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Resumen

La PCR es una técnica in vitro utilizada
para amplificar enzimdticamente
una regién determinada de 4cido
desoxirribonucleico (ADN), delimitada
por dos fragmentos de secuencias cortas
de ADN llamados iniciadores. La PCR
es apta para el andlisis de expresién
génica, evolucién molecular, genética de
poblaciones, genémica, medicina forense
entre otros. Para llevar a cabo la reaccién
de PCR es necesario utilizar iniciadores.
Antes de utilizar los iniciadores, es
imprescindible analizar la secuencia de
cada uno, previo a la realizacién de la
reaccién de PCR en el laboratorio, para
asf, conseguir experimentos exitosos.
Los iniciadores deben cumplir ciertos
requisitos que son necesarios para ser
considerados como éptimos, como:
Longitud, especificidad, temperatura de
fusién y temperatura de alineamiento.

En este trabajo, presentamos una
revisién para el andlisis de secuencias
de iniciadores de manera sencilla, por
medio de herramientas bioinformdticas
disponibles en linea. Estos tipos de andlisis
son altamente especificos y es necesario
hacerlos antes de realizar estudios en el
laboratorio.
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Abstract

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 fo 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.

Résumé

La PCR est une technique in vitro utilisée
pour amplifier de maniére enzymatique
une région déterminée de | acide
désoxyribonucléique (ADN) et délimitée
par deux fragments de séquences
courtes d"ADN appelées sondes. La
PCR est appropriée entre autres pour
|“analyse de |“expression de génes,
| évolution moléculaire, la génétique de
population, la recherche génomique et
la médecine légale. Pour mener & son
terme la réaction de PCR, |”utilisation de
sondes est nécessaire. Avant d” utiliser ces
derniéres, il est impératif d”analyser la
séquence de chacune antérieurement &
la réalisation de la réaction de PCR dans
le laboratoire pour garantir la réussite
des expériences. Les sondes doivent
remplir certains prérequis nécessaires
a |”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 |"analyse de séquences des sondes
de maniére simple, par le biais d”outils
bio-informatiques disponibles en ligne.
Ces types d’analyses sont extrémement
spécifiques et il est indispensable de les
mener a bien avant de réaliser des études
en laboratoire.
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Introducciéon

La idea de la reaccién en cadena de la polimerasa, PCR (por sus siglas

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

Kary Mullis. Con esta técnica, revoluciond la biologia molecular y por ello

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

utilizada para amplificar enzimaticamente una region especifica de acido
desoxirribonucleico (ADN) (Mullis. K. y Faloona F.A. 1987). La regién de
ADN de interés se limita por dos iniciadores, que son fragmentos cortos
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de ADN. Esta reaccién 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 reaccién, se deben
seleccionar cuidadosamente los iniciadores y de esta
manera disminuir el riesgo de formacion de dimeros y
de productos inespecificos que alterarian el resultado.

La PCR es qtil para diversos tipos de andlisis
como: analisis de expresién génica, molecular,
genética de poblaciones, genémica, medicina forense,
deteccion de patégenos y andlisis 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 realizacion
de la reaccién de PCR en el laboratorio, para lograr
experimentos exitosos.

En este trabajo, mostramos una manera sencilla
de analizar secuencias de iniciadores, empleando
herramientas bioinformaticas disponibles en linea.

2. Tipos de PCR

2.1 PCR punto final o PCR convencional
La PCR punto final (PCR-pf), es una reaccién que se
lleva a cabo in vitro. Para realizar la reaccién 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 bioinformaticas,
estas herramientas bioinformaticas nos arrojan
pares de iniciadores con sus ciertas caracteristicas,
se escogen los que cumplan con las caracteristicas
optimas. Las caracteristicas que deben cumplir los
iniciadores, se mencionan en una seccién especifica
mas adelante (Mullis. K. y Faloona F.A. 1987).

2.2 RT-PCR

Es un tipo de PCR en el que se emplea acido
ribonucleico (ARN) como secuencia molde en lugar
de ADN. La enzima transcriptasa reversa realiza la
sintesis de ARN a ADN complementario (ADNc).
En esta primera reacciéon, se pueden utilizar como
iniciadores de secuencia aleatoria que se unen al
azar a cualquier regiéon del ARN molde, iniciador
poli T o secuencias especificas, esto permite llevar
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a cabo la reaccion de ADNc a partir del ARN. Una
vez que se obtiene el ADNc, se continua la reacciéon
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 multiplex

En este tipo de PCR, se amplifica mas de una
secuencia de interés en una misma reaccion. Se
emplean multiples pares de iniciadores (hasta 8)
en un solo tubo de reaccién, con el fin de amplificar
simultdneamente diferentes secuencias de interés.
Los amplificados se ven como multiples bandas en un
gel de agarosa. Requiere una cuidadosa optimizacion.
Los iniciadores para este tipo de PCR, se analizan
de la misma manera que para la PCR-pf, ademas 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 reaccién se requieren cuatro iniciadores.
En la primera reaccién, se amplifica ADN con un
par de iniciadores externos a la region de interés. El
amplificado de este primer PCR, se emplea como
molde para realizar una segunda reaccién. En la
segunda reaccion, se utiliza otro par de iniciadores,
que son iniciadores internos a la regién previamente
amplificada durante la primera reacciéon. Al momento
de analizar o disenar iniciadores para este tipo de PCR,
se deben tomar en cuenta las regiones a amplificar, un
par de iniciadores que amplifique la regiéon externa,
ademas de cumplir con las caracteristicas éptimas
de un iniciador y el segundo par de iniciadores que
delimite la regién 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 cuantificacién de los productos de la
amplificacion. La PCR en tiempo real detecta el
aumento de fluorescencia durante la reaccién, que
se relaciona directamente con el nimero de copias
que estan siendo amplificadas. A menor nimero
de copias presentes inicialmente, menor el nimero
de ciclos necesarios para detectar fluorescencia.
Durante la reaccién, se puede visualizar la cinética
de cada reaccién en tiempo real permitiendo una
cuantificacién sensible y especifica.
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Se utilizan principalmente dos tipos de
fluorocromos. Se emplean fluor6foros que se unen
a DNA de doble cadena, como SYBR Green o Eva
Green, éstos se unen inespecificamente al DNA
de doble cadena y producen fluorescencia. Estos
fluorocromos no son especificos ya que se unen a
toda molécula de ADN de doble cadena, incluyendo
los dimeros de primer. Otra alternativa, es el uso de
sondas especificas fluorescentes, como las sondas
de hidrdlisis TagMan o UPLs. Esta técnica permite
la cuantificaciéon especifica del ADNc de interés. El
uso de SYBR Green o Eva Green implica un disefio
muy cuidadoso de los iniciadores, de forma que
el amplificado contenga secuencias de diferentes
exones. Para el andlisis de los iniciadores se realiza
como para la PCR-pf.

