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EXPLORANDO LA GENETICA DEL GUSTO:
Analisis del SNP del gen PTC por PCR

Ref.PCRPTC

1.0BJETIVO DEL EXPERIMENTO

El objetivo de este experimento es introducir a los estudiantes en los principios y
practica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) mediante la
amplificacion del gen TAS2R38, el cual es el responsable de la capacidad de
detectar el sabor amargo. Posteriormente, se realizara la purificacion del
producto de PCR y se digerira con el enzima de restriccion Haelll para identificar
la presencia o ausencia del SNP vinculado al fenotipo de detectar el sabor
amargo en papeles de PTC.

2. INTRODUCCION

2.1 PCR

La PCR ha revolucionado la investigacion y diagndstico basado en Ila Biologia Molecular. La
PCR es un proceso simple, exacto y altamente reproducible que proporciona la ventaja de
empezar con una pequefa cantidad de ADN y ser capaz de amplificarlo de forma que se
tenga suficiente para realizar experimentos.

Se han desarrollado gran cantidad de test diagndsticos, también se ha utilizado en mapaje
y secuenciacién de ADN en proyectos de genoma y esta siendo utilizando determinaciones
forenses, paternidades, diagndstico clinico, etc.

En todos los casos se amplifican segmentos de ADN que posteriormente son sometidos a
analisis y estudios varios.

En una reaccion de PCR, el primer paso es la preparacion de la muestra de ADN que es
extraida de varias fuentes bioldgicas o tejidos. En la PCR, el ADN o gen a amplificar se
define como “target” (diana) y los oligonucledtidos sintéticos utilizados se definen como
“primers” (cebadores). Un set de 2 cebadores de entre 20-45 nucledtidos son sintetizados
guimicamente para que se correspondan con los extremos del gen a amplificar. Cada
cebador se une a uno de los extremos de cada cadena de ADN vy es el punto de inicio de la
amplificacion.

Una reaccion tipica de PCR contiene ADN molde, Taq polimerasa y los 4 dNTPS en un
tampon de reaccidén apropiado. El volumen total de reaccién es de 25-50 ml. En el primer
paso de la reaccibn de PCR, las cadenas complementarias de ADN se separan
(desnaturalizadas) la una de la otra a 94°C, mientras que la Taq polimerasa permanece
estable. En el segundo paso, conocido como emparejamiento, la muestra es enfriada a una
temperatura entre 40-65°C que permita la hibridacion de los 2 cebadores, cada uno a una
hebra del ADN molde. En el tercer paso, conocido como extension, la temperatura es
elevada a 72°C y la Taq polimerasa afiade nucledtidos a los cebadores para completar la
sintesis de una nueva cadena complementaria.
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Estos tres pasos, desnaturalizacion-emparejamiento-extension, constituye un ciclo de PCR.
Este proceso se repite durante 20-40 ciclos amplificando la secuencia objeto
exponencialmente. La PCR se lleva a cabo en un termociclador, un instrumento que es
programado para un rapido calentamiento, enfriamiento y mantenimiento de las muestras
durante varias veces. El producto amplificado es luego detectado por separacion de la
mezcla de reacciéon mediante electroforesis en gel de agarosa.



2.1 Analisis del SNP del gen PTC

Cuatro letras de nucledtidos especifican el codigo genético: A (adenina), C (citosina), T
(timina) y G (guanina). Una mutacién puntual ocurre cuando un nucledtido es
reemplazado por otro nucleétido. Por ejemplo, cuando una A se reemplaza por una C, T o
G (Figura 1). Cuando dicha mutacion estd presente en al menos el 1% de la poblacion, se
conoce como Polimorfismo de Nucleétido Unico o SNP (pronunciado "snip"). Un
SNP también puede ocurrir cuando un Unico par de bases ha sido eliminado o agregado a
un secuencia.

Figura 1

Los SNP son el tipo mas comun de variacidon genética entre las personas. Ocurren mas
frecuentemente en las regiones no codificantes de los genes y en regiones entre
genes. Aunque estos SNP no se traducen en aminoacidos, pueden afectar la produccién
de proteinas a través del corte y empalme de genes, la union del factor de transcripcién o
el ARN no codificante.

