
H20 ulirapura 78
[Bnziniade restricción(2 u pormuestra) 0.2
ProductodePCR lOt)

Volumentotal 20.0

1. Se -añade10111 deproductodePCR a 10 tuboseppendorfrotulados.
2. En otro tubose realizaunamezclacon los restantescomponentesdela re-

acción.Se agitacon vórtex suavemente.
3. A cadatubode los quecontienenel productode la PCR,se añaden10 ji

de la mezclay se agitacon vórtex suave.

Esteesquemase sigueparatantosenzimascomo se deseeutilizar. Cadatubose
lleva a bloque térmico o bañoa la temperaturarequeridapara cadaenzima. El
tiempode incubaciónesvariableperose sugiereno menosde3 horasni másde 12.

El resultadode la restricciónserá un patrón de bandasque se visualizaen
electroforesissiguiendoun procedimientocomo el ya descrito.Dadoquepueden
presentarsefragmentosde muy pocasbases(cortos) es recomendablepreparar
gelesdepoliacrilamidaen los que la resoluciónes mayor. Hay tambiénagarosases-
pecialesde alta resolución.
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9. Amplificaciónal azarutilizando primersde selecciónarbitraria (RAPDs)

Una técnicamuy utilizada (HENRY, 1997) paracaracterizaciónde DNA am-
plificarlo utilizandoprimer» cortosde secuenciaarbitraria; comoresultadoseob-
tieneun patróndebandas(Fig. 5) quepuedeserusadocomo marcadorgenéticode
unapoblación.Estatécnicatienedosgrandesventajas.La primeraesqueno esne-
cesariotenerun conocimientoprevio del genomao genomasa comparary en se-
gundolugar, es una técnicamuy sensibleporquehaceintervenira todo el genoma
donde,como se sabe,hay ingentescantidadesde DNA silencioso,muy variable,
quepermite establecerdiferenciasno sóloentretaxonespróximosentresi sino in-
cluso entreindividuos de la mismaespecie.

La técnicadeRAPD ha sido ampliamenteaceptadaparalos más diversosob-
jetivos, perosu aplicación al estudiode los liquenespresentaciertasdificultades
(MURTACI! el al., 1999).La dificultad principal es que,dadoqueel DNA quese
aislaa partir de talo liquénicoesDNA total, siendo losprimer» arbitrarios,no po-
demosdeducir,entrelas bandasobtenidas,cuálescorrespondena foto o a mico-
bionte. Esto ha sido visto como una insalvabledificultad por algunosautores
(MURTAGH u al., 1999).A pesarde estosinconvenientes,la técnicaseráaúnutili-
zaday discutidaen losestudiossobrelíquenesy, por tal razón,ha sido recogidaen
el presentetrabajo.Ademástiene,sinduda,aplicacionesinmediatassi separtede
cultivosaxenicos.

Comose haseñalado,los RAPDssuelenutilizarseenestudiospoblacionalesya
quepermitenestimarvariabilidadgenotipicaentremuestrasmuy parecidas.Un pa-
trón de bandas(Fig. 5), resuLtadode unapruebade RAPD, puedeserespecificode
iazas,variedadesy/o individuos.

Figura5~Rcsul[adosde la amplificaciónpor RAPOsde diferentesindividuosde Phvsconiadis-
Icírta utilizando el misino prImer.

~; ~fbfl -

4 12 > L - ~- -
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9/. Pí-ocesopal-a la preparacióndeRAPDs

Consisteen unaPCRcuyosprincipios básicosno difieren delos descritosan-
teriormente.No obstante,existenciertasdiferenciasquesedetallana continuación:

Mientrasen la PCRsetrabajacon unaparejade primer»generalmentees-
pecíficosque amplifican copiasde una región conocidade DNA, en los
RAPD seutilizan seriesdeprimer» de secuenciaarbitrariaquehibridan con
un ciertonúmeroderegionesdel DNA, en principio desconocidas,origi-
nándosemultiples copiasdetamañodiferente.
Dadoque la unión de losprimer» esinespecífica,la temperaturadehibri-
daciónquese usaes más baja,oscilandoentre35-38

0C, segúnlos proto-
colos.

