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Ensayos

Resumen Abstract Résumé

Análisis de iniciadores con herramientas 
bioinformáticas libres en línea

La PCR es una técnica in vitro utilizada 
para ampl i f icar  enz imát icamente 
una región determinada de ácido 
desoxirribonucleico (ADN), delimitada 
por dos fragmentos de secuencias cortas 
de ADN llamados iniciadores. La PCR 
es apta para el análisis de expresión 
génica, evolución molecular, genética de 
poblaciones, genómica, medicina forense 
entre otros. Para llevar a cabo la reacción 
de PCR es necesario utilizar iniciadores. 
Antes de utilizar los iniciadores, es 
imprescindible analizar la secuencia de 
cada uno, previo a la realización de la 
reacción de PCR en el laboratorio, para 
así, conseguir experimentos exitosos. 
Los iniciadores deben cumplir ciertos 
requisitos que son necesarios para ser 
considerados como óptimos, como: 
Longitud, especificidad, temperatura de 
fusión y temperatura de alineamiento.
En este trabajo, presentamos una 
revisión para el análisis de secuencias 
de iniciadores de manera sencilla, por 
medio de herramientas bioinformáticas 
disponibles en línea. Estos tipos de análisis 
son altamente específicos y es necesario 
hacerlos antes de realizar estudios en el 
laboratorio.

PCR is an in vitro technique used to 
enzymatically amplify a specific region of 
deoxyribonucleic acid (DNA), delimited 
by two fragments of short DNA sequences 
called primers. PCR is suitable for the 
analysis of gene expression, molecular 
evolution, population genetics, genomics, 
forensic medicine, among others. Primers 
are needed to carry out the PCR. Before 
being used, it is essential to analyze 
the sequence of each primer prior to 
the completion of the PCR reaction in 
the laboratory to carry out successful 
experiments. The primers must meet 
certain requirements to be considered 
optimal, such as length, specificity, melting 
temperature and alignment temperature. 
In this paper, we present a review for the 
analysis of primer sequences in a simple 
way, using bioinformatic tools available 
online. This type of analyzes are very 
specific and need to be carried out prior 
to conducting studies in the laboratory.

La PCR est une technique in vitro utilisée 
pour amplifier de manière enzymatique 
une région déterminée de l´acide 
désoxyribonucléique (ADN) et délimitée 
par deux fragments de séquences 
courtes d´ADN appelées sondes. La 
PCR est appropriée entre autres pour 
l´analyse de l´expression de gènes, 
l´évolution moléculaire, la génétique de 
population, la recherche génomique et 
la médecine légale. Pour mener à son 
terme la réaction de PCR, l´utilisation de 
sondes est nécessaire. Avant d´utiliser ces 
dernières, il est impératif d´analyser la 
séquence de chacune antérieurement à 
la réalisation de la réaction de PCR dans 
le laboratoire pour garantir la réussite 
des expériences. Les sondes doivent 
remplir certains prérequis nécessaires 
à l´optimisation du procédé tels que la 
longitude, la spécificité, la température 
de fusion et celle d´alignement. A travers 
ce travail, nous présentons une révision 
de l´analyse de séquences des sondes 
de manière simple, par le biais d´outils 
bio-informatiques disponibles en ligne. 
Ces types d´analyses sont extrêmement 
spécifiques et il est indispensable de les 
mener à bien avant de réaliser des études 
en laboratoire.
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Introducción
La idea de la reacción en cadena de la polimerasa, PCR (por sus siglas 

en inglés Polymerase Chain Reaction) fue desarrollada en los años 80 por 

Kary Mullis. Con esta técnica, revolucionó la biología molecular y por ello 

obtuvo el premio Nobel (Mullis. K. 2017). La PCR es una técnica in vitro, 

utilizada para amplificar enzimáticamente una región específica de ácido 

desoxirribonucleico (ADN) (Mullis. K. y Faloona F.A. 1987). La región de 

ADN de interés se limita por dos iniciadores, que son fragmentos cortos 
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a cabo la reacción de ADNc a partir del ARN. Una 

vez que se obtiene el ADNc, se continua la reacción 

de PCR como en la PCR-pf. En este tipo de PCR, los 

iniciadores se analizan de la misma forma que para 

PCR-pf.

2.3 PCR múltiplex
En este tipo de PCR, se amplifica más de una 

secuencia de interés en una misma reacción. Se 

emplean múltiples pares de iniciadores (hasta 8) 

en un solo tubo de reacción, con el fin de amplificar 

simultáneamente diferentes secuencias de interés. 

Los amplificados se ven como múltiples bandas en un 

gel de agarosa. Requiere una cuidadosa optimización. 

Los iniciadores para este tipo de PCR, se analizan 

de la misma manera que para la PCR-pf, además las 

temperaturas de alineamiento deben ser semejantes.

2.4 PCR anidada o nested
Este tipo de PCR es muy sensible. Para que se lleve 

a cabo la reacción se requieren cuatro iniciadores. 

