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Resumen: Las pruebas analiticas sobre el material genético son esenciales para el diagndstico de
algunas enfermedades, asi como para valorar la propension a otras o su prondstico y para la
eleccion de farmacos en funcién de su eficacia prevista para un individuo (farmacogenética). La
posibilidad de incluir este tipo de pruebas en el programa formativo de los estudiantes es
habitualmente limitada. Para suplir esta carencia, se presenta en este articulo un laboratorio virtual
donde es posible realizar experimentos de andlisis del genoma centrados en el estudio de regiones
polimérficas. Entre sus aplicaciones se incluyen pruebas de identidad y de diagndstico genético.
Las técnicas disponibles en este laboratorio son la fragmentacion del DNA con enzimas de
restriccion (ensayos de polimorfismo RFLP), la amplificacién mediante PCR y la separacién
electroforética en gel de los fragmentos de DNA. Esta herramienta informatica, accesible de forma
gratuita a través de internet, permite la inclusion de practicas virtuales en el curriculo dirigidas a
introducir a los alumnos en el conocimiento, esencial para su futuro profesional, de algunos de los
métodos modernos de analisis del genoma, con aplicaciones tanto diagnosticas como en otros
ambitos profesionales (pruebas de identidad, andlisis de alimentos...)

Palabras clave: DNA; Polimorfismo; Forense; Enfermedad Genética; Diagndstico Genético; Medicina
Personalizada; Huella Dactilar de DNA; Laboratorios Virtuales; Clases Practicas

Abstract: Analytical tests on genetic material are essential for diagnosis of several diseases, as well
as for estimation of propensity to others or their prognosis, and additionally for choosing drugs
depending on their expected efficiency for a particular individual (pharmacogenetics). Chances to
include this kind of tests in the training program of students are usually limited. In order to make
up for this, in this article we present a virtual laboratory that allows to perform genome analysis
experiments, focused on polymorphic regions. Its applications include identity tests and genetic
diagnoses. The techniques available in this laboratory are DNA fragmentation using restriction
enzymes (RFLP assays), PCR amplification and gel electrophoresis separation of DNA fragments.
This utility, accessible at no cost through the internet, allows to include virtual practicals in the
syllabus, addressed at introducing students in the knowledge, essential for their professional
career, of some of the modern methods of genome analysis, with applications both diagnostic and
in other professional fields (identity testing, food analysis, etc.)

Key words: DNA; Polymorphism; Forensics; Genetic Disease; Genetic Diagnosis; Personalised
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1. Introduccion

Cada vez en mayor medida, las pruebas analiticas realizadas sobre el material genético forman
parte esencial del diagndstico de algunas enfermedades, de la valoracion de la propension a otras o
de su prondstico (lo que habitualmente se denomina "factores de riesgo"), asi como de la eleccion de

RIECS 2017, 2, 1; ISSN: 2530-2787 Www.riecs.es



RIECS2017,2,1 23

farmacos en funcion de su eficacia prevista para un individuo concreto ("medicina personalizada" y
"medicina de precision"). La importancia de iniciar a los estudiantes en este tipo de pruebas como
parte de su formacion es, pues, indudable. Sin embargo, a menudo las oportunidades de abordarlas
en un laboratorio docente resultan escasas.

Queremos en este articulo presentar una aproximacion que podra utilizarse para que los
alumnos se familiaricen con estos abordajes y con las técnicas de laboratorio implicadas, mas alla de
una descripcion tedrica; antes bien, a través de la realizacidn de practicas virtuales pero realistas, que
permiten un disefio flexible del experimento y proporcionan un resultado en consonancia con las
operaciones realizadas.

2. Descripcion

El laboratorio virtual «Cibertorio» es una aplicacion disponible como pagina web [1]. Puede
utilizarse sin mas requisitos que un navegador de internet, tanto desde un ordenador como
empleando una tableta (el navegador debe ser compatible con HTML5 y tener activado el uso de
JavaScript). Se trata de un software de acceso libre y gratuito, bajo licencia GNU GPL [2].

En este laboratorio se pueden realizar experimentos con muestras simuladas de DNA, tanto de
referencia (controles) como de pacientes (problemas). Dichas muestras se pueden someter a tres
técnicas de analisis: digestion con enzimas de restriccion, PCR y electroforesis.

2.1. Fragmentacién con enzimas de restriccion

Las muestras de DNA pueden someterse a una digestion con enzimas de restriccién,
disponiéndose en el catdlogo previo al laboratorio de 81 enzimas diferentes asi como de una
disoluciéon tampdn 10x adecuada para el desarrollo de la reacciéon enzimatica de fragmentacion del
DNA en secuencias especificas. Una posterior separacion electroforética permitira no solo analizar la
accion de las enzimas, sino completar ensayos del tipo RFLP (restriction fragment length polymorphism,
polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion).

2.1.1. Hemoglobina S, drepanocitosis, anemia de células falciformes

Para plantear un diagnostico clinico mediante ensayo de RFLP se dispone de muestras del gen
de globina beta silvestre (34) y de su variante [3° responsable de la drepanocitosis y la anemia de
células falciformes. El grupo de muestras incluye como referencia dos de individuos homocigéticos
A,BA v BS,B° junto con cuatro de pacientes cuyo genotipo debe averiguarse con el ensayo.