— En general,se alarganlos tiemposde polimerización,lo quepermitela am-
plificación tanto de segmentosde bajo como dealto pesomolecular.

— En general,el númerode ciclos suele serligeramentemayor (habitual-
menteentre40 y 45 ciclos).

— Laspolimerasasutilizadashande sermásactivas(mejoruna 7’aq procedente
de The¡-musaquaticusqueunaTth, procedentede The¡-musthermophilus).

La concentraciónde las mismasen el volumenfinal dereacción,sueleser
másaltaqueenel casode unaPCRconvencional.
Puestoque el mismoDNA debeservirde molde paradiferentesprimers y
puestoquesueleutilizarseestatécnicaparaestudiospoblacionales,donde
se analizanun númeroelevadode individuos, serecomiendadisminuirel
volumende reaccióny cargartodoel productode reacciónenlos pocillos
del gel.

9.1.1. Esquemay recomendacionesparaRAPDs

— Los dNTPssuelencomprarseen formadesoluciónmatriz concentrada,a
partir de La cual sedebenprepararios stock con una concentraciónde
5 mM.

— DebenutilizarsemicropipetasexclusivasparaRAPDs.
— Todos los productosde reaccióndebenseragitadosen el vórtex antesde ser

utilizados. El enzimase agitay se sometea un pulso decentrífuga(spin)
parano perdervolumen.

9.1.2. ProtocoloparaRAPDs

Secalculanlas cantidadescorrespondientesal volumendereacción,utilizando
2 ji de DNA por cada10,5 111 demezcladereacción.
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DNA H,0 7ampc5n MgCI, dNTP Prinier
5 Polimerasa

Concentración
inicial de
alícuota

¡Ox 25 mM 5 mM 5 niM lO unidad/pi

Conceníración
en la icaccion

lx 4niM 200pM 0,2 niM 0,064 unidad/pl

Volumen
para[2.53 pi

2k1 6,2pl 1,25 ¡tI 2 pl 0.5 pl 0,5 ¡tI 0,08 pl

* Se repetiran[anuasreaee¡OnesCorno primer.ssc vayana utilizarde foria que el ADN de [odos os individuos

ana[i,adosreaccionarácon [odos osprimes.

Con el fin de evitarerroresse recomiendaprepararuna tabladondese repre-
sentenlas muestrasy los componentesde la reacción,en estecaso,para 12 mues-
tras.Todoslos volúmenesse daránenji.

DNA

2x tubo

11,0

6.2

99,2

Tanípón

1,25

2t1

MgCl,

2

32

dNTP P,imer*

0,5

8

0,5

8

Pol,oie,ava

0.08

1,28

* Se repetirantan[as reaccionescornoprimers
ana[ izados-reaccionaráconlodos [osp,-une-us -

se vayan a ulilizar dc turnia que el ADN de todos los individuos

9.1.4. Programacióndel termociclador

Los pasos2, 3 y 4 constituyenel ciclo quese repetirá45 veces.Entreel paso3
y 4 se estableceun gradientede temperaturaen ascensocon una velocidadde
0,40C/seg.Al final del proceso,los productosdereacciónpermanecerána4 grados
parainactivarla polimerasa.

43

Muest,a

2
3
4
5
6
-7
8
9
It)
II
12
Positivo
Negativo
Extra
Extra

Total
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Pasos Temperatura liempo

94
5C 6min

2 940C 1 edn
3 360C 1 lasin
4 720C 6min
5 725C Óniin
6 4~’C cte

9.2. Problema»en los RAPDs

Los problemasquepuedeofrecerunareaccióndeestetipo sonsimilaresa los
descritosparaotros tipos de amplificacióny sedebenabordarde igual forma. Sin
embargo,existeun problemaadicionalcon los RAPDS.Dadoqueun primer mes-
pecíficopuedeunirsea unagrancantidadderegionesdeDNA, cualquierpequeña
variación de los parámetrosde reacciónpuedemodificar los resultados.Es im-
prescindibleregularampliamenteesteproceso.
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ANEXO

A continuaciónserelacionanlosreactivosmásusualesen las concentracionesnecesanas
para la mayoríadeprotocolos.Porrazonesprácticas.seha incluido algunono citadoen el
texto. Pucdeencontrarseinformación másdetalladaen SAMBROOK et al. (¡989).