3. Reaccion de PCR-pf

La reaccion 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 94-98°C (Figura 1B), posteriormente se lleva a
cabo el alineamiento de los iniciadores entre 40-60°C
(Figura 1C), seguido de la unién de la ADNpolimerasa
a los iniciadores y la replicacién entre 70-72°C (Figura
1D). Estos fragmentos de ADN no tienen el tamano
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 direccién 5°-3” (Figura
1E). En el segundo ciclo se repite la reaccion (Figura
1F-1H), los iniciadores, ademas de unirse al ADN del
cual se parte, también se uniran 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 tamano de
ADN delimitado entre los iniciadores (Figura 1H). Asi,
con cada ciclo aumenta el nimero de fragmentos
del tamafo deseado. Como cada fragmento nuevo
sintetizado sirve como molde para sintetizar otros,
en el siguiente ciclo el nimero de copias aumenta
en forma exponencial (Figura 11-1L). 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 reaccién y solo algunos fragmentos tendran un
tamano mayor, dos por cada ciclo, esta cantidad no
es detectable al analizar el producto (Figura 1M), el
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nimero de ciclos cominmente 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 reacciéon deben optimizarse
para cada reaccién especifica, asi como el nimero
de ciclos.

4. Iniciadores

Para que se lleve a cabo exitosamente la PCR es
primordial que los iniciadores sean especificos.
Los iniciadores como ya lo mencionamos antes,
actian como punto de partida y unién para la ADN
polimerasa durante la sintesis 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 debera tener la secuencia
complementaria que estara al final del fragmento que
se quiere amplificar (iniciador antisentido).

Previo a la realizaciéon de la reaccién es
indispensable analizar la secuencia de cada iniciador.
Este andlisis se lleva acabo con herramientas
bioinformaticas disefiadas para este fin. Antes
de realizar el andlisis de los iniciadores sentido y
antisentido, es indispensable conocer los requisitos
que dichos iniciadores deben cumplir para ser
considerados como 6ptimos (ADNIc 2017; Li-Yeh et al.,
2013; Dieffenbach, Lowe, Dveksler 1993; Ye, Coulouris,
Zaretskaya, Cutcutache, Rozen, Madden 2012) y asi
poder utilizarlos para la reaccién de PCR.

4.1 Caracteristicas 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 6ptima. La longitud del
iniciador influye en la eficiencia del alineamiento,
cuanto mas largo sea el iniciador, menos eficaz
sera la alineaciéon. Al unirse una menor cantidad
de iniciador a la secuencia de ADN molde en cada
ciclo, se tiene como consecuencia la disminucién
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 inespecifica. Esto tiene como consecuencia,
amplificados de productos no deseados y una
disminucién del producto de interés.

4.1.2 Especificidad

Los iniciadores, deben ser especificos para delimitar
la regién 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 unica dentro del ADN a amplificar.
Como la ADN-polimerasa puede activarse a diferentes
temperaturas, la extension del iniciador se produce
a una temperatura inferior a la de alineamiento. Si
la temperatura es demasiado baja, puede darse un
alineamiento inespecifico. Los mejores resultados se
obtienen con una temperatura de fusién de entre 55
a 72°C, que corresponde a una longitud del iniciador
de entre 18 y 24 bases.

4.1.3 Temperatura de fusién (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 préximas, con 5 °C de
diferencia como maximo. Si los iniciadores no tienen
Tf semejantes, la amplificacién es menos eficaz e
incluso puede no llevarse a cabo. El iniciador con la
Tf mayor, funciona mal a temperaturas mas bajas y el
iniciador con la Tf méas baja, no se une a temperaturas
mas elevadas. Para evitar estos problemas durante
la reaccion, se analizan los iniciadores por medio
de herramienta bioinformaticas que indican la Tf de
cada uno de ellos. Otra forma de conocer la Tf es
calculandola por medio de la férmula Tf = 4(G+C)
+ 2 (A+T), esta férmula da una buena aproximacién
del valor de Tf de cada iniciador y es valida para los
iniciadores de entre 18 y 24 bases. Existen diversos
sitios en internet que son utiles para realizar este
calculo. A continuacién, indicamos tres direcciones
de paginas Web donde se puede calcular la Tf de
iniciadores, asi como otros parametros utiles para la
reaccion.
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
http://swwweb.appliedbiosystems.com/support/techtools/calc/
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html
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4.1.4 Temperatura de alineamiento

Los iniciadores, deben contar con una temperatura
de alineamiento de al menos 50 °C. La relacién entre
temperatura de alineamiento y temperatura de fusiéon
es:

La temperatura de alineamiento debe ser inferior
en 5 °C a la temperatura de fusion (T, =T
-5°C).

Esta temperatura sirve de referencia, ya que

lineamineto f iniciador

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 6ptima de la reaccion.

La manera mas sencilla de calcular la temperatura
de alineamiento, es con un termociclador de
gradiente, donde se prueba en una solo corrida varias
temperaturas y asi determinar la temperatura 6ptima

de una reaccion en particular. Una T, alta,

lineamineto

evita la unién de los iniciadores y una T, baja,

lineamineto
favorece la unién inespecifica de los iniciadores. Esto
tiene como consecuencia, la obtencion de tamanos
diversos de amplificados, que al final del proceso
se observan en el gel de agarosa como bandas

inespecificas.

4.1.5 Secuencias complementarias del iniciador
Se deben evitar regiones con capacidad para formar
estructuras secundarias internas, como la formacién
de dimeros, complementariedad entre ellos o
formacién de horquillas. Es indispensable que los
iniciadores no presenten secuencias con homologia
interna de mas de 3 pares de bases. Si el iniciador
tiene zonas de auto homologia, se pueden formar
estructuras en horquillas que interfieren con el
alineamiento al ADN molde. Una homologia parcial
en las regiones centrales de los iniciadores también
puede interferir con la alineacién. Si la homologia
se produce en el extremo 3’ de cualquiera de los
iniciadores, pueden formar dimeros de iniciadores, que
en general impiden la formacién del producto deseado
por un mecanismo de competencia. (Figura 2)

4.1.6 Contenido de G/Cy 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 mas nimero de Gy C
tenga el iniciador, mayor sera la temperatura de fusién
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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 hibridacién
inespecifica. Las secuencias de poli-A y poli-T pueden
reducir la eficacia de la amplificacién, asi como de
los tramos de polipirimidinas (T, C) y polipurinas (A,
G). Lo ideal es que los iniciadores tenga una mezcla
aleatoria de nucleétidos, un contenido de GC del 50
% y una longitud aproximada de 20 bases. De esta
manera, la Tf estara entre 56 — 62 °C.

4.1.7 Secuencia en el extremo 3’

Un punto importante es la inclusién 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 reaccién. Ademads, minimizan la posibilidad
de que se abra la doble cadena formada entre el
iniciador y el ADN a amplificar.