En la primera reacción, se amplifica ADN con un 

par de iniciadores externos a la región de interés. El 

amplificado de este primer PCR, se emplea como 

molde para realizar una segunda reacción. En la 

segunda reacción, se utiliza otro par de iniciadores, 

que son iniciadores internos a la región previamente 

amplificada durante la primera reacción. Al momento 

de analizar o diseñar iniciadores para este tipo de PCR, 

se deben tomar en cuenta las regiones a amplificar, un 

par de iniciadores que amplifique la región externa, 

además de cumplir con las características óptimas 

de un iniciador y el segundo par de iniciadores que 

delimite la región de interés dentro del amplificado 

obtenido con los iniciadores externos.

2.5 PCR en tiempo real
Este tipo de PCR a diferencia del PCR convencional 

permite la cuantificación de los productos de la 

amplificación. La PCR en tiempo real detecta el 

aumento de fluorescencia durante la reacción, que 

se relaciona directamente con el número de copias 

que están siendo amplificadas. A menor número 

de copias presentes inicialmente, menor el número 

de ciclos necesarios para detectar fluorescencia. 

Durante la reacción, se puede visualizar la cinética 

de cada reacción en tiempo real permitiendo una 

cuantificación sensible y específica.

de ADN. Esta reacción puede iniciar a partir de una 

sola cadena de ADN, que se amplifica hasta obtener 

millones de copias del original en unas pocas horas. 

Para mejorar la especificidad de la reacción, se deben 

seleccionar cuidadosamente los iniciadores y de esta 

manera disminuir el riesgo de formación de dímeros y 

de productos inespecíficos que alterarían el resultado.

	 La PCR es útil para diversos tipos de análisis 

como: análisis de expresión génica, molecular, 

genética de poblaciones, genómica, medicina forense, 

detección de patógenos y análisis de mutaciones, 

entre otros. 

	 Existen varios tipos de PCR desarrollados hasta 

ahora, como: PCR punto final, RT-PCR, PCR multiplex 

y PCR en tiempo real. Es indispensable analizar la 

secuencia de cada iniciador previo a la realización 

de la reacción de PCR en el laboratorio, para lograr 

experimentos exitosos.

	 En este trabajo, mostramos una manera sencilla 

de analizar secuencias de iniciadores, empleando 

herramientas bioinformáticas disponibles en línea.

2. Tipos de PCR
2.1 PCR punto final o PCR convencional
La PCR punto final (PCR-pf), es una reacción que se 

lleva a cabo in vitro. Para realizar la reacción de PCR-

pf, se requiere un par de iniciadores que delimiten 

la secuencia de ADN a amplificar. La secuencia 

delimitada se amplifica millones de veces a partir de la 

copia del original. Los iniciadores utilizados para esta 

PCR se analizan con herramientas bioinformáticas, 

estas herramientas bioinformáticas nos arrojan 

pares de iniciadores con sus ciertas características, 

se escogen los que cumplan con las características 

óptimas. Las características que deben cumplir los 

iniciadores, se mencionan en una sección específica 

más adelante (Mullis. K. y Faloona F.A. 1987).

2.2 RT-PCR
Es un tipo de PCR en el que se emplea ácido 

ribonucleico (ARN) como secuencia molde en lugar 

de ADN. La enzima transcriptasa reversa realiza la 

síntesis de ARN a ADN complementario (ADNc). 

En esta primera reacción, se pueden utilizar como 

iniciadores de secuencia aleatoria que se unen al 

azar a cualquier región del ARN molde, iniciador 

poli T o secuencias específicas, esto permite llevar 
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	 Se uti l izan principalmente dos t ipos de 

fluorocromos. Se emplean fluoróforos que se unen 

a DNA de doble cadena, como SYBR Green o Eva 

Green, éstos se unen inespecíficamente al DNA 

de doble cadena y producen fluorescencia. Estos 

fluorocromos no son específicos ya que se unen a 

toda molécula de ADN de doble cadena, incluyendo 

los dímeros de primer. Otra alternativa, es el uso de 

sondas específicas fluorescentes, como las sondas 

de hidrólisis TaqMan o UPLs. Esta técnica permite 

la cuantificación específica del ADNc de interés. El 

uso de SYBR Green o Eva Green implica un diseño 

muy cuidadoso de los iniciadores, de forma que 

el amplificado contenga secuencias de diferentes 

exones. Para el análisis de los iniciadores se realiza 

como para la PCR-pf.