PREPARACIÓN DE STOCKS

STOCKS

Tris 1 M pH 8,0
EDTA 0,5 M pH 8,0
CTAB 4% wlv
NaCí4 M
NaCí5 M
SDS 10%wlv ph?.2

Concenoac.,on
que queremos

co el stock

IM
0,5 M

4%w/v
4M
SM

Volumen
de .srock que

queroflos
prepatal

0,500 1
0,250 1
0,1001
0.1001
0,1001
0.1001

Peso
Mole-
cola,

121,14
372,24

58,44
58.44

Cantidaddeproducto
que /lay que usar

60,57 g + aguadestiladahasta500 nl
46,53 g + aguadesiladahasta250 ml
4 g + aguadestiladahastalOO ml
23,376g + agua destiladahasta100 ml
29,22 g + aguadestiladahasta100 nl
10 g + aguadestiladahasta lOO ml

Tris 1 M pH 8.0
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Disolver60,57 g deTris base(hidroximetil aminometano)en 400ml deHp.
Ajustarel pH añadiendoHCI concentrado.

Como referencia,las cantidadesaproximadasdeHCI que hacenfaltaparaconseguirlos
pHs indicados(para500 ml de solución)son:

pH HCI

7,4 35m1
7,6 30m1
8,0 21 ml

Ej.: paraconseguirpH 8,0añadir 17ml y pocoapocoir añadiendomáshastaajustarel
pH adecuado.

Permitirquela soluciónseenfríeatemperaturaambienteantesderealizarel ajustefinal
del pH.

—~ Ajustarel volumende la solucióna 500 ml conaguadestilada.
—~ Esterilizar.
— Cuardaren nevera(40C).

Observacíones

—~ El pH de la solucionesTris dependede la temperaturay decreceaproximadamente
0,03 unidadesdepH por cada1 0C de incrementode temperatura.Porejemplouna
solución 0.05 M tienevaloresdepH de9,5,8,9 y 8,6 a50C, 250Cy 370C respec-
tivamente.

EDTA 0.5 M PH 8.0

— Añadir46,53 g de etilen-diamin-tetraacetatodisódicodihidratado (= ac.etilen-di-
nitrilo-tetracéticosal disódicadihidratada)en200 ml de aguadestilada(EDTA).
Agitar vigorosamenteconagitadormagnético.
Ajustarel pH hasta8,0 con NaOH (‘—~ 5 g de NaOH enpellets).

-— Enrasara250 ml conaguadestilada.
— Esterilizar.
-— Cuardaren nevera(4 0C).

Observaciones

— La sal disódicade EDTA no se solubilizahastaquela soluciónestáajustadaapro-
ximadamentea 8,0por adiccióndeNaOH.

CTAB (hexadeciltrimet¡lamoniumbromuro)4% wlv
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— Disolver4 g de CTAB en 100 mIdeaguatniliQ.
— Guai-daren nevera(40C).

NaCí 4 M

— Disolver23,376g deNaCí en 80 mIdeaguadestilada.
— Ajustar el volumena lOO ml conaguadestilada.
— Esterilizar.
— Guardaren nevera(40C).

NaCI 5 M

— Disolver 29,22 g deNaCí en 80 ml deaguadestilada.
— Ajustar el volumena lOO ml con aguadestilada.
— Esterilizar.
— Guardarennevera(4 0C).

SI>S 10%

— Disolver 10 g deSDS en 90 ml de aguadestilada.Calentara68 0C parafacilitarla
disolución.

— Ajustarel pH a 7,2 añadiendounaspocasgotasde HCI concentrado.
— Enrasarel voltírnen a lOO ml conaguadestilada.

Observaciones

— Hay quetísarmasczuilla,guantesy limpiar todo biencuandoscpesaporquelos cris-
talesde SDSsedispersanconmuchafacilidad.No necesitaesterilización.En nevera
(40C) seprecipitay hay que calentary agitara 650Cantesde tísar.