5. Andlisis de iniciadores

Un par de iniciadores que no se analizan
adecuadamente pueden llevar a obtener poco
producto, productos inespecificos o incluso ningan
producto, debido a una amplificaciéon inespecifica
y/o a la formaciéon de dimeros de iniciadores que
compiten durante la reaccién.

Para realizar el andlisis de iniciadores se
utilizan herramientas bioinformaticas gratuitas que
se encuentran en linea. Con estas herramientas
bioinformaticas, podemos contrastar las secuencias
de los iniciadores contra bases de datos y asi
caracterizarlos. Con los resultados obtenidos del
analisis, determinamos si los iniciadores analizados
son adecuados o no, para realizar la reacciéon de PCR
en el laboratorio.

6. Herramientas bioinformaticas
para el andlisis de iniciadores
Existen varias herramientas bioinformaticas que
se pueden utilizar para analizar los iniciadores.
En este documento vamos a comentar dos de
las herramientas mas utilizadas, BLAST y Primer-
BLAST, estas herramientas no son excluyentes, se
complementan para el andlisis de los iniciadores
(Tabla 1).

Andlisis de iniciadores con herramientas...

6.1 BLAST

La herramienta bioinformatica de busqueda de
alineamiento local basico BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), se encuentra dentro de la
pagina de PubMed, www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed,
PubMed fue desarrollado por NCBI (National Center
for Biotechnology Information). Es un motor de
bisqueda de acceso libre a la base de datos de
MEDLINE de citaciones y resiumenes de articulos de
investigacién biomédica (Figura 3). Dentro PubMed,
encontramos la opciéon BLAST y dentro de ésta la
opcién nucleotide blast (nr: no redundantes) (Figura
4y Figura 5). Transcribimos la secuencia del iniciador
sentido, en el sentido 5°a 3~ e iniciamos el analisis
(Altschul, Gish, Miller, Myers, Lipman, 1990).

Como ejemplo, se analiza un par de iniciadores
para el gen gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(gadph) de Ovis aries musimon (Figura 6A). Se
transcribe la secuencia del iniciador sentido, en el
sentido 5°a 37, senalamos la opcién otros (Others)
y utilizamos la base de datos de coleccién de
nucleétidos nr/nt (Nucleotide collection nr/nt). Damos
clic en la opcién 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 distribucién de los alineamientos
(Figura 8B). Cada banda, representa una secuencia de
la base de datos que resulta ser similar a la secuencia
de busqueda. En el ejemplo, es evidente que para
la secuencia que se analiz6, BLAST encontré varias
secuencias similares. Esto significa que en varias
especies se presenta una secuencia homologa al
iniciador sentido, esta secuencia puede pertenecer a
la misma familia de proteinas que se esta analizando,
para ver la especificidad de la especie de interés se
analizan los valores que arroja el andlisis.

La tercera seccion, corresponde a las
descripciones de los alineamientos (Figura 8C).
Esta 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 estadistica. Los alineamientos
resultantes, se llaman pares de alta puntuacién High
Score Pairs o HSPs y el valor de E 6 e-valor (e-value)
de corte, permite definir, qué alineamiento es
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conveniente de acuerdo a su significancia estadistica,
cuanto menor sea el valor de £ mas significativo es
un alineamiento. El valor de E, depende de la base
de datos empleada y de la longitud de la secuencia
del iniciador. Ademas, 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
report6 en el articulo de referencia de la secuencia.
Si la secuencia del iniciador sentido fue disenada, se
tendra que verificar que el nimero de referencia del
iniciador sentido reportado en PubMed, coincida con
la del iniciador antisentido.

Para el analisis 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 analiz6 el iniciador sentido. Al desplegarse
los datos del andlisis, buscamos la especie, gen y el
numero de referencia (Figura 7). Si ambos iniciadores
coinciden con la especie y nimero de referencia del
gen reportado (Figura 8) se contintia con el analisis.

Se busca la secuencia reportada del gen de
interés, en este caso, gadph de Ouvis aries musimon,
(Figura 9), se da clic en la opcién FASTA (formato
basado en texto, utilizado para representar secuencias
de péptidos, acidos nucleicos y proteinas, en donde
las bases o los aminodacidos se representan utilizando
un cédigo 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 namero 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
nimero de bases debe coincidir con el nimero de
bases reportado en el articulo, asi como, con el cédigo
del gen de la secuencia reportada (Altschu et al.,
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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 bioinformatica BLAST, presenta
varias opciones de bases de datos que se despliega
en la pagina como: la base de datos de coleccion
de nucleétidos (nr/nt) [Nucleotide collection (nr/nt)],
Secuencia de referencias de ARN [Reference RNA
sequences (refseq_rna)] y Secuencia de referencias
genomica [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
bioinformatica, Primer-BLAST, fue disenada con
la opcion de analizar secuencias de iniciadores
reportados en la literatura de una manera amigable.

En la pagina de PubMed, www.ncbi.nlm.nih.gov/
pubmed, en la opcion de Primer-BLAST (Figura 11
y Figura 12), podemos analizar simultaneamente,
un par de iniciadores (iniciador sentido e iniciador
antisentido). Ambas secuencias de iniciadores se
transcriben en direccién 5°a 3” (Figura 13). En la
opcién de especie, de manera predeterminada
se especifica Homo sapiens. En esta opcion, se
puede especificar la especie que se busca o dejar
la opcién en blanco. Dejar la opcién en blanco,
es recomendable, de esta manera la herramienta
bioinformética nos indica la especies que coincide
con el par de iniciadores analizados.

Al terminar el andlisis, se despliegan los
resultados (Figura 14) y datos como: secuencia de
los iniciadores en direccion 5°-37, longitud, Tf, %GC,
auto-complementariedad y auto-complementariedad
en 3°. Si los parametros de los iniciadores
analizados cumplen con las especificaciones que
se mencionaron en la secciéon 4.1, se pueden utilizar
para realizar la reaccion de PCR en el laboratorio. Si
los pardmetros desplegados se encuentran fuera de
los rangos adecuados, es necesario buscar y analizar
otro par de iniciadores.

Ademads de los parametros del andlisis, 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, asi como el tamano de la secuencia
especifica a amplificar (amplificado) y la regién del
gen en que se encuentran. Si el andlisis confirma
la especie y gen de los iniciadores, se procede
a confirmarlo. Las secuencias de los iniciadores
se analizan de igual manera como se mencioné
anteriormente con BLAST, cotejandolos 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 nimero 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 nimero de bases debe coincidir con el
numero de bases reportado en el articulo, asi como
con el cédigo 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 pagina 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
analisis. 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 nucleétidos 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 bioinformatica Primer-BLAST,
se analiza el par de iniciadores, para comparar y
confirmar los resultados del analisis de los iniciadores
para gadph de Ovis aries musimon (Figuras 15y 16).
Utilizando las secuencias de los iniciadores
sentido y antisentido para gadph de Ovis aries
musimon con las herramientas bioinformaticas
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.

Andlisis de iniciadores con herramientas...