3. Reacción de PCR-pf
La reacción de PCR-pf se lleva a cabo de la siguiente 

manera (Figura 1). En el primer ciclo se sintetizan 

los primeros fragmentos a partir de AND a amplificar 

(Figura 1A). Se desnaturaliza la doble cadena de ADN 

entre 94-98ºC (Figura 1B), posteriormente se lleva a 

cabo el alineamiento de los iniciadores entre 40-60ºC 

(Figura 1C), seguido de la unión de la ADNpolimerasa 

a los iniciadores y la replicación entre 70-72ºC (Figura 

1D). Estos fragmentos de ADN no tienen el tamaño 

esperado (delimitado por los iniciadores), ya que 

la enzima copia a partir de cada iniciador y hasta el 

final de la cadena de ADN en dirección 5´-3´ (Figura 

1E). En el segundo ciclo se repite la reacción (Figura 

1F–1H), los iniciadores, además de unirse al ADN del 

cual se parte, también se unirán a los fragmentos 

sintetizados del primer ciclo, por lo que en este 

segundo ciclo la enzima sintetiza dos fragmentos 

largos (ADN molde) y dos fragmentos del tamaño de 

ADN delimitado entre los iniciadores (Figura 1H). Así, 

con cada ciclo aumenta el número de fragmentos 

del tamaño deseado. Como cada fragmento nuevo 

sintetizado sirve como molde para sintetizar otros, 

en el siguiente ciclo el número de copias aumenta 

en forma exponencial (Figura 1I–1L). A partir de una 

sola molécula de ADN en el ciclo uno, se producen 

millones de fragmentos de ADN de interés al término 

de la reacción y solo algunos fragmentos tendrán un 

tamaño mayor, dos por cada ciclo, esta cantidad no 

es detectable al analizar el producto (Figura 1M), el 

número de ciclos comúnmente usados es entre 30 

a 40 (Mullis y Faloona 1987; ADNIc 2017; Somma y 

Querci 2007; Li-Yeh, Yu-Huei, Cheng-Hong 2013; Evans 

2009; Bermingham y Luettich 2003). Los rangos de 

temperaturas durante la reacción deben optimizarse 

para cada reacción específica, así como el número 

de ciclos.

4. Iniciadores
Para que se lleve a cabo exitosamente la PCR es 

primordial que los iniciadores sean específicos. 

Los iniciadores como ya lo mencionamos antes, 

actúan como punto de partida y unión para la ADN 

polimerasa durante la síntesis de ADN del fragmento 

a amplificar. Cada iniciador es complementario 

a una de las cadenas del ADN en estudio, uno de 

los iniciadores debe tener la misma secuencia 

que se encuentra en una de las cadenas del ADN 

(iniciador sentido) y el otro deberá tener la secuencia 

complementaria que estará al final del fragmento que 

se quiere amplificar (iniciador antisentido).

	 Previo a la realización de la reacción es 

indispensable analizar la secuencia de cada iniciador. 

Este análisis se lleva acabo con herramientas 

bioinformáticas diseñadas para este fin. Antes 

de realizar el análisis de los iniciadores sentido y 

antisentido, es indispensable conocer los requisitos 

que dichos iniciadores deben cumplir para ser 

considerados como óptimos (ADNIc 2017; Li-Yeh et al., 

2013; Dieffenbach, Lowe, Dveksler 1993; Ye, Coulouris, 

Zaretskaya, Cutcutache, Rozen, Madden 2012) y así 

poder utilizarlos para la reacción de PCR.

4.1 Características de iniciadores
4.1.1 Longitud del iniciador
Cada iniciador sentido y antisentido debe contar con 

una longitud de entre 18-24 bases, ya que la cantidad 

de bases influye en la especificidad de la secuencia 

a amplificar, siempre y cuando la temperatura 

de alineamiento sea la óptima. La longitud del 

iniciador influye en la eficiencia del alineamiento, 

cuanto más largo sea el iniciador, menos eficaz 

será la alineación. Al unirse una menor cantidad 

de iniciador a la secuencia de ADN molde en cada 

ciclo, se tiene como consecuencia la disminución 

de la cantidad del producto amplificado de forma 

significativa. Sin embargo, los iniciadores no deben 
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ser demasiado cortos, ya que pueden llegar a unirse 

de forma inespecífica. Esto tiene como consecuencia, 

amplificados de productos no deseados y una 

disminución del producto de interés.

4.1.2 Especificidad
Los iniciadores, deben ser específicos para delimitar 

la región que se quiere amplificar. La especificidad del 

iniciador depende al menos en parte de su longitud. 

Los iniciadores deben elegirse de forma que tengan 

una secuencia única dentro del ADN a amplificar. 

Como la ADN-polimerasa puede activarse a diferentes 

temperaturas, la extensión del iniciador se produce 

a una temperatura inferior a la de alineamiento. Si 

la temperatura es demasiado baja, puede darse un 

alineamiento inespecífico. Los mejores resultados se 

obtienen con una temperatura de fusión de entre 55 

a 72ºC, que corresponde a una longitud del iniciador 

de entre 18 y 24 bases.

4.1.3 Temperatura de fusión (Tf)
La Tf es la temperatura a la que la mitad de las hebras 

de ADN se encuentran como banda simple y la mitad 

como banda doble. Es deseable que los iniciadores 

tengan Tf similares o muy próximas, con 5 ºC de 

diferencia como máximo. Si los iniciadores no tienen 

Tf semejantes, la amplificación es menos eficaz e 

incluso puede no llevarse a cabo. El iniciador con la 

Tf mayor, funciona mal a temperaturas más bajas y el 

iniciador con la Tf más baja, no se une a temperaturas 

más elevadas. Para evitar estos problemas durante 

la reacción, se analizan los iniciadores por medio 

de herramienta bioinformáticas que indican la Tf de 

cada uno de ellos. Otra forma de conocer la Tf es 

calculándola por medio de la fórmula Tf = 4(G+C) 

+ 2 (A+T), esta fórmula da una buena aproximación 

del valor de Tf de cada iniciador y es válida para los 

iniciadores de entre 18 y 24 bases. Existen diversos 

sitios en internet que son útiles para realizar este 

cálculo. A continuación, indicamos tres direcciones 

de páginas Web donde se puede calcular la Tf de 

iniciadores, así como otros parámetros útiles para la 

reacción.

http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html 

http://www6.appliedbiosystems.com/support/techtools/calc/

http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html

4.1.4 Temperatura de alineamiento
Los iniciadores, deben contar con una temperatura 

de alineamiento de al menos 50 ºC. La relación entre 

temperatura de alineamiento y temperatura de fusión 

es:

	 La temperatura de alineamiento debe ser inferior 

en 5 ºC a la temperatura de fusión (Talineamineto = Tf iniciador 

– 5 ºC).

