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UNA ESTRATEGIA
PARA ENCONTRAR
MUTACIONES

Microfotografia de un cultivo de Bacillus Thuringiensis.
Fotografia: Silvia Gémez Daza.
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[RESUMEN

PCR con un Unico oligonucleétido especifico en baja
astringencia (LSSP-PCR) es una técnica simple que
detecta mutaciones en fragmentos de DNA. Este en-
sayo se ha aplicado a genes cry? de Bacillus
thuringiensis. Una primera reaccién de PCR se lleva
a cabo con oligonucledtidos altamente especificos.
El producto de amplificacion es purificado del gel y es
sometido a PCR utilizando altas concentraciones de
un Unico oligonucleétido especifico, grandes cantida-
des de Taq polimerasa y muy baja temperatura de
anillaje. Se obtiene un complejo patron de bandeo
caracteristico del gen en estudio. La optimizacion de
LSSP-PCR se hizo usando el método de Taguchi don-
de se aplica un disefio experimental basado en arre-
glos ortogonales. La metodologia empleada en este
trabajo abre el camino para la bisqueda de nuevas
variantes de los genes cry.

Palabras clave: LSSP-PCR;
cry1; Método deTaguchi.

SUMMARY

Low stringency single specific primer PCR (LSSP-
PCR) is a simple technique that detects mutations in
DNA fragments. This approach has been applied to
Bacillus thuringiensis cry1 genes. A purified DNA
fragment is subjected to PCR using high
concentrations of a single specific primer, large
amounts of Taq polymerase and a very low annealing
temperature. A complex banding pattern is obtained.
The optimization strategy for LSSP-PCR was done
using the Taguchi method. The methodology used
opens the way to the search of new cry gene variants.

Key words: LSSP-PCR; cryt;
Taguchi method.
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INTRODUCCION

Para el microbiclogo, Bacillus thuringiensis (Bf) es un bacilo ubicuo que s€ caracteriza por sintetizar
durante la fase estacionaria de su ciclo de crecimiento una inclusion paraespora| ds naturaleza.proteiCa
(ICPs) responsable de Ia accién insecticida sobre un gran ntmero de 6rdenes de insectos consideradog
como plagas en la agricultura. Las diferentes ICPs son codificadas por genes denominados cry. La divers;.
dad de estos genes se pone de manifiesto si se considera que hoy en dia existen repoﬂada; n?és de 300
variantes de ellos. Entre este conjunto se destacan los genes cry? que tienen amplia especificidad sobre
Insectos lepiddpteros y algunos dipteros.

La busqueda de nuevos genes insecticidas es una labor encomiable que pretende encontrar nuevas
especificidades y mayores niveles de ellas. Se han propuesto metodologias como los bioensayos, engorro-
Sos cuando se trata de caracterizar un gran numero de cepas, Y la electroforesis de proteinas, que no
indica variantes de un gen determinado a menos que se determine la secuencia de la proteina (Chestukhina
et al. 1994; Ranasinghe y Akhurst, 2002). La hibridacién con sondas tiene el inconveniente de requerir un
gran numero de ellas para abarcar todas las posibles variantes ya que la metodologia necesita gran espe-
cificidad sobre la secuencia objetivo de DNA (Porcar y Juarez-Pérez, 2003).

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha sido explotada en la caracterizacién de cepas de Bt. Para
la busqueda de nuevos genes se han postulado algunas variantes de esta técnica (Carozzi et al., 1991; Cerén
et al., 1995; Ben-Dov et al., 1997; Kalman et al.1993; Kuo y Chak, 1996; Juarez-Pérez et al., 1997).

Cuando se trabaja en PCR, siempre se trata de evitar el anillaje de los oligonucleétidos en regiones a las
cuales no son exactamente complementarios. Sin embargo se ha visto que el anillaje sobre secuencias
con baja complementariedad puede ser util. Este tipo de anillaje ha llevado al desarrollo de técnicas para el
estudio de polimorfismos de DNA. Una de ellas es la técnica denominada PCR con un solo iniciador en
baja astringencia (LSSP-PCR), que cuando se aplica a fragmentos de por lo menos 1 kb de tamaiio,
traslada la secuencia de DNA a un multibandeo denominado «sefial genética». Cambios en una base
alteran significativamente la sefial produciendo patrones que son diagnésticos de la alteracién en particular
(Pena et al., 1994).