2.1.2. Pruebas forenses

Por otro lado, puede hacerse un ensayo similar con un contexto no clinico sino legal, forense o
policial, con una muestra de DNA obtenida de la escena de un delito y cinco muestras de
sospechosos.

2.2. PCR

También es posible plantear experimentos en los que las muestras de DNA se utilizan en
reacciones de PCR. Se dispone de varias familias de oligonucledtidos cebadores con secuencias
especificas para amplificar diversos alelos de los respectivos polimorfismos. Tras la reaccién de PCR
gracias a una mezcla adecuada de nucleétidos, polimerasa similar a Taq y medio tamponado, se
analizard el tamafo de los amplicones resultantes empleando la electroforesis. Es posible realizar
una PCR multiplex, es decir, amplificar cada muestra en un solo tubo simultaneamente con los
cebadores de distintos marcadores. De nuevo, planteamos algunos experimentos de enfoque clinico
y otros de interés diverso como aplicaciones practicas de la amplificacion.

2.2.1. Diagnostico genético de celiaquia
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El diagnostico y el prondstico de la enfermedad celiaca son complejos pero incluyen como uno
de los indicios el analisis del genotipo en los genes HLA DQA1 y HLA DQBI. Se dispone en este
laboratorio de cebadores que amplifican los alelos mas comunes de estos genes polimdrficos (DQA1
*01.01, *03.01 y *05.01, DQB1 *03.02 y *05.01) asi como de muestras de DNA de 6 pacientes para
diagnosticar en ellos los haplotipos DQ2 y DQ8 asociados a la aparicion de celiaquia. Cada uno de
los amplicones posee un tamafio caracteristico que se identificara, en su caso, en la electroforesis.

2.2.2. Polimorfismo CYP450 y respuesta a farmacos

Es bien conocido el papel de la familia de enzimas citocromo P450 en el metabolismo de
numerosos farmacos y de xenobidticos, asi como la diferente eficacia de tales farmacos dependiendo
de las formas polimérficas de estas enzimas que presenta cada individuo. El laboratorio ofrece un
grupo de muestras de DNA correspondiente al gen CYP2C9 de 6 pacientes, junto con cebadores de
PCR para amplificar los principales alelos de este gen polimdrfico (CYP2C9 *2, *3, *4, *5 y *6).

2.2.3. Analisis de adulteracion en productos lacteos

La mezcla de leche de distintas especies puede detectarse también empleando ensayos de PCR
que aprovechan secuencias tnicas de cada especie. Otro de los experimentos que se pueden disefar
en este laboratorio aprovecha, pues, cebadores PCR especificos para secuencias del DNA
mitocondrial de vaca (Bos taurus), oveja (Ovis aries) y cabra (Capra hircus). Las muestras de DNA
proporcionadas corresponden a 3 mezclas problema donde la leche de cabra puede estar adulterada
con oveja o vaca. Se incluyen como referencia muestras puras de DNA de las 3 especies.

2.2.4. Ensayo de paternidad

En este ensayo se trata de evaluar la posible paternidad de varios candidatos, por comparacion
de su DNA con los del bebé y la madre. Para ilustrar este ejemplo de pruebas de identidad genética
se hace uso de 6 marcadores STR polimorficos, subconjunto de los incluidos en CODIS (base de
datos empleada por el FBI), y un marcador AMEL adicional como control ligado al sexo. Tras
realizar la PCR multiplex con los 7 marcadores se comparan los perfiles de bandas en el gel de
electroforesis para averiguar quién de entre los presuntos progenitores puede ser el padre.

2.3. Electroforesis en gel

A partir de las mezclas resultantes de la reacciéon del DNA, bien con enzimas de restriccion o
bien mediante PCR, el laboratorio simula la separacién electroforética en gel. Se dispone de geles (de
agarosa y poliacrilamida) con dos porosidades o grados de reticulacion diferentes. Las muestras se
detectan simulando su tincién con un compuesto intercalante fluorescente, del tipo del bromuro de
etidio, que se observa bajo luz ultravioleta. El analisis de la distribucién de bandas y su comparacién
con patrones de tamario (escalera de DNA) permite la interpretacion del experimento y la obtencion
de conclusiones con respecto a las muestras problema analizadas.