	 Esta temperatura sirve de referencia, ya que 

es posible que la temperatura de alineamiento 

determinada empleando esta regla no sea la adecuada 

y se tengan que efectuar varios experimentos para 

determinar la temperatura óptima de la reacción.

	 La manera más sencilla de calcular la temperatura 

de alineamiento, es con un termociclador de 

gradiente, donde se prueba en una solo corrida varias 

temperaturas y así determinar la temperatura óptima 

de una reacción en particular. Una Talineamineto alta, 

evita la unión de los iniciadores y una Talineamineto baja, 

favorece la unión inespecífica de los iniciadores. Ésto 

tiene como consecuencia, la obtención de tamaños 

diversos de amplificados, que al final del proceso 

se observan en el gel de agarosa como bandas 

inespecíficas.

4.1.5 Secuencias complementarias del iniciador 
Se deben evitar regiones con capacidad para formar 

estructuras secundarias internas, como la formación 

de dímeros, complementariedad entre ellos o 

formación de horquillas. Es indispensable que los 

iniciadores no presenten secuencias con homología 

interna de más de 3 pares de bases. Si el iniciador 

tiene zonas de auto homología, se pueden formar 

estructuras en horquillas que interfieren con el 

alineamiento al ADN molde. Una homología parcial 

en las regiones centrales de los iniciadores también 

puede interferir con la alineación. Si la homología 

se produce en el extremo 3’ de cualquiera de los 

iniciadores, pueden formar dímeros de iniciadores, que 

en general impiden la formación del producto deseado 

por un mecanismo de competencia. (Figura 2)

4.1.6 Contenido de G/C y tramos de 
polipirimidina (T, C) o polipurina (A, G)
El contenido de G:C (Guanina:Citocina) debe estar en 

el rango de entre 40 y 55%. Entre más número de G y C 

tenga el iniciador, mayor será la temperatura de fusión 
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(Tf). Por otro lado, también se deben evitar secuencias 

de poli X (X= G o C o T o A), la presencia de 

secuencias de poli G o poli C favorecen la hibridación 

inespecífica. Las secuencias de poli-A y poli-T pueden 

reducir la eficacia de la amplificación, así como de 

los tramos de polipirimidinas (T, C) y polipurinas (A, 

G). Lo ideal es que los iniciadores tenga una mezcla 

aleatoria de nucleótidos, un contenido de GC del 50 

% y una longitud aproximada de 20 bases. De esta 

manera, la Tf estará entre 56 – 62 ºC.

4.1.7 Secuencia en el extremo 3’
Un punto importante es la inclusión de un residuo de 

G o C en el extremo 3’ de los iniciadores. Extremos 

3’ con G/C son adecuados debido a que los triples 

enlaces que forman estas bases favorece la eficacia 

de la reacción. Además, minimizan la posibilidad 

de que se abra la doble cadena formada entre el 

iniciador y el ADN a amplificar.

5. Análisis de iniciadores
Un par de iniciadores que no se anal izan 

adecuadamente pueden llevar a obtener poco 

producto, productos inespecíficos o incluso ningún 

producto, debido a una amplificación inespecífica 

y/o a la formación de dímeros de iniciadores que 

compiten durante la reacción.

	 Para realizar el análisis de iniciadores se 

utilizan herramientas bioinformáticas gratuitas que 

se encuentran en línea. Con estas herramientas 

bioinformáticas, podemos contrastar las secuencias 

de los iniciadores contra bases de datos y así 

caracterizarlos. Con los resultados obtenidos del 

análisis, determinamos si los iniciadores analizados 

son adecuados o no, para realizar la reacción de PCR 

en el laboratorio.

6. Herramientas bioinformáticas 
para el análisis de iniciadores
Existen varias herramientas bioinformáticas que 

se pueden utilizar para analizar los iniciadores. 

En este documento vamos a comentar dos de 

las herramientas más utilizadas, BLAST y Primer-

BLAST, estas herramientas no son excluyentes, se 

complementan para el análisis de los iniciadores 

(Tabla 1).

6.1 BLAST
La herramienta bioinformática de búsqueda de 

alineamiento local básico BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool), se encuentra dentro de la 

página de PubMed, www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed, 

PubMed fue desarrollado por NCBI (National Center 

for Biotechnology Information). Es un motor de 

búsqueda de acceso libre a la base de datos de 

MEDLINE de citaciones y resúmenes de artículos de 

investigación biomédica (Figura 3). Dentro PubMed, 

encontramos la opción BLAST y dentro de ésta la 

opción nucleotide blast (nr: no redundantes) (Figura 

4 y Figura 5). Transcribimos la secuencia del iniciador 

sentido, en el sentido 5´a 3´ e iniciamos el análisis 

(Altschul, Gish, Miller, Myers, Lipman, 1990).