Un SNP también puede ocurrir en la secuencia de codificacion de un gen, donde puede
afectar el producto proteico de ese gen. Por ejemplo, la anemia de células falciformes se
produce porque un polimorfismo de un solo nucleétido debido a que el aminoacido acido
glutamico hidrofilo se reemplazara por el aminoacido hidréfobo valina en la cadena de
hemoglobina de la B-globina.

En esta practica, los alumnos aislaran el ADN de su saliva y lo utilizaran para
llevar a cabo la reaccion de PCR del gen TAS2R38 para analizar la presencia o
ausencia del SNP que se produce en la posicion 145 de este gen de sensibilidad a
un compuesto que tiene sabor amargo, el PTC (phenylthiocarbamide).

Existe una variabilidad en la poblacion en la sensibilidad al compuesto amargo PTC. Este
hecho fue descubierto en 1931 en una serie de eventos que implican por un lado una
curiosidad cientifica y por otro lado una cuestidon de seguridad en el laboratorio.

Un quimico llamado Arthur Fox estaba mezclando una sustancia quimica en polvo cuando
accidentalmente dejé un poco del polvo se liberara en el aire. Un colega cercano exclamé
gué amargo sabia el polvo, pero Fox (que estaba mas cerca del quimico) no detectaba
ningun sabor amargo. Interesados, ambos hombres se turnaron para probar el quimico.



Fox siguié encontrando el quimico insipido, mientras que su colega lo encontré amargo.
Luego, Fox probd a un gran nimero de personas. Nuevamente encontré una mezcla de
"catadores" y "no catadores" y publicé sus hallazgos. Esto atrajo el interés del genetista
L.H. Snyder, quien probd el compuesto en las familias y formuld la hipdtesis de que el
estado de catador / no catador estaba determinado genéticamente.

La capacidad de detectar el compuesto PTC estd unida a la presencia del miembro del
receptor Taste 2 de la proteina 38 que esta codificada por el gen TAS2R38. El gen
TAS2R38 tiene dos alelos: el alelo dominante (T), que confiere la capacidad de detectar el
sabor amargo del PTC, y el alelo recesivo no-catador (t). Una persona hereda una copia
del gen de cada uno de sus padres. La combinacién de estos alelos diferentes dentro de un
individuo se conoce como genotipo, que a su vez dicta el fenotipo: en este caso, si un
individuo es un "catador" o "no catador" del sabor amargo. Los catadores del PTC tienen
uno de dos genotipos posibles; o son homocigotos dominantes y tienen dos copias del
alelo (TT), o son heterocigotos y tienen un alelo T y un alelo no dominante t (Tt). Los "no
catadores" son homocigotos recesivos y tienen dos copias del alelo recesivo (tt). Dentro de
la poblacidn general, aproximadamente el 70% de las personas evaluadas pueden detectar
el sabor amargo del PTC, mientras que el otro 30% no puede.

El analisis de secuencia a lo largo de la regidén de codificacion del gen TAS2R38 reveld que
los alelos PTC catadores y no catadores del sabor amargo difieren en 3 aminoacidos debido
a SNPs en 3 ubicaciones distintas (Tabla 1). Se encuentran 5 versiones en todo el mundo:
AVI, AAV, AAI, PAV, PVI, llamados asi por la combinacién de aminoacidos presentes en el
gen. Los dos haplotipos mas comunes son AVI y PAV, que representan no catadores y
catadores, respectivamente. Los cambios en la secuencia de aminoéacidos alteran la forma
de la proteina del receptor, lo que determina la fuerza con que se puede unir al PTC. Como
todas las personas tienen dos copias de cada gen, las combinaciones de variantes del gen
del sabor amargo determinan si alguien encuentra el PTC intensamente amargo, algo
amargo o sin sabor. Esto puede cuantificarse aproximadamente mediante una prueba de
sabor o caracterizarse con mayor precision determinando los nucleétidos en las posiciones
145, 785 y 886.

Posicién Cambio en