Los resultados indican que este par de iniciadores
es adecuado para llevar a cabo la reacciéon de PCR ya
que ambas herramientas bioinformaticas y bases de
datos coinciden con la referencia del gen y cédigo
reportado.

7. Conclusiones

En este trabajo, utilizamos dos herramientas
bioinforméaticas para el andlisis de iniciadores.
Encontramos que al variar la base de datos contra la
que se comparan las secuencias de los iniciadores
cumplen con los parametros requeridos. En
base al andlisis realizado con dos herramientas
bioinformaticas, BLAST y Primer-BLAST y realizando
los andlisis con tres diferentes bases de datos,
podemos tomar una decisién sélida que nos lleva o
no, a utilizar el par de iniciadores analizados para una
reaccion.

Diversos programas de alineamiento de
secuencias se han utilizado a lo largo de los anos
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 bioinformaticas 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 bioinformaticas y bases
de datos podemos analizar secuencias de iniciadores,
sin embargo, Primer-BLAST y BLAST son herramientas
bioinformaticas amigables, rapidas, simples de usar
e interactivas. El desarrollo y optimizacién de las
herramientas bioinformaticas para el analisis de
iniciadores, asi como la ampliaciéon de las bases de
datos, conducen a andlisis de iniciadores altamente
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especificos, que conducen finalmente a un andlisis
de expresion génica exitoso.
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Tabla 1. Diferencias y semejanzas entre BLAST y Primer-BLAST para el analisis de iniciadores.

BLAST Primer-BLAST
Acceso Libre en linea Libre en linea
Andlisis de iniciadores reportados | Si Si
por la literatura
Anélisis de iniciadores disefiados por | Si Si

herramientas bioinformaticas

Numero de secuencias de iniciadores
analizadas por andlisis

Una secuencia de iniciador

Dos secuencias de iniciadores

Es necesario procesar la secuencia
del iniciador antes del analisis

Si.

La secuencia del iniciador

reversa se procesa para
analizarla

No.
Se analizan ambos iniciadores al
mismo tiempo

Tiempo promedio de anélisis

Puede tardar entre 2 a 30
minutos por secuencia de

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

iniciador

de datos

Se especifica la especie a analizar

Para Humanos, raton y otras

Se puede especificar la especie

Modos de biisqueda No Si
Automatico
Guiado por el usuario
No guiado por el usuario
Puede disefar iniciadores No Si

Bases de datos

16 bases de datos

7 bases de datos

Para ARN, nucleétidos, genoma, | Para ARN, genoma y nucleétidos

cromosomas, arqueas 'y
bacterias
INICIO clo1 cco2
J) Alneamienta de incadares (61 —_—
idares (60°C) E— p—
Lo LB
s Iniciador sensdo (15) o
Iniciador anssensdo A1 M)
osnmn -
simerazay
WN(72C)
"
[CTTT T

angitud determnada
—_— ——

——— . | PRIMER CICLO K)

s
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— —

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

Andlisis de iniciadores con herramientas...

s ¥ Al final de la reaccién se obtienen millones de copias del DNA de interés de cadena dobls

Figura 1A. Continuacién.
A HORQUILLAS

s’ CTGGGGAAA ~ 5’ GGGGAA ™
" ni A

3' TCTAGGACCTTA ./ 3’ ATCTAGGACCTTA /

B) DimMEROS

5" GGGCTGGGGAAATTCAGCTTAGC 3° 5’ GCTGCGGAACCTCAGCTAGC 3°
o i

3" GTATCTAGGACCTTAGAGTCG 5 3" GTAGCTAGGACCTGGAAGTCGC 5

Figura 2. Homologia de iniciadores. A) Ejemplos de formacién de

horquillas de iniciador, B) Ejemplos de formacion de dimeros entre
iniciadores.
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BLAST®

© » NCBU BLAST Home

BLAST finds regions of similarity between blological sequences. more...

PubMed comprises more than 24 million citations for biomedical literature from
MEDLINE, life science journals, and online books. Citations may include links to

full-text content from PubMed Central and publisher web sites.

PubMed Tools
PubMed Mobile

Single Citation Matcher

PubMed CoMMONS

_|®]%] |

Featured comment - Jul 13
Updating URLs: @torstenseeman
source software for finding bacter
1.usa.gov/1GUBoOe

More Resources
MeSH Database

Joumnals in NCBI Databases

Baten Citation Matcher Clinical Trials

Clinica! Queries E-Utiities (API)

Topic-Specific Queries LinkOut

ire > PubMed

RESOURCES POPULAR FEATURED NCBI It
Chemicals & Bioassays PubMed Genetic Testing Registry About N
Data & Software Bookshelf PubMed Health Resear
DNA & RNA PubMed Central GenBank NCBIN
Domains & Structures PubMed Health Reference Sequences NCBIF
Genes & Expression *BLAST Gene Expression Omnibus NCBl o

Figura 3. Pagina de NCBI-PubMed. Se muestra la pagina de PubMed en donde
se sefiala con un asterisco el vinculo hacia la pagina de BLAST.

[ DELTA-BLAST, a more sensilive protein-protein search

BLAST Assembled Genomes

Find Genomic BLAST pages: o Human
o Mouse
o Rat
o Cow
o Plg
o Dog

Basic BLAST

Choose a BLAST program to run.

e nucleotide blast | Search a nucleotide database using a nucleotide query

protein blast
blastx
tblastn

tblastx

Algonthms: blastn, megablast, discontiguous megablast

Search protein database using a protein query
Algonithms: blastp, psi-blast, phi-blast, delta-blast

Search protein database using a translated nucleotide query

Search tr dees leotid: =

using a protein query

Search tr d leotid: base using a d leotide query

Rabbit
Chimp
Guinea pig
Fruit fiy
Honey bee
Chicken

Figura 4. Pagina de BLAST. En la pagina se seiala con un asterisco la opcién de nucleotide blast en

donde se realiza el analisis de iniciadores
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< BLAST®
<>

Home RecentResults Saved Strategies  Help

» NCBU BLAST/ blastn suite

—
__,bl-m‘ blastp blastx | tblastn | tblastx

Enter Query Sequence BLASTH programa =

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Que
From
%* % % o
W
Or, upload file Seleccionar archivo | nada seleccionado &
Job Title

Enter a descriptive title for your BLAST search &/
— Align two or more sequences &

Choose Search Set
Database Human genomic + transcript ~ 'Mouse genomic + transcript +Others (nr etc.):
((Nucleotide collection (ar/nt) DR
Organism =
Optional nter organism name or id—completions will be suggested Exclude . *
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown &
Exclude ~ Models (XM/XP) - Us i sample
Optional
Limit to - Sequences from type material
Optional
Entrez Query YoullfiT) Create custom database
Optional Enter an Entrez query to limit search &
Program Selection
Optimize for

« Highly similar sequences (megablast)
More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
Somewhat similar sequences (blastn)

Choose a BLAST algorithm &

Search Nucleotid llection (nr/nt) using Megablast (Optimize for
~| Show results in a new window