Aqui se presenta la estandarizacion de LSSP-PCR para la busqueda de nuevos genes cry1Aa, cry1Aby
cry1Ac de Bt. Inicialmente se determiné una region variable dentro de cada secuencia para el disefio de
oligonucledtidos especificos que permitieran obtener amplificaciones cuyos patrones electroféreticos fue-
ran caracteristicos de cada una de ellas. Aunque la amplificacién de segmentos de DNA de Bt por PCR
esta bien documentada (Porcar y Juarez-Pérez, 2003), la implementacién de protocolos entre diferentes
termocicladores y el desarrollo de nuevas aplicaciones necesita de investigacion en cuanto al rango de
reaccion de los componentes, cuya suma puede alterar la magnitud, especificidad o fidelidad de esta
herramienta molecular. La optimizacién generaimente conlleva la investigacion secuencial de cada varia-
ble de la reaccion, lo que implicaria un gran nimero de experimentos para incluir todas las posibles combi-
naciones. Para solucionar este problema se utilizé el disefio experimental de Taguchi aplicado a la
optimizacién de PCR descrito por Cobb y Clarkson (1994). La base de este procedimiento consiste en la
identificacién de las variables que influyen en la reaccién y la definicién de diferentes niveles (factores
control) de cada una de ellas; con estas se pr'edice una combinacién, utilizando los arreglos ortogonales de
Taguchi, que puede llevar a una calidad optima de la reaccion. Si los resultados son satisfactorios no sé
necesitan mas experimentos.
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MATERIALES Y METODOS

Cepa de referencia

Como cepa de referencia se utilizd Bt var. kurstaki
HD-1, proveniente del producto comercial Dipel
(Aventis CropScience). Esta cepa contiene los genes
cry1Aa, cry1Ab, cry1Ac, cry2Aa, cry2Ba, cry1lA. Para
la extraccion del DNA plasmidico requerido en la re-

accion de amplificacion de genes cry1 se empled el
método de M. He. (1990).

Disefio de oligonucleétidos

Los oligonucledtidos se disefiaron tomando como pun-
to de partida las secuencias de los genes cry1Aa,
cry1Ab y cry1Ac obtenidas de la base de datos del
Centro Nacional para Informacion en Biotecnologia
(National Center for Biotechnology Information-NCBI).
Los nimeros de accesién se encuentran en la pagina
referente a la nomenclatura de las toxinas
(www.biols.susx.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/).

Las secuencias fueron alineadas utilizando el progra-
ma ClustalW (European Bioinformatics Institute-
www.ebi.ac.uk/clustalw). Una vez que las secuencias
fueron alineadas, se seleccioné una regioén especifi-
cade cada gen que presentara variabilidad en un frag-

mento de secuencia de aproximadamente 1 kb para
cada uno de ellos.

Con base en estas regiones se disefiaron 3 pares de
oligonucledtidos iniciadores que reconocieran el gru-
po de genes cry1Aa, cry1Ab y cry1Ac. Para ello se
utilizé el programa PRIMERS (http://frodo.wi.mit.edu/
cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi). Las parejas de
oligonucledtidos se disefiaron teniendo en cuenta las
siguientes reglas: no poseer secuencias repetidas o
complementarias en los extremos 5’ y 3', presentar
una diferencia en la temperatura de fusion igual o in-
ferior a 1°C entre los miembros de una pareja, pre-
sentar un contenido de citosina-guanina entre 40 y
50% y que generen un producto entre 1y 1.1 kb. Asi
mismo se busco que su tamario estuviera entre 18'y
27 bases, que no tuviesen mas de 3 bases iguales
consecutivas y que tuvieran citosina o guanina en sus
extremos 3'. Los oligonucledtidos fueron sintetizados
por Integrated DNA Technologies, Inc.
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Los oligonucleétidos disefiados se probaron uti-
lizando el programa de PCR virtual (http://
www.ch.embnet.org/software/iPCR_form.html).
Este programa esta disefiado para hacer ampli-
ficaciones virtuales con oligonucleétidos disefia-
dos con el programa PRIMER3. Estas pruebas
se hicieron con las secuencias de los genes
cry1Aa, cry1Ab y cry1Ac para asegurar que to-
das amplificaran.