TAMPONESDE ELECTROFORESIS

CcJnhclacla o nado Volu¡oenquec/uc,cniosprcpa;cts (<sosenl,ac-¡¿odclslos-k sonseJst,acío SOs

Tris (sol do)
Ácido acético puro
EDTA 0,5 M pH 8.0 (en nevera)
Agua destilada

242 g
573 nil
[00ml

hasta 1

1.000 nl 2 M
1 M

(1.05 M

1. TAE (Tris acetato-EDTA)(stockconcentrado5O~d

2. TAEIx

— El ralupóncon el quese rellenanlas cubetasy sehaceel gel. sepreparacon las si-

Bolasira Cosopíuteos 5
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Corneot/acion
enel stockSt/y

Volumen
que/íeosos
puestodel
stock50*

Volumen
prepatudo

-
desolucion

de trabajo Ir

Conc-c’nt,cu¡¿ti
-

ca ¿ci salució~i

de Itabajo Ir

Tris
Acido acético
EDIA 0.5 M
Agua destilada

2 M
1 M

0.5 M

40 nl siock SOs

[960 nl

2.000 ml 0.04 M*

0,1)01 M**

* 0(14 M Trisacelalo = 40 nl >< 2 MI 2000 <ni

1 M KOlA = 4t} oil ~t).0S/ 2ty5.[ ml.

guientes cantidades: 40 ml TAE 50x en 1960 mIde agua destilada (para 2 litros).

Las concentraciones que hay en esta solución se indican en la tabla siguiente.

TAMPONES DE EXTRACCIÓN DE DNA

JAMPONA
Volumen

de tampc5oA
c¿uec¿ucremos

Concenoac‘¿a
queque/cmos
en tcl/npónA

Concentración
quelc•nemos
co cl stock

Volumen
destock
a utiliza,

Tris] niM
EDTA 30 niM
CTAB 1,4% w/v
NaCí 1 M
11,0

250 ml 7 mM
30 mM

1,4% w /v
1 M

l.000 n,M
500mM
4% w/v

4M

1,75ml
15 ml

81.5 ml
62,Snsl

hasta250ml

1. Tampón A (lisis) para extracciónde DNA con CTAB

Esterilizar.
Guardar en nevera(40C).

2. Tampón B (precipitación) para extraccióncon CTAB

TAMPON R
Vo/¡oneJs

dc tampcníE
c¿uequeremos

Conce/it> ac¡chi
c¿ue c¿ue/ensos
¿/1 tanip is E

(omsetilrcu ¡(Ji
quetemen/os
eoel stock

Volnoíe¡í
destock
a utilizar

CIAR 0,5% w/v
NaCí 40 mM
11,0

250 ml (1,5% sr/y
40 mM

4% w/v
4 M

31,25ml
2,5 ml

hasta250nil
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— Esterilizar,
— Guardar en nevera (4 0C).

SOLUCIONES DIVERSAS

1. TE 10:1 (Tris-EIYI’A) pH 8,0

Conceat/ación
quequeremos

Volumen
que que/cosos

Concenlrac.ióodelstc,ckquetenemos
Cúdda ual,zar

Tns Cl pH 8,0 lO niM
1 niM EDTApH 8.0
Agua destilada

lO mM
1 mM

lOO ml 1 M (= 1.000mM)
0,5 M (= 500 mM)

1 ml stock
0,2 rut de stock
98,8ml de agua

dcslilada

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

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

Se preparan 50 mí, y se almacena en nevera (4 O()

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

— 1 g de bromuro de etidio en 100 ml de agua destilada.
— Agitar con agitador magnético durante varias horas hasta asegurarse de que el co-

lorante se ha disuelto.
— Empaquetar en papel de aluminio o transferir la solución a bote oscuro
— Guardar doblementeprotegidoen varios botesy almacenar en el cajón de la nevera

(40C).

4 Cloroformo: isoamil alcohol 24:1 y/y (= triclorometano: 3-metilibutanol 24:1)

— Se preparan lOO ml.
— Poner 96 ml de cloroformo en 4 ml de isoamil alcohol.
— Guardar en nevera (4 0C).

Observaciones

Esta mezcla se evapora fácilmente. Cuando se coloca en el baño hay que taparla.

5. Isopropanol

50
Bolanica Coniplulcosis
1999. 23, 13-Si
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Guardarencongelador.
6. Etanolal 70 %

Guardar a 40C.

Precauciones

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

Botanica Conipiutensis
1999,23,13-5l51
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