Figura 5. Pagina de nucleotide blast. Se senala el recuadro con tres asteriscos, en donde se escribe la
secuencia de iniciadores a analizar

> BLAST®
~ Home RecentResults Saved Strategies Holp

» NCBU BLAST/ blastn suite Standard Nucleotide |

[blastn | blastp | blastx | thisstn | tbiastx

Ejemplo: Secuencias de iniciadores para el gen gadph de Ovis aries musimon Enter Query Sequence ]

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange
From
W CCACTGGGGTCTTCACTACC ™
A) Iniciador sentido 5’-CCACTGGGGTCTTCACTACC-3" O, upioad fils [ pep——— 2

Job Titie
Enter a descriptive il for your BLAST search &
- Align two or more sequences &

Iniciador antisentido 5°-AAGCAGGGATGATGTTCTGG-3"

Choose Search Set
Database Human genomic + transcript Mouse genomic + transcript  «Others (nr etc.):

((Nucieotide collection (arint) e
Organism = o (E
B) Iniciador antisentido 5'- AAGCAGGGATGATGTTCTGG - 3 £ e
Exclude - o
Gptional
Iniciador antisentido complementario 5’ - TTCGTCCCTACTACAAGACC -3° Limitto ‘Sequences from type material
e oty Yool Croate custom catabase
Oponst )
Program Selection
Optimize for + Highly similar sequences (megablast)
Iniciador antisentido complementario 3’- CCAGAACATCATCCCTGCTT - 5°
‘Somewhat similar sequences (blastn)
Choosea BLAST aigoritm €
y de izquierda a derecha ***

Search database Nucleotide collection (nr/nt) using Megablast (Optimize for highly similar sequences)
) Show resultsIn  new window

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 andlisis con la herramienta BLAST
y con el formato FASTA.

Andlisis de iniciadores con herramientas...

Figura 7. Andlisis de iniciadores con BLAST. Se sefala 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 demés opciones no se varian, finalmente se da clic en el
botén BLAST al final de la pagina senalado con tres asteriscos.
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» NCBU BLAST/ blastn suite/ Formatting Resuits - VAVVKOPX01R

i .[l-:dﬁhétti.h g op“on“s]'“ =i ' @) Your search parameters were adjusted to search for a shert Input sequence.
= Editand Resubmit Save Search Strategies  p Formatting options  » Downicad

Job Title: Nucleotide Sequence (20 letters) A [t B

RID V4VVKOPXO1R (Expires on 07-26 01:01 am) Database Name nr

| @ Your search parameters were adjusted to search for a short input sequence. Query ID Icl|Query_191645 Description Nucleotide collection (nt)
Description None Program BLASTN 2.2.32+ » Citation

Molecule type nucleic acid
Query Length 20

-NCBI/ BLAST/ blastn suite/ Formatting Results - VAVD5P8PO1R

Request ID V4VD5P8PO1R

Status Searching Other reports: »Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results]
Submitted at Fri Jul 24 12:53:57 20

Current time Fri Jul 24 12:54:06 20’ (= Graphic Summary

Time since submission
Distribution of 162 Blast Hits on the Query Sequence &
This page will be automatically updated in 2 seconds Mouse over to see the defiine, click to show alignments. |

Color key for alignment scores

A
N
S

4 8 12 16

Descriptions

Sequences producing signlficant alignments:
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T Algnments
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Figura 8. Resultado del analisis con BLAST del iniciador sentido. En la figura suprior se muestra el proceso de analisis, en
la figura intermedia se muestra la pagina de BLAST nos arroja el andlisis de la secuencia y en la figura inferior, se senala
con el recuadro el gen de interés en la lista de los que encuentra complementarios al iniciador sentido, en la misma linea
observamos el valor de E y la clave de la secuencia de interés, se sefnala con asteriscos. De igual manera se despliega para el
iniciador antisentido

Bl  Resources

Nucleotide (Nucleotide %)/ B
A

dvanced CDS 71..1072
/gene="L0C105613052"
/codon_start=1

Display Settings: [v] GenBank

/product="glyceraldehyde-3 y like"
/protein_id="XP_012021852.1"
. /db_xref="GI:803327382"
PREDICTED: Ovis aries musimon glyceraldehyde-3-phosphate /db_xref="GeneID: 105613052"
dehydrogenase-llke (LOC105613052), mRNA /translation="MVKVGVNGFGRIGRLVTRARENTGKVDIVAINDPFIDLEYMVYM
VINGKAITI I ESTGVFTT
NCBI Reference Sequence: XM_012166462.1 * * 11 YNNTLKIVSNASCTTNCLAPLAK
FASTA  Graphics VIHDHFGIVEGLMTTVHAITATOK AQNITIPASTGA
IPELNGKLTGMAF TCRLEKPAKYDEI! KGILGYTE
Go to: [v] DOVVSCD! IALNDHFVKLISWYDNEFGYSNRVVDLMVHMASKE "
Locus XM_012166462 1290 bp  ®mRNA  linear MAM 03-APR-2015

DEFINITION PREDICTED: Ovis aries musimon glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase-like (LOC105613052), mRNA.
ACCESSION XM _012166462

VERSION XM_012166462.1 GI:B03327381

DBLINK BioProject: PRINA276576 ORIGIN
KEYWORDS RefSeq. 1 ctctctgete ctgecegttc gacagatage cgtaacttct gtgctgtgee agecgeatcee
SOURCE Ovis aries musimon (Ovis orientalis musimon) 61 ctgagacaag atggtgaagg tcggagtgaa cggatttgge cgeatcggge gectggtcac
ORGANISM Ovis aries musimon 121 cagggctget tttaatactg gcaaagtgga catcgttgec atcaatgace ccttcattga
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 181 ccttcactac atggtctaca tgttccagta tgattecace catggcaagt tecacggeac
Mammalia; Eutheria; Laurasiatheria; Cetartiodactyla; Ruminantia; 241 agtcaaggca gagaacggga agctcgtcat caatggaaag gocatcacca tcttccagga
Pecora; Bovidae; Caprinae; Ovis. 301 gegagatcet gecaacatca agtggggtga tgctggtget gagtacgtgg tggagtecac
COMMENT MODEL REFSEQ: This record is predicted by automated computational 361 tggggtcttc actaccatgg agaaggetgg agetcacctg aagggtggeg ccaagagggt
analysis. This record is derived from a genomic sequence 421 catcatctet gcaccttetg ctgacgetee catgtttgtg atgggegtga accacgagaa
(NW_011943225.1) annotated using gene prediction method: Gnomon, 481 gtataacaat accctcaaga ttgtcagcaa tgectectge accaccaact gettggecee
supported by EST evidence. 541 cctggccaag gtcatccatg accactttgg catcgtggag ggacttatga ccactgtcca
Also see: 601 cgccatcact gccacccaga agactgtgga tggetcttce gggaagetgt ggcgtgatgg
Documentation of NCBI's Annotation Process 661 ccgaaggget geccagaaca teatecctge tictactgge getgecaagg cogtgggeaa