PCR

En este estudio se determinaron inicialmente como
«factores control» el DNA, la concentracién de MgCl,,
la concentracién de Taq polimerasa y la temperatura
de anillaje. Se ensayaron 3 concentraciones de DNA
plasmidico. Para el caso del MgCl, y la Taq polimerasa
se ensayaron 3 concentraciones. En cuanto a la tem-
peratura de anillaje, se evaluaron 3 temperaturas di-
ferentes (Tabla 1). El arreglo ortogonal utilizado se

presenta en la tabla 2. La amplificacién fue realizada

en un termociclador Omn-E (Hybaid, Reino Unido).

Las condiciones de la reaccion se indican en la tabla

3 (se usaron reactivos de PCR Promega).

Los productos de PCR fueron separados
electroforéticamente (250 voltios por 25 minutos) en
gel de agarosa 0.8% (tefiido con bromuro de etidio)
empleando buffer TBE 0.5X (Tris-HCI 445 mM, &cido
bérico 445 mM, EDTA 12.5 mM pH 8.2). La reaccion
fue visualizada en transiluminador de luz ultravioleta

y los tamafios se determinaron con un marcador de
peso de 1 kb (Invitrogen).

Ensayo Variable Valor a probar

1.5 mM (A)

2.0 mM (B)
1 MgCl, 3.0mM (C)

10 nanoaramos (na) (A)
50 na (B)

2 DNA 100 ng (C)

1U(A)
1.5U(B)

3 Taq polimerasa 20U (C)

51°C (A
52°C (B)

4 Temperatura de anillaje 53°C (C)

Tabla 1. Variables evaluadas en la estandarizacién de PCR
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Variables
1234

CoONOLEWN=

Experimentos

AAAA
ABBB
ACCC
BABC
BBCA
BCAB
CACB
CBAC
CCBA

Tabla 2. Arreglo ortogonal para 4 variables en 3 niveles

Mezcla de reaccién (25 pL)

Programa de PCR

200uM de dNTPs
2.0 mM de MgCl,
Buffer de PCR 1X
1 UM de oligonucleétidos
100 ng de DNA
2.0 U de Tag DNA polimerasa

Denaturacién inicial a 94°C por 5 minutos

94°C por un minuto

53°C por 30 sequndos - 35 ciclos
72 grados por 1 minuto

Extraextensién a 72°C por 5 minutos.

Tabla 3. Condiciones de PCR

Ensayo Variable

Concentracién a probar

1 Oligonucledétido

1.0 uM (A)
3.0 M (B)
5.0 uM (C)

2 DNA

1 uL(A)
2 uL (B)
3L (C)

3 Taq polimerasa

2U (A)
4U (B)
8U(C)

30°C (A)

4 Temperatura de alineamiento 35°C (B)

40°C (C)

Tabla 4. Condiciones evaluadas para los factores control
de LSSP-PCR

Mezcla de reaccién (25 pL)

Programa de LSSP-PCR

2 uL de DNA molde

8 unidades de Taq polimerasa

5.0 uM de uno de los 2 iniciadores
200 uM de dNTPs

2.0 mM de MgCI2

Buffer de PCR 1X

Denaturacién por 5 minutos a 94°C

94°C por un minuto
135 ciclos

40°C por un minuto

Tabla 5. Condiciones de LSSP-PCR
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LSSP- PCR

Los productos de la reaccion de PCR fueron
extraidos del gel de agarosa cortando |3 gD
da y diluyéndola en 10 partes de agua, o
lentando la mezcla a 95°C y dejéndola gp.
friar a temperatura ambiente (agitando cons-
tantemente para evitar la solidificacién de la
agarosa). De esta mezcla se tomé e| DNA
molde para la reaccién de LSSP-PCR, [a gy
se llevo a cabo con todos los oligonucleétidos;

En la reaccién de LSSP-PCR se determina.
ron como factores claves que influyen en |3
calidad de la reaccién: 1- cantidad de DNA 3
utilizar (obtenida de la PCR anterior), 2- cop-
centracion del oligonucleétido, 3- concentra-
cién de Taq polimerasa y 4- temperatura de
anillaje. El arreglo ortogonal utilizado se pre-
senta en la tabla 2. Las condiciones a ensa-
yar se presentan en la tabla 4. Las condicio-
nes de reaccion de LSSP-PCR se muestran
en la tabla 5. Los productos fueron
visualizados en gel de agarosa 1% .