	 Como ejemplo, se analiza un par de iniciadores 

para el gen gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 

(gadph) de Ovis aries musimon (Figura 6A). Se 

transcribe la secuencia del iniciador sentido, en el 

sentido 5´a 3´, señalamos la opción otros (Others) 

y utilizamos la base de datos de colección de 

nucleótidos nr/nt (Nucleotide collection nr/nt). Damos 

clic en la opción BLAST (Figura 7). En este momento, 

la secuencia se compara contra la base de datos nr/

nt. Se despliegan los resultados (Figura 8A) con las 

secuencias que BLAST reporta como similares (o 

idénticas) al iniciador que se analiza. El resultado 

permite ver la distribución de los alineamientos 

(Figura 8B). Cada banda, representa una secuencia de 

la base de datos que resulta ser similar a la secuencia 

de búsqueda. En el ejemplo, es evidente que para 

la secuencia que se analizó, BLAST encontró varias 

secuencias similares. Esto significa que en varias 

especies se presenta una secuencia homóloga al 

iniciador sentido, está secuencia puede pertenecer a 

la misma familia de proteínas que se esta analizando, 

para ver la especificidad de la especie de interés se 

analizan los valores que arroja el análisis.

	 L a tercera sección,  cor responde a  las 

descripciones de los alineamientos (Figura 8C). 

Ésta es una lista de las secuencias encontradas 

(ordenadas de acuerdo a su valor E), cada uno de 

los alineamientos es evaluado para determinar 

su significancia estadística. Los alineamientos 

resultantes, se llaman pares de alta puntuación High 

Score Pairs o HSPs y el valor de E ó e-valor (e-value) 

de corte, permite definir, qué alineamiento es 
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conveniente de acuerdo a su significancia estadística, 

cuanto menor sea el valor de E más significativo es 

un alineamiento. El valor de E, depende de la base 

de datos empleada y de la longitud de la secuencia 

del iniciador. Además, se despliega una serie de 

datos como la(s) especie(s) con las que coincide la 

secuencia del iniciador sentido y la referencia de la 

secuencia. Se busca entre las especies la de interés 

y se comprueba (Figura 8B) que efectivamente 

sea el gen de interés. Es importante verificar que la 

referencia del gen analizado sea la misma que se 

reportó en el artículo de referencia de la secuencia. 

Si la secuencia del iniciador sentido fue diseñada, se 

tendrá que verificar que el número de referencia del 

iniciador sentido reportado en PubMed, coincida con 

la del iniciador antisentido.

	 Para el análisis del iniciador antisentido, se 

toma la secuencia de dicho iniciador, se elabora 

su secuencia complementaria y posteriormente se 

transcribe la secuencia complementaria de derecha 

a izquierda (Figura 6B).  Con esta secuencia, se 

analiza el iniciador antisentido de la misma forma en 

la que se analizó el iniciador sentido. Al desplegarse 

los datos del análisis, buscamos la especie, gen y el 

número de referencia (Figura 7). Si ambos iniciadores 

coinciden con la especie y número de referencia del 

gen reportado (Figura 8) se continúa con el análisis.

	 Se busca la secuencia reportada del gen de 

interés, en este caso, gadph de Ovis aries musimon, 

(Figura 9), se da clic en la opción FASTA (formato 

basado en texto, utilizado para representar secuencias 

de péptidos, ácidos nucleicos y proteínas, en donde 

las bases o los aminoácidos se representan utilizando 

un código de letras) (Figura 10A).

	 Se copia la secuencia que se despliega y 

posteriormente se pega en una hoja en un procesador 

de texto. En esta secuencia del gen, se buscan 

la secuencia de ambos iniciadores tal como se 

analizaron con BLAST (Figura 10B). Si se encuentra 

coincidencia para ambos iniciadores dentro de la 

secuencia del gen de interés, se procede a contar 

el número de pares de bases. Se cuenta desde el 

inicio de la secuencia del iniciador sentido, hasta el 

término de la secuencia del iniciador antisentido. El 

número de bases debe coincidir con el número de 

bases reportado en el artículo, así como, con el código 

del gen de la secuencia reportada (Altschu et al., 

1990; NCBI-NHI, 2017; Johnson, Zaretskaya, Raytselis, 

Merezhuk, McGinnis, Madden, 2008; Acland, Agarwala, 

Barrett, Beck, Benson, Bollin, et al.) En el caso de la 

secuencia utilizada como ejemplo, ambos iniciadores 

coinciden.

	 La herramienta bioinformática BLAST, presenta 

varias opciones de bases de datos que se despliega 

en la página como: la base de datos de colección 

de nucleótidos (nr/nt) [Nucleotide collection (nr/nt)], 

Secuencia de referencias de ARN [Reference RNA 

sequences (refseq_rna)] y Secuencia de referencias 

genómica [Reference genomic sequences (refseq_

genomic)], entre otras.

6.2 Primer-BLAST
Para el estudio de los iniciadores con Primer-

BLAST, se utiliza la secuencia de iniciadores para 

Ovis aries musimon del gen gadph. La herramienta 

bioinformática, Primer-BLAST, fue diseñada con 

la opción de analizar secuencias de iniciadores 

reportados en la literatura de una manera amigable.