721 ggtcatccet gagotcaacg ggaagetcac tggeatggee ttccgegtoe ccacccccaa

781 cgtgtccgtt gtggatctga cctgecgect ggagaaacct gecaagtatg atgagatcaa
& A ation-Dat & 841 gaaggtggtyg aagcaggegt cagagggece tctcaaggge attctagget acactgagga
NCBI 901 ccaggttgtc tcctgegact tcaacagega cactcactct tctaccttca atgetgggge
961 tggcattgec ctcaacgace actttgtcaa gotcatttcc tggtatgaca atgaattcgg
1021 ctacagcaac agggtggtgg acctcatggt ccacatggec tccaaggagt aaggtccctg
1081 ct tcctcagetg ctggggagtc
1141 ctgccccace tccaccacac tgagaatctc ccaacctcca cacatttcca tececaagge
1201 cctgaggaaa gggaggggct tagggageoce tgecttgtca cgtaccatca ataaaagtac
1261 cctataccca gaaaaaaaaa aaaaaaagaa

Annotation Provider
Annotation Status

Annotation Version
Annotation Pipeline

Full annotation

Ovis aries Annota n_Release 101
NCBI eukaryotic genome annotation
pipeline

Annotation Software Version :: 6.2

Annotation Method Best-placed RefSeq; Gnomon
FPeatures Annotated :: Gene; mRNA; CDS; ncRNA
##Genome-Annotation-Data-END##

'

Figura 9. Datos del gen de interés. Se muestran secciones de los datos que han sido reportados del gen de
interés, asi como la secuencia de nucleétidos en formato FASTA. Se sefiala con los asteriscos la opcion de
FASTA para ver solo la secuencia de nucleétidos.
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S NCBI  Resources ¥ How To

Nucleotide (Nucieotide %) |

Advanced

Display Settings: [v] FASTA

% PREDICTED: Ovis aries musimon glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase-like(LOC105613052), mRNA

NCBI Reference Sequence: XM_012166462.1 * *
GenBank Graphics
>gi|803327381 |ref|XM 012166462.1| PREDICTED: Ovis aries musimon
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-like (LOC105613052), mRNA
CTCTCTGCTCCTGCCCGTTCGACAGATAGCCGTARCTTCTGTGCTGTGCCAGCCGCATCCCTGAGACAAG
ATGGTGAAGGTCGCGAGTGAACGGATTTGCCCGCATCGGGCGCCTGGTCACCAGGGCTGCTTTTAATACTG
GCAAAGTGGACATCGTTGCCATCAATGACCCCTTCATTGACCTTCACTACATGGTCTACATGTTCCAGTA
TGATTCCACCCATGGCAAGTTCCACGGCACAGTCAAGGCAGAGAACGGGAAGCTCGTCATCAATGGARAG
GCCATCACCATCTTCCAGGAGCGAGATCCTGCCARCATCAAGTGGGGTCGATGCTGGTGCTGAGTACGTGG
TGGAGTCCACTGGGGTCTTCACTACCAS TGGAGCTCACCTGA ' TGGCGCCAAGAGGGT
CATCATCTCTGCACCTTCTGCTGACGCTCCCATGTTTGTGATGGGCGTGAACCACGAGAAGTATAACAAT
ACCCTCAAGATTGTCAGCAATGCCTCCTGCACCACCAACTGCTTGGCCCCCCTGGCCAAGGTCATCCATG
ACCACTTTGGCATC TTA CCACTGTCCACGCCATCACTGCCACCCAGAAGACTGTGGA
TGGCTCTTCC TGTGGCGTGA 'CGAA 'TGCCCAGAACATCATCCCTGCTTCTACTGGC
GCTGCCAAGGCCGTGGGCAAGGTCATCCCTGAGCTCAACGGGAAGCTCACTGGCATGGCCTTCCGCGTCC
CCACCCCCAACGTGTCCGTTGTGCGATCTGACCTGCCGCCTGGAGAAACCTGCCARGTATGATGAGATCAR
GAAGGTGGTGAAGCAGGCGTCAGAGGGCCCTCTCAAGGGCATTCTAGGCTACACTGAGGACC TGTC

B

Tablas Graficos SmartArt Revisar

Parafo Estilos

= J AaBbCeDE(| AaBbCcDdEC AaBbCcD( AaBbCcDAEC
B Normal | |Sin espaciado Titulo 1 Titulo 2 t
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CTCTCTGCTCCTGCCCGTTCGACAGATAGCCGTAACTTCTGTGCTGTGCCAGCCGC
ATCCCTGAGACAAGATGGTGAAGGTCGGAGTGAACGGATTTGGCCGCATCGGGCGC
CTGGTCACCAGGGCTGCTTTTAATACTGGCAAAGTGGACATCGTTGCCATCAATGA
CCCCTTCATTGACCTTCACTACATGGTCTACATGTTCCAGTATGATTCCACCCATG
GCAAGTTCCACGGCACAGTCAAGGCAGAGAACGGGAAGCTCGTCATCAATGGAAAG
GCCATCACCATCTTCCAGGAGCGAGATCCTGCCAACATCAAGTGGGGTGATGCTGT
GCTGAGTACGTGGTGGAGTCCACTGGGGTCTTCACTACCATGGAGAAGGCTGGAGC
TCACCTGAAGGGTGGCGCCAAGAGGGTCATCATCTCTGCACCTTCTGCTGACGCTC
CCATGTTTGTGATGGGCGTGAACCACGAGAAGTATAACAATACCCTCAAGATTGTC
AGCAATGCCTCCTGCACCACCAACTGCTTGGCCCCCCTGGCCAAGGTCATCCATGA
CCACTTTGGCATCGTGGAGGGACTTATGACCACTGTCCACGCCATCACTGCCACCC
AGAAGACTGTGGATGGCTCTTCCGGGAAGCTGTGGCGTGATGGCCGAAGGGCTGCC
CAGAACATCATCCCTGCTTCTACTGGCGCTGCCAAGGCCGTGGGCAAGGTCATCCC
TGAGCTCAACGGGAAGCTCACTGGCATGGCCTTCCGCGTCCCCACCCCCAACGTGT
CCGTTGTGGATCTGACCTGCCGCCTGGAGAAACCTGCCAAGTATGATGAGATCAAG
AAGGTGGTGAAGCAGGCGTCAGAGGGCCCTCTCAAGGGCATTCTAGGCTACACTGA
GGACCAGGTTGTCTCCTGCGACTTCAACAGCGACACTCACTCTTCTACCTTCAATG