Resultados y discusion

En esta investigacién se propuso disefiar
oligonucleétidos altamente especificos para am-
plificar una regién variable de aproximadamente
1000 bp del gen objetivo, que permitiera su utii-
zacion en la reaccion de LSSP-PCR. Como me-
dida inicial se realizaron alineamientos de todos
los genes cry1Aa, cry1Aby cry1Ac con el finde
determinar una regién variable en el centro del
gen que permitiera, al emplear LSSP-PCR, una
buena probabilidad de encontrar divergencias c&-
racteristicas de un nuevo gen, y una regién cor-
servada en los extremos para lograr un disefio dé
oligonucledtidos especificos de cada tipo de genes
estudiados. Dado el alto porcentaje de homologia
(95%) entre los 3 grupos de genes (Crickmore éf
al., 1998), se ubicaron varias regiones que pué-
den servir para el disefio de oligonucletidos Y el
subsiguiente analisis por LSSP-PCR. La region
seleccionada después del alineamiento se uliliz0
para el disefio de oligonuclestidos con el progré
ma PRIMER 3.




Una vez se tuvieron varias opciones de oligonucleétidos que
pudiesen ser utiles en LSSP-PCR, se procedié a evaluarlos
con la herramienta virtual de PCR. Gracias a este analisis se
pudieron determinar las parejas de oligonucleétidos que pre-
sentaron las mejores caracteristicas (especificidad, capacidad
para amplificar un producto de aproximadamente 1000 bpy
temperaturas de fusion similares). Al final se seleccionaron 3
pares de oligonucleétidos especificos para los genes cry1Aa,
cry1Ab y cry1Ac. Aunque estos oligonucleétidos fallaron al
amplificar los genes cry1Aa6, cry1Ab2, cry1Ab10, cry1Ac3,
cry1Ac6 y cry1Ac13, presentaron una gran especificidad de
secuencia y de producto amplificado para los demas genes
(tablas 6 y 7).

Gen Tamaiio del
Oli leétid id producto S ia 5°-3"

Aal 1.TTCGCATTCCCTTTATTTGG
Grupo de 2.TAAGTCGCTTCGCATGTTTG

Aa2 genes cry1Aa 1033

Ab1 1.CGTTAAAGGACCAGGATTTACAG
Grupo de 2. TGCTTCTCCTACTAATGGTTTCTC

Ab2 genes cry1Ab 1084

Acl 1.AAGTTCCAATTCACTTCCCATC
Grupo de 2.GCCCATCTTGCGTCTTAATC

Ac2 genes cry1Ac 1029

Tabla 6. Caracteristicas de los oligonucledtidos disefiados para
la amplificacion de genes cry7.

Temperatura de
Oligonucleétido Longitud fusion Contenido G-C
Aail 20 59.90 40.00
Aa2 20 60.01 45.00
Ab1 23 59.11 43.48
Ab2 24 . 58.19 41.67
Act 22 59.33 40.91
Ac2 20 59.67 50.00

Tabla 7. Caracteristicas de los oligonucleétidos disefiados para
la amplificacion de los genes cry1Aa, cry1Aby cry1Ac.

Cuando se van a realizar perfiles de LSSP-PCR, la especifici-
dad y cantidad del producto de amplificacién que se usara como
DNA molde son variables de suma importancia puesto que de
no ser controladas se dificulta conseguir resultados buenos y
reproducibles (Pena, 2004; Barreto, 2004). Por ello fue nece-
sario optimizar la reaccién de PCR, para lo que se utiliz6 el
método de Taguchi modificado, aplicado a PCR (Cobb y
Clarkson, 1994).
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Al analizar todos los cambios que se obser-
varon en las reacciones, se-pudo concluir
que:

- Lacantidad de DNA con la cual se obtuvie-
ron las mejores amplificaciones fue 100 ng.

- Las concentraciones de 2.0 y 3.0 mM de
MgCl, evitaron que se diese la presencia
de bandas inespecificas, contrario a lo que
ocurrié cuando se utilizé la concentracién
de 1.5mM.

- En cuanto a la Taq polimerasa se observé
que con las concentraciones de 1.0y 1.5U
no se presenté una buena cantidad de pro-
ducto de amplificacion; con el experimento
3 se determiné que el aumento a 2.0 U pro-
dujo buenas amplificaciones y no se gene-
raron bandas inespecificas.

- Latemperatura de anillaje que mejor fun-
ciond fue 53°C y en el experimento 8 se
observa una amplificacién especifica.