En la página de PubMed, www.ncbi.nlm.nih.gov/

pubmed, en la opción de Primer-BLAST (Figura 11 

y Figura 12), podemos analizar simultáneamente, 

un par de iniciadores (iniciador sentido e iniciador 

antisentido). Ambas secuencias de iniciadores se 

transcriben en dirección 5´a 3´ (Figura 13). En la 

opción de especie, de manera predeterminada 

se especifica Homo sapiens. En esta opción, se 

puede  especificar la especie que se busca o dejar 

la opción en blanco. Dejar la opción en blanco, 

es recomendable, de esta manera la herramienta 

bioinformática nos indica la especies que coincide 

con el par de iniciadores analizados.

	 Al terminar el análisis, se despliegan los 

resultados (Figura 14) y datos como: secuencia de 

los iniciadores en dirección 5´-3´, longitud, Tf, %GC, 

auto-complementariedad y auto-complementariedad 

en 3´. Si los parámetros de los iniciadores 

analizados cumplen con las especificaciones que 

se mencionaron en la sección 4.1, se pueden utilizar 

para realizar la reacción de PCR en el laboratorio. Si 

los parámetros desplegados se encuentran fuera de 

los rangos adecuados, es necesario buscar y analizar 

otro par de iniciadores.

	 Además de los parámetros del análisis, se 

puede ver la referencia del gen o genes con los 
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que coinciden los iniciadores y la especie a la que 

corresponden, así como el tamaño de la secuencia 

especifica a amplificar (amplificado) y la región del 

gen en que se encuentran. Si el análisis confirma 

la especie y gen de los iniciadores, se procede 

a confirmarlo. Las secuencias de los iniciadores 

se analizan de igual manera como se mencionó 

anteriormente con BLAST, cotejándolos con la 

secuencia de FASTA del gen de interés (Figura 9 y 

10), en este caso, gadph. Si existe coincidencia para 

ambos iniciadores dentro de la secuencia a analizar, 

se procede a contar el número de pares de bases. Se 

cuenta, desde el inicio de la secuencia del iniciador 

sentido, hasta el término de la secuencia del iniciador 

antisentido. El número de bases debe coincidir con el 

número de bases reportado en el artículo, así como 

con el código del gen de la secuencia reportada 

(Altschu et al., 1990; NCBI-NHI, 2017; Johnson et al., 

2008; Acland et al., 2014). En el caso de la secuencia 

utilizada como ejemplo, ambos iniciadores coinciden.

	 La herramienta Primer-BLAST, en su página de 

inicio posee como referencia inicial la base Refseq 

mRNA (Resfseq: base de datos de secuencias de 

referencia que es mantenida por NCBI), se puede 

utilizar otras bases de datos para confirmar el 

análisis. Entre las bases de datos que se utilizan se 

encuentran: Refseq base de datos de secuencias de 

referencia genoma representativo, nr (base de datos 

de secuencia de nucleótidos no-redundante), Refseq 

RNA (refseq_rna), Genome (conjunto de referencias 

a partir de organismo seleccionado), Genome 

(cromosoma de todo organismo) y de secuencia 

personalizada (Altschu et al., 1990; NCBI-NHI, 2017; 

Johnson et al., 2008; Acland et al., 2014; Npguera, 

Wright, Camejo, Yilmaz , 2014).

Con la herramienta bioinformática Primer-BLAST, 

se analiza el par de iniciadores, para comparar y 

confirmar los resultados del análisis de los iniciadores 

para gadph de Ovis aries musimon (Figuras 15 y 16).

	 Utilizando las secuencias de los iniciadores 

sentido y antisentido para gadph de Ovis aries 

musimon con las herramientas bioinformáticas 

BLAST y Primer-BLAST con diferentes bases de 

datos, estas secuencias coinciden para el gen gadph 

de Ovis aries musimon, con la referencia reportada 

XM_012166462.1.

	 Los resultados indican que este par de iniciadores 

es adecuado para llevar a cabo la reacción de PCR ya 

que ambas herramientas bioinformáticas y bases de 

datos coinciden con la referencia del gen y código 

reportado.

7. Conclusiones
En este trabajo, utilizamos dos herramientas 

bioinformáticas para el análisis de iniciadores. 

Encontramos que al variar la base de datos contra la 

que se comparan las secuencias de los iniciadores 

cumplen con los parámetros requeridos. En 

base al análisis realizado con dos herramientas 

bioinformáticas, BLAST y Primer-BLAST y realizando 

los análisis con tres diferentes bases de datos, 

podemos tomar una decisión sólida que nos lleva o 

no, a utilizar el par de iniciadores analizados para una 

reacción.

	 Diversos programas de alineamiento de 

secuencias se han utilizado a lo largo de los años 

como: algoritmo de alineamiento local Smith-

Waterman en 1981, FASTA (Pearson y Lipman en 1988, 

BLAST (Altschual et al.) en 1990, WU-BLAST (Gish) 

en 1995, BLASTX (Gish y Lipman) y Gapped BLAST 

(Gish) en 1996, NCBI BLAST 2.0 y PSI-BLAST (Altschual 

et al.) en 1997, FASTA 3 (Pearson), sim4 (Florea et 

al.) y PHI-BLAST (Zhang et al.) en 1998, MegaBLAST 

(Zhang et al.) en 2000, SSAHA (Ning et al.) en 2001 y 

BLAT (Kent) en 2002, ARB (Ludwing et al.) en 2004, 

ProbeCheck (Loy et al.) en 2008 y SILVA (Quast et al.) 