TCCTGCGACTTCAACAGCGACACTCACTCTTCTACCTTCAATGCTGGGGCTGGCATTGCCCTCAACGACC
ACTTTGTCAAGCTCATTTCC "AATGAATTCGGCTACAGCAACAGGGTGGTGGACCTCATGGT
CCACATGGCCTCCAAGGAGTAAGGTCCCTGGACCCCCAGCCTCAGCAGGAGCACGAGAGGAAGAGAGAGT
'CTGCCCCACCTCCACCACACTGAGAATCTCCCAACCTCCACACATTTCCA
TCCCCAAGGCCC AR - CCTGCCTTGTCACGTACCATCAATAAAAGTAC
CCTATACCCAGAAAAARAARAAAARAAGAA

TCCTCAGCTGC

CTGGGGCTGGCATTGCCCTCAACGACCACTTTGTCAAGCTCATTTCCTGGTATGAC
AATGAATTCGGCTACAGCAACAGGGTGGTGGACCTCATGGTCCACATGGCCTCCAA
GGAGTAAGGTCCCTGGACCCCCAGCCTCAGCAGGAGCACGAGAGGAAGAGAGAGTT
CCTCAGCTGCT AGTCCTGCCCCACCTCCACCACACTGAGAATCTCCCAACCT
CCACACATTTCCATCCCCAAGGCCCTGAGGAAAGGGAGGGGCTTAGGGAGCCCTGC
CTTGTCACGTACCATCAATAAAAGTACCCTATACCCAGAAAAAAAAAAAAAAAAGA

Figura 10. Secuencia de nucleétidos 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 nimero de bases debe coincidir con el nimero de bases reportado

en la literatura que son 336 pb, que coinciden.

f/‘ NCBI Resources [v)] How To (v

Publed ...

PubMed [Seorch
e bovred
Institutes of Health
You are here: NCBI > Literature > PubMed
GETTING STARTED RESOURCES POPULAR FEATURED
NCBI Education Chemicals & Bicassays PubMed Genetic Testing Registry
NCBI Help Manual Data & Software Bookshelf PubMed Health
NCBI Handbook DNA & RNA PubMed Central GenBank
Training & Tuteorials Domains & Structures PubMed Health Reference Sequences
Genes & Expression BLAST Gene Expression Omnibus
Genetics & Medicine Nucleotide Map Viewer
Genomes & Maps Genome Human Genome
Homology SNP Mouse Genome
Literature Gene Influenza Virus
Proteins Protein *aner—BLAST
Sequence Analysis PubChem Sequence Read Archive

Figura 11. Pagina de NCBI-PubMed. Se senala con el asterisco la opcion para Primer-BLAST.
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CBU Primer-BLAST: Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST). Exon junction span No preference BE")
Save search parameters  Relrieve recent results  Publication  Tips for finding n junction n at 5 "
PCR Template ) Exon junction match EYxo ats side £ Exon at 3 side
oo, o or ASTA 0 & ome we A B T
From To Intron inclusion pai
Forward primer
2 Intron length range Min Max
Reverse primer
1000 1000000
Or, upload FASTA file cionar archivo fa seleccionado T . rr r
) Siiiciiatcarenivo RES Primer Pair Specificity Checking Parameters
Primer Parameters % £ e
Use my own forward primer [EEE @ o Siareh Biace Automatic Be
(5'->3" on plus strand) = B
Use my own reverse primer * ok ok K ©  Ciear Detabase Rofseq mANA @
(53" on minus strand) - o Organism Homo sapiens
Entor an organism name, taxonomy Id or seect fom tho suggestin st as you
PCR product size n 1000 P 2 % youpe. §
# of primers £ retum. o Add more organisms
XM, XR prefix)
Mo Opt Mex ex T8 cifersnios Exclude uncultured/environmental sample sequences
Primer melting temperatures 57.0 600 630 3 o [Entex query foptioes) °
() pocificity stringency u atleast 2 [ total mismatchy gets, including
selection ) atleast 2 [ mismatches within the last 5 bps at the 3' end.
Exon junction span ‘No preference Je Ignore targets that have | 6 [ or more mismatches to the primer. ¢
Exon junction match Exonats'side  Exonat3' side Max arget stzel 4000 Note the parameter change
7 N iant handling o iify i
mat 5 or 3' 8ide of the junction ‘as PCR template input) ¢
Intron inclusion poi ® > .
v
Intron length range Min Max
1000 1000000 | P Advanced parameters
Figura 12. Pagina para el anélisis de Primer-BLAST. Se senalan los recuadros en donde se escriben las
secuencias de los iniciadores para su analisis con asteriscos
Primer-BLAST Exon/intron selection Jired )
$BU Primer-BLAST: and BLAST). Exon junction span No preference 2@
Save search parameters Retrieve recent results  Publication  Tig . .
PCR Template Reset page Tips for find Exon junction match vann at 5’ side = Exon at 3 side
Intron inclusion Primer pair
Intron length range Win Max
1000 1000000 @
or, i ; p—— =
Primer Pair Specificity Checking Parameters
Primer Parameters Grecificy check @ o ©
Use my own forward primer cocracecarerieactice K conr Sanre H | Avtomatc %
(5'>3" on plus strand) -
o e P e e ouse K susaconn o
(5'>3" on minus strand) Min e Organism ***
Entor taonomy g .
PCR product size n 1000 Z )
Al - Add more organsms
Exclusion (opional) Exclude predicted Refseq transcripts (accession with XM, XR prefix)
Min Opt Max Max Tm difference Exclude uncultured/environmental sample sequences
Primer melting temperatures  57.0 800 60 3 ) Entrez query (optional) seqt @
(Tm) Primer specificity stringency  primer must have at least | 2 [ total mismatches to unintended targes, including
selection ; S atleast 2 [ mismatches within the last 5 _[J bps atthe 3 end.
Exon junction span ‘No prefersnce Je Ignore targets that have 6 & or more mismatches to the primer.
Exon junction match Exonat5'side Exonat3 side Max target size 4000 Note the parameter change &
7 4 Splice variant handling o
7 or 3 sde of the juncton @ 25 PCR tompiato input) &
ntron {ochision = (K (Getprimers ) K H Show resuts 1na new window €3 Use new graphic view @
Intron length range Min Max
w . = » Advanced parameters

Figura 13. Ejemplo de analisis con Primer-BLAST. Se sefnalan las ventanas en donde se escriben las
secuencias de los iniciadores se senala con un asterisco del lado derecho. Se seialan con uno y dos
asteriscos las opciones que no se cambian y con tres asteriscos la opcion que debe quedar vacia y el

boton Get Primer para realizar el analisis y se da un clic en el boton Get primer.

» NCBU/ Primer-BLAST : results: Job id=WkGrc8V5bF1Tb1dhNk9IHy1iVwa-fUoL  more.