Dado este andlisis, se realizé un nuevo ex-
perimento donde se utilizaron 100 ng de
DNA, 2.0 mM de MgCl, (aunque 2.0 y 3.0
mM dieron buenos resultados se escogié 2.0
mM ya que se ha descrito que concentracio-
nes altas de esta molécula pueden generar
productos indeseados), 2.0 U de Taq
polimerasa y 53°C como temperatura de
anillaje. Los resultados permitieron obtener
amplificaciones especificas y de buena mag-
nitud. Ante la posibilidad de que se estuvie-
sen generando productos inespecificos de
PCR, los cuales quizas no pudieran ser ob-
servados en el gel de agarosa debido a su
baja concentracion, se redujo el tiempo de
anillaje a 30 segundos para que el
oligonucleétido tuviese una menor probabi-
lidad de alinearse de manera inapropiada con
el DNA molde. Este cambio no demostré
afectar la magnitud de la amplificacién (Fi-
gura 1). Dado que la medicién de los resul-
tados se hizo de manera cualitativa, no se
realizaron calculos adicionales.
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1000 bp

Figura 1. PCR optimizada con el método de Taguchi. 1: marca-
dor de peso de 1 kb.; 2 y 3: Bt subsp. kurstaki HD-1, tiempo de
alineamiento 1 minuto; 4 y 5: Bt subsp. kurstaki HD-1, tiempo de
alineamiento 40 segundos.

Un fragmento de aproximadamente 1000 bp fue
amplificado en la primera reaccion de PCR para
todas las cepas nativas usadas en esta investiga-
cion, utilizando las parejas de oligonucleétidos Aa,
Ab y Ac. Estos fragmentos se caracterizaron por
LSSP-PCR con los oligonucleétidos Aa1 o Aa2, Ab1
o0 Ab2 y Ac1 o Ac2. Se comenzé por evaluar si la
técnica era reproducible en la generacion de se-
nales genéticas a partir de productos de PCR pro-
venientes de genes cry1 y las condiciones a las
cuales se generaria este patron electroféretico.
Como «factores control» se determinaron los com-
ponentes que causan el mayor efecto en la técni-
ca, como las bajas temperaturas para el alinea-
miento, las altas concentraciones de Taq
polimerasa e iniciador y el DNA molde que se ex-
trae del gel de agarosa (Pena et al., 1994). En pri-
mera instancia se extrajo la banda amplificada del
gel de agarosa. Estas bandas deben ser muy visi-
bles puesto que de lo contrario no se consiguen
buenos perfiles de LSSP-PCR. Se conoce que la
banda debe extraerse de la manera mas estéril
posible de un gel de agarosa de bajo punto de fu-
sién o de una baja concentracion (0.8%). Es im-
portante recuperar estrictamente la banda de inte-
rés, por lo que se aconseja utilizar pipeta pasteur
y evitar cortar la banda con bisturi. La banda se
diluye en 10 partes de agua y se calienta, agitan-
do constantemente para fundir la agarosa. El DNA
se extrae del fondo del tubo (Pena, 2004; Barreto,
2004). Estos eluatos se prepararon inmediatamen-
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te antes de la reaccion de LSSP-PCR. Para la re-
accién de amplificacién se utilizaron 1, 2y 3 pl de
la banda purificada. Se consiguieron perfiles de
LSSP-PCR con buena intensidad usando 2 pul de

las mismas.

Cuando se evalud la concentracién del oligonucleétido
a utilizar se probaron concentraciones de 1.0, 3.0 y
5.0 uM. La concentracién éptima para conseguir per-
files de LSSP-PCR fue de 5.0 uM, independientemen-
te del oligonucleétido usado. La concentracion de Taq
también influye considerablemente en la reaccion. Se
probaron 2.0, 4.0 y 8.0 U y se encontr6 que con esta
ultima se obtuvieron perfiles claros y reproducibles.