2013. Otras herramientas bioinformáticas disponibles 

son: T-Coffee, Clustal Omega, PRALNE, MAPGAPS, 

Oligo Calc, Clustal W2, Repeat Masker, Align, AligMe, 

PRALINE, TM-Coffee, M-Coffee (Acland et al., 2014; 

Npguera, Wright, Camejo, Yilmaz , 2014; A Portal to 

Free Molecular Biology and Bioinformatics Tools, 

consultado en 2017;  Online analysis tolos, consultado 

en  2017; Omic Tools 2015).

	 Con estas herramientas bioinformáticas y bases 

de datos podemos analizar secuencias de iniciadores, 

sin embargo, Primer-BLAST y BLAST son herramientas 

bioinformáticas amigables, rápidas, simples de usar 

e interactivas. El desarrollo y optimización de las 

herramientas bioinformáticas para el análisis de 

iniciadores, así como la ampliación de las bases de 

datos, conducen a análisis de iniciadores altamente 
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específicos, que conducen finalmente a un análisis 

de expresión génica exitoso. 

8. Bibliografía
A Portal to Free Molecular Biology and Bioinformatics 

Tools http://simgene.com/hosted_tools. [En 

línea] Fecha de consulta 2017.

Acland. A., Agarwala. R., Barrett. T., Beck. J., Benson. 

D.A., Bollin. C., Bolton. E., Bryant. S.H., Canese. 

K., Church. D.M., Clark. K., DiCuccio. M., 

Dondoshansky. I., Federhen. S., Feolo. M., 

Geer. L.Y., Gorelenkov. V., et al. Collaborator 

(61). NCBI Resource Coordinators. (2014) 

Database Resources of the National Center 

for Biotechnology Information. Nucleic Acids 

Research Vol. 42. D7–D17.

ADNIc. https://www.ADNlc.org/resources/spotlight/

index.html. [En línea] Fecha de consulta 2017.

Altschul, F.S., Gish, W., Miller, W., Myers. E.W., 

Lipman. D.J. (1990) Basic local alignment 

search tool. J. Mol. Biol. Vol. 215 (3). 403-410.

Bermingham. N. ,  Luet t ich.  K.  (2003) 

Polymerase chain reaction and its applications. 

Current Diagnostic Pathology  Vol. 9 (3). 159-

164.

Department of Biochemistry and Structural Biology. 

(2014) http://biochem.uthscsa.edu/~hs_lab/

frames/molgen/tutor/blast_databases.html. [En 

línea] Fecha de consulta 2017.

Dieffenbach. C.W., Lowe. T.M., Dveksler. G.S. (1993) 

General concepts for PCR primer design. 

Genome Res Vol. 3 (3). S30-S37.

Evans M.F. (2009) The polymerase chain reaction and 

pathology practice. Diagn. Histopathol Vol. 

15(7). 344-356.

Johnson. M., Zaretskaya. I., Raytselis. Y., Merezhuk. Y., 

McGinnis. S., Madden. TL. (2008) NCBI BLAST: 

a better web interface. Nucleic Acids Research 

Vol. 36. W5–W9.

Li-Yeh. Chu., Yu-Huei. Cheng., Cheng-Hong. Yang. 

(2013) Specif ic primer design for the 

polymerase chain reaction. Biotechnol Lett 

Vol. 35(10). 1541-1549.

Mullis. K. www.karynullis.com. [En línea] Fecha de 

consulta 2017.

Mullis. K., Faloona. F.A. (1987) Specific synthesis of 

ADN in vitro via a polymerase-catalysed chain 

reaction. Meth. Enzymol Vol. 155. 335–350.

NCBI-NHI. http:/ www.ncbi.nim.nih.gov. [En línea] 

Fecha de consulta 2017.

Npguera. D.R., Wright. E.S., Camejo. P., Yilmaz. L.S. 

(2014) Mathematical tools optimize the desing 

of oligonucleotide probes and primers. Appl 

Microbiol Biotechnol Vol. 98(23). 9595-9608.

Omic Tools.(2015) https://omictools.com/multiple-

alignment2-category. [En línea] Fecha de 

consulta 2017.

Online analysis tools (Internet resources for molecular 

biologist). https://molbiol-tools.ca/Alignments.

htm. [En línea] Fecha de consulta 2017.

Somma. M., Querci. M. (2007) Análisis de la presencia 

de organismos genéticamente modificados en 

muestras de alimentos. Sesión 6. Reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR). Luxembuergo: 

Oficina de publicaciones oficiales de las 

comunidades europeas 2007. ISBN-978-92-

79-04831-9. Número de catálogo: LB-X1-07-

033-ES-C. World health organization. Regional 

office for europe. En línea: http://mbg.jrc.

ec.europa.eu/capacitybuilding/documentation.

htm.

Ye. J., Coulouris. G., Zaretskaya. I., Cutcutache. I., 

Rozen. S., Madden. T.L. (2012) Primer-BLAST: 

A tool to design target-specific primers for 

polymerase chain reaction. BMC Bioinformatics 

Vol. 13. 134-144.  http://www.biomedcentral.

com/1471-2105/13/134.