Input PCR template none
Specificity of primers  Target templates were found In selected database: Refseq MRNA Y~
Other reports > Search Summary

(©Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'->3")
Forward primer CCACTGGGGTCTTCACTACC
Reverse primer AAGCAGGGATGATGTTCTGG *
*x k% *
Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
20 59.39 60.00 5.00 3.00
20 57.57 50.00 3.00 0.00

Products on target templates
*>§M_0‘ 2166462.1 PREDICTED: Ovis aries musimon 3 lik
(LOC108613052), MRNA

product length = 336
Forward primer 1 CCACTGGGGTCTTCACTACC 20 * *
Template 357 ceceee

Reverse primer 1 AAGCAGGGATGATGTTCTGG 20 **
Template 692 .... . 673

10861247.1 PREDICTED: Bison bison bison 3 ik
(LOC105003767), mRNA

product length = 336
Forward primer 1 CCACTGGGGTCTTCACTACC 20
Template 404 ..cccccccccncccccces 423

Reverse primer 1 AAGCAGGGATGATGTTCTGG 20
Template 739 ceicceccscccccocacane 720

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

Use my own forward primer [CCACTGGGGTCTTCACTACC * Clear
(53" on plus strand)
Use my own reverse primer || AAGCAGGGATGATGTTCTGG * Clear
(5->3' on minus strand)
Min Max
PCR product size Ll 1000,
2 of primers to retum 20
Min opt Max Max T differance

Exonvintron selection Arefsaq mANA sequence as PCR template input is required for aptions in the section ¢
Exan junction span (N prefersnce Je
Exon junction match Exonat§'sids  Exon at ' side

7 a
Minimal numizer of bases that must anneal to exons at tne §'or 3' side of the junction g

Intron inclusion Primer pair must be seperaled by et lest one intron on the correspending genomic DNA 4
Intron length range Min Max
1000 1000000 | g

Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow
Primer Pair Specificity Checking Parameters

Specificity check . Enabla search for primer pairs specific o the intended PCR template g
e mose v

Database = :]*
Organism

Enter an organism name, taxonomy id or select from the suggestion list as you type. g

Add more organisms

»NCBU Primer-BLAST : results: Job id=afhvgsWablRTtledNeZIxi2TY0c0Er8  more

Input PCR template none
Specificity

of primers  Target templates were found In selected database: Nucieatide collection (nt) -
Other reports b Search Summary

(=) Detailed primer

Primer melting temperatures | 57 £0.0 6.0 & @
() AB

Primer pair 1

Sequence (5'>3)
Forward primer CCACTGGGGTCTTCACTACC
Reverse primer AAGCAGGGATGATGTTCTGG
* Kk K * *
Length Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
20 5039 60.00 5.00 3.00
20 5757 5000 300 0.00

Products on target tamplates
>CPO11888.1 Ovis canadensis canadensis isolate 43U chromosome 3 sequence
product length = 720

Forward primer 1 CCACTGGGGTCTTCACTACC 20
Template 208053933 ...evesesncnenncness 208053914

Reverse primer 1 ARGCAGGGATGATGTTCTGS 20
Template FLT L 1T . 208053233

*sxuimzmsaﬁz 1 PREDICTED: Ovis aries musimon 3-phosphs lik

Exclusion (opional) Exclude predicted Refseq iranscripts (accession with XM, XR prefix) (LOC105613052), mRNA
oduct length = 336
Entrez query (optional) @  Excluge uncultured/ervironmental sample sequences ¢ ?;““d pri:er 1 CCACTGGGGTCTICACTACC 20 o *
Primer spacificity stringency | primer ((21%) totai mismatones to unintended targats, insluding Template L 7 (R — 376
atieast (2] ) mismatches wiin the last Dy acl o Reverse primer 1  ARGCAGGGATGATGTTCTGS 20 v i
Ignare targets that havaul mare mismatches fo the primer. g Tenplate 692 5 - 873
s S AL a0 Nots the parameter change g >XR_827286.1 PREDICTED: Bison bison bison
Splice variant handling Allow primer to amglify mRNA splice variants (requires refseq MRNA sequence s PCR template input) g (LOC105005413), misc_RNA
product length = 336
e Forward primer 1  CCACTGGGGTCTTCACTACC 20
Get Primers | | Show results in a new window , Use new graphic view g Template Al R 357
| I Advanced paramaters Mate: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow Reverse primer 1 AMGCAGGGATGATGTTCTGG 20

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

Primer Parameters

Use my own forward primer | CCACTGGGGTCTTCACTACC * Clear
(5'>3' on plus strand)
Use my primer TCTGG * Clear A B
(5'>3' on minus strand) Min Max
PCR product size W 1000 Primer-BLAST
# of primers to return 0
Min Opt Max Max T difference : .
"Pnnm) melting temperatures 57 @00 &0 3 = » NCBU/ Primer-BLAST : results: Job hr 0Cc-Jj2-diqiOL1mJnx6oWe _more..
m)
Exonlintron selection Arefseq mRNA sequence s PCR template input is required for options in the section Input PCR template  tone
ey Exlica it [orprtencs o Speclﬂclotzhof prlm:: Erg:t "t;'r;plates were found in selected database: Custom *
Search Summary
Exon junction match Exon at §'side  Exon at 3' side er.repo! 2 umma)
7 4
Minimal numboer of bases that must anneal to exons at the 5' or 3' side of the junction 1 (© Detailed primer reports
Intron inclusion Primer pair must be separated by at least one intron on the corresponding genomic DNA 4
Intron length range Min Max
1000 1000000 | &
Primer pair 1
Note: Parameter values that differ from the defaut are highlighted in yellow T
Primer Pair Specificty Checking Parameters Sequence (5'->3)
Specificity check , Enable search for primer pairs specific to the intended PCR template & Forward primer CCACTGGGGTCTTCACTACC
Search mode AiRomiatlo Do Reverse primer AAGCAGGGATGATGTTCTGG *
Database (Custom
e * *x Kx * *
XM_012166462.
Rp et eetean Length Tm  GC% Self Self 3 y
20 59.39 60.00 5.00 3.00
4 20 57.57 50.00 3.00 0.00

Or, upload file: sue:csru wenwe| Nada seleccionado
gt Products on target templates

Enter an jJanism name, L select from list “
L S e RN s B *>XM 012166462.1 PREDICTED: Ovis aries musimon gly yde-3 i
Add more organisme o
Exclusion (oplonal) Exclude predicted Refseq transcripts (accession with XM, XR prefix) - o o dehydrogenase-like  (LOC105613052), mRNA
product length =

Entrez query (optional) Exclude uncultured/e I sample sequences :
nesturedlenironmental =3 = Forward primer 1  CCACTGGGGTCTTCACTACC 20

Primer specificity stringency Primer must have atleast (2 ) total mismatches to unintended targets, inciuding Template 357 376

atleast((2] ¥) mismatches within the last([5_| ) bps at the 3'end. & =
Ignore targets that have (§ ) o more mamatenes o the prmer.

Reverse primer 1 AAGCAGGGATGATGTTCTGG 20
Max target size 4000 Note the parameter change & Template 692
Splice variant handling Allow primer to amolify (r fs

a5 PCR template input) &

‘Show results in a new window , Use new graphic view

» Advanced parameters Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow

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