2.4. Desarrollo de un experimento
Un experimento tipico consta de las etapas siguientes:

e Obtencidn de los reactivos necesarios: se presenta una simulaciéon de comparia proveedora de
muestras y reactivos, con un catalogo en linea, la descripcidn de los productos y del instrumental
y un formulario de pedido para la compra de los reactivos. El usuario debera elegir un grupo de
muestras de DNA, dependiendo del tipo de experimento que pretenda realizar; cabe mencionar
que las muestras problema se cambian en cada pedido. A continuacion debe elegir las enzimas o
cebadores, entre aquellos compatibles con ese tipo de experimento.

e Acceso al laboratorio, donde se dispondra de las muestras y reactivos adquiridos anteriormente,
junto al material habitual: tubos Eppendorf, micropipeta automatica, incubador termostatizado o
termociclador, segtn el caso (Figura 1a).
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e Preparacion por el usuario de las mezclas de reaccidn, segtin su propio disefio experimental. Se
contintia con una etapa de incubacién en la que tendra lugar la fragmentacion por restriccion o
bien la amplificacion PCR (figura 1b).

e Paso al laboratorio de electroforesis (Figura 2). Las muestras se transfieren automaticamente
desde el laboratorio anterior. El usuario selecciona el tipo de gel, las condiciones de la corriente
eléctrica, carga las muestras y da comienzo a la separaciéon. Tras unos segundos se dispone del
resultado para poderlo analizar criticamente (Figuras 3 y 4).

Se ofrecen algunos guiones de trabajo como ejemplo, en especial para aquellos usuarios menos
experimentados. Cada profesor podra disefiar para sus alumnos experimentos adaptados al
programa docente de su asignatura en concreto. No obstante, el verdadero valor del laboratorio
virtual estd en la posibilidad de disenar libremente los experimentos, dejando espacio para que el
estudiante explore el efecto de alterar condiciones, cantidades, combinar las enzimas o cebadores,
analizar nuevas muestras... Tal exploracion puede ser muy significativa para una buena asimilacién
de los conceptos cientificos de diagnéstico y metodoldgicos subyacentes y para entrenar las
competencias de disefio experimental, observacion y analisis de resultados propias de un
investigador.
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Figura 1. Laboratorio de preparacion del experimento. (a) En la mitad izquierda se encuentran los

reactivos y las muestras de DNA. En la derecha, los tubos de ensayo en los que se han de preparar las
mezclas. La micropipeta de volumen variable se maneja empleando el ratén (el dedo o puntero en los
dispositivos tactiles). La reaccién, dependiendo del experimento elegido, consiste en una digestion
con enzimas de restriccion o en una amplificaciéon por PCR. (b) Incubacién de las mezclas de
reaccion, en este caso realizando una PCR.
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Figura 2. Laboratorio de electroforesis. Un pulsador permite cargar las muestras en los pocillos del
gel. Los interruptores controlan la luz ultravioleta (transiluminador acoplado a la cubeta de
electroforesis), la luz de la habitacion (que debe apagarse para ver la emision de fluorescencia) y la
conexion de corriente eléctrica a los electrodos de la cubeta.
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Figura 3. Resultados en el laboratorio de electroforesis. En este caso se ensayaron 6 pacientes para el
polimorfismo CYP450. Los resultados muestran que sus genotipos son CYP2C9 "3, *5, *1, *2, *6, *2,
por el andlisis de las bandas que se observan por la "emision fluorescente" del gel de electroforesis.
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Figura 4. Resultados en el laboratorio de electroforesis, en este caso con la prueba de paternidad. A la

7

derecha se ha insertado la “fotografia” tomada del gel usando la camara integrada en la cubeta
(imagen que el experimentador puede guardar). A partir del analisis de las bandas obtenidas se
deduce que el tnico posible padre es el tercer candidato. (Orden de las muestras, de izquierda a

derecha: madre, hija, varones 1, 2, 3 y 4, patrones de tamafio)

3. Discusion

Las limitaciones inherentes al uso de determinadas muestras, técnicas e instrumentacion en un
laboratorio docente no deberian impedir que los estudiantes reciban una formacién completa y
actualizada, en el caso que nos ocupa respecto a los métodos de diagnostico molecular y genético. El
uso de simulaciones puede llenar ese vacio formativo y es particularmente conveniente que aquellas
constituyan verdaderos laboratorios virtuales, donde el experimentador tenga cierta libertad para
disefiar el experimento, su realizacion sea lo mds realista posible y los resultados obtenidos
dependan de las operaciones realmente llevadas a cabo por el usuario. Es decir, no estamos
hablando de animaciones o videos que siempre progresan del mismo modo y donde el resultado
siempre es el correcto o esperado (aunque estos también tengan cierto valor formativo).

La herramienta presentada en este articulo permite la inclusion de estas practicas virtuales o
practicas in silico en el curriculo y, con ello, introducir a los alumnos en el conocimiento, esencial
para su futuro profesional, de algunos de los métodos modernos de analisis del genoma, con
aplicaciones diagnodsticas asi como en otros ambitos profesionales (pruebas de identidad, analisis de
alimentos...). Con su uso los estudiantes podran asimismo conseguir en buena medida las mismas
competencias que en un "laboratorio humedo" convencional.
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Abreviaturas

AMEL: amelogenina.

CODIS: Combined DNA Index System, Sistemas de Indice Combinado de DNA, la base nacional de EEUU con
datos de perfiles genéticos, creada y mantenida por el FBI.

PCR: polymerase chain reaction, reacciéon en cadena de la polimerasa.

RFLP: restriction fragment length polymorphism, polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion.

STR: short tandem repeats, repeticiones cortas en tandem; un tipo de marcador genético polimorfico.
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