La temperatura de alineamiento que genera las con-
diciones de baja astringencia ha sido de 30°C (Pena
et al., 1994; Assuncéo Oliveira et al., 2003). También
se evaluaron temperaturas de 35 y 40°C. Los resulta-
dos obtenidos con las temperaturas de 30 y 35°C fue-
ron muy pobres y en la mayoria de casos no se obtu-
vieron amplificaciones o estas fueron muy tenues.
Caso contrario se observo cuando se realizaron las
amplificaciones a 40°C puesto que se obtuvieron per-
files claros y reproducibles. De todos los experimen-
tos que se llevaron a cabo solamente el nimero 3
presento perfiles de LSSP-PCR de muy baja intensi-
dad, que mejoraron ostensiblemente cuando se au-
mento la cantidad de DNA obtenido de la purificacién
de la banda. Adicionalmente se traté de trabajar con
temperaturas mas bajas pero sin éxito. Con tempera-
turas mas altas tampoco se generaban perfiles ade-
cuados, presentandose Unicamente 1 o 2 bandas.

LSSP-PCR es sensible a algunas variables como
el uso de baja temperatura de alineamiento, altas
concentraciones de Tagq polimerasa y de
oligonucleétido (Pena et al., 1994). El mecanismo
exacto que se desarrolla en una reaccién de LSSP-
PCR no esta completamente dilucidado. Se cree
que la produccién de multiples fragmentos estéa
relacionada con |la especificidad del alineamiento
del oligonucleétido a su extremo complementario
Yy con menos especificidad a varios sitios en el res-
to de la secuencia. Esto es posible gracias al uso



de altas concentraciones de un Gnico iniciador y
de Taq polimerasa en una baja temperatura de ali-
neamiento. La extensién que genera Ia Taq
polimerasa a partir del complejo iniciador-DNA
molde produce un patrén de fragmentos de tama-
fio variable debido a la reaccién dinamica del
oligonucledtido y sus sitios de alineamiento (espe-
cificos 0 no), asi que los productos generados en
el comienzo de la reaccién acttian como conducto-
res. Cuando estos productos se analizan en geles
de poliacrilamida (con tincién de plata) se puede
revelar un perfil de multibandeo que refleja las va-
riaciones presentes en la secuencia de DNA pro-
blema (Pena et al., 1994; Barreto et al., 1996). La
reproducibilidad y estabilidad de las sefales
genéticas producidas por LSSP-PCR se verifica-
ron repitiendo los perfiles en varias ocasiones y
siempre se obtuvo idéntico resultado (Figura 2).

Figura 2. Perfiles de LSSP-PCR en Bt. 1. Marcador de peso
de 1 kb; 2. Oligonucledtido Aa1; 3.0ligonucledtido Aa2; 4.
Oligonucleétido Ab1; 5. Oligonucledtido Act; 6.
Oligonucledtido Ac2.
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Otras técnicas de PCR como AFLP-PCR, LS-PCR,
AP-PCR (RAPD), RFLP-PCR ofrecen informacién si-
milar a la que genera LSSP-PCR, pero tienen el in-
conveniente de la necesidad de extraer grandes can-
tidades de DNA purificado. Con respecto a esto LSSP-
PCR es una técnica valiosa si se tiene en cuenta que
se puede aplicar tan pronto como se ha conseguido
la amplificacién de un fragmento por PCR (Assungao
Oliveira et al., 2003).

Se ha observado que cambios en aminoacidos esen-
ciales en las proteinas Cry generan un cambio
conformacional que influye directamente en el espec-
tro y nivel de actividad biolégica. LSSP-PCR es una
técnica promisoria cuando se trata de identificar va-
riantes de genes insecticidas de B, los cuales pue-
den ser utilizados para la produccién de nuevos y mas
efectivos bioinsecticidas.

(GLOSARIO

PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa (por su sigla en
Inglés). Técnica que permite obtener muchas copias idénti-
cas de un fragmento de ADN.

Oligonucleétido: Fragmento corto de ADN que se utiliza
para iniciar la sintesis de un fragmento de ADN durante la
PCR. Generalmente presentan famafios que oscilan entre 10
y 25 nucledtidos.

Patrén de Bandeo: Conjunto de fragmentos de ADN que
se obtiene tras aplicar las técnicas de amplificacién por PCR
aleatorias al estudio de un gen. Cada gen presenta un gru-
po de segmentos de ADN caracteristico que permite dife-
renciarlo de otros.

Taq Polimerasa: Enzima empleada en el proceso de
amplificacién por PCR. Su funcién es catalizar la unién
de los nucledtidos (elementos constituyentes del ADN)
que se encuentran libres en la reaccién.

Temperatura de anillaje: Temperatura a la cual un
oligonuclestido se une de manera altamente especifica a un
segmento de ADN en funcién de la complementariedad exis-
tente entre la secuencia nucleotidica de estos dos.
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