13Temas de Ciencia y Tecnología  | Enero - Abril 2018 ISSN 2007-0977Análisis de iniciadores con herramientas...

BLAST Primer-BLAST

Acceso Libre en línea Libre en línea

Análisis de iniciadores reportados 
por la literatura

Sí Sí

Análisis de iniciadores diseñados por 
herramientas bioinformáticas

Sí Sí

Número de secuencias de iniciadores 
analizadas por análisis

Una secuencia de iniciador Dos secuencias de iniciadores

Es necesario procesar la secuencia 
del iniciador antes del análisis

Si.
La secuencia del iniciador 
reversa se procesa para 
analizarla

No.
Se analizan ambos iniciadores al 
mismo tiempo

Tiempo promedio de análisis Puede tardar entre 2 a 30 
minutos por secuencia de 
iniciador

Puede tardar 1 a 3 minutos por 
secuencia de iniciador y por base 
de datos

Se especifica la especie a analizar Para Humanos, ratón y otras Se puede especificar la especie

Modos de búsqueda No Sí
Automático
Guiado por el usuario
No guiado por el usuario

Puede diseñar iniciadores No Sí

Bases de datos 16 bases de datos
Para ARN, nucleótidos, genoma, 
cromosomas, arqueas y 
bacterias

7 bases de datos
Para ARN, genoma y nucleótidos

Tabla 1. Diferencias y semejanzas entre BLAST y Primer-BLAST para el análisis de iniciadores.

Figura 1. Secuencia de pasos de la reacción de PCR en donde se obtienen 
finalmente millones de copias de una sola cadena de ADN

Figura 1A. Continuación.  

Figura 2. Homología de iniciadores.  A) Ejemplos de formación de 

horquillas de iniciador, B) Ejemplos de formación de dímeros entre 

iniciadores.
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Figura 3. Página de NCBI-PubMed. Se muestra la página de PubMed en donde 
se señala con un asterisco el vínculo hacia la página de BLAST.

Figura 4. Página de BLAST. En la página se señala con un asterisco la opción de nucleotide blast en 

donde se realiza el análisis de iniciadores
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Figura 5. Página de nucleotide blast. Se señala el recuadro con tres asteriscos, en donde se escribe la 
secuencia de iniciadores a analizar

Figura 6. Secuencia de iniciadores. A) Ejemplo de secuencia de iniciador sentido e 
iniciador antisentido para el gen de gadph de Ovis aries, B) Proceso en que se obtiene 

la secuencia del iniciador antisentido para realizar el análisis con la herramienta BLAST 
y con el formato FASTA.

Figura 7. Análisis de iniciadores con BLAST. Se señala con un asterisco 
el recuadro en donde se escribe la secuencia del iniciador sentido o del 

iniciador antisentido a analizar, para el iniciador sentido gadph de Ovis aries 
musimon. Las demás opciones no se varían, finalmente se da clic en el 

botón BLAST al final de la página señalado con tres asteriscos.
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Figura 8. Resultado del análisis con BLAST del iniciador sentido. En la figura suprior se muestra el proceso de análisis, en 
la figura intermedia se muestra la página de BLAST nos arroja el análisis de la secuencia y en la figura inferior, se señala 

con el recuadro el gen de interés en la lista de los que encuentra complementarios al iniciador sentido, en la misma línea 
observamos el valor de E y la clave de la secuencia de interés, se señala con asteriscos. De igual manera se despliega para el 

iniciador antisentido

Figura 9. Datos del gen de interés. Se muestran secciones de los datos que han sido reportados del gen de 
interés, así como la secuencia de nucleótidos en formato FASTA. Se señala con los asteriscos la opción de 

FASTA para ver solo la secuencia de nucleótidos.
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Figura 10. Secuencia de nucleótidos del gen de interés en formato FASTA. La figura superior muestra la 
secuencia del gen gadph de Ovis aries musimon en formato FASTA y la figura inferior muestra la secuencia 
de FASTA en el procesador de texto, el número de bases debe coincidir con el número de bases reportado 

en la literatura que son 336 pb, que coinciden.

Figura 11. Página de NCBI-PubMed. Se señala con el asterisco la opción para Primer-BLAST.
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Figura 12. Página para el análisis de Primer-BLAST. Se señalan los recuadros en donde se escriben las 
secuencias de los iniciadores para su análisis con asteriscos

Figura 13. Ejemplo de análisis con Primer-BLAST. Se señalan las ventanas en donde se escriben las 

secuencias de los iniciadores se señala con un asterisco del lado derecho. Se señalan con uno y dos 

asteriscos las opciones que no se cambian y con tres asteriscos la opción que debe quedar vacía y el 

botón Get Primer para realizar el análisis y se da un clic en el botón Get primer.

Figura 14. Resultado del análisis de Primer-BLAST. El resultado del análisis de Primer-BLAST utilizando la 
base de datos Refseq mRNA. 



19Temas de Ciencia y Tecnología  | Enero - Abril 2018 ISSN 2007-0977Análisis de iniciadores con herramientas...

Figura 15. Resultado del análisis de Primer-BLAST. El resultado del análisis de Primer-BLAST utilizando la 
base de datos nt

Figura 16. Resultado del análisis de Primer-BLAST. El resultado del análisis de Primer-BLAST utilizando la 
base de datos personalizada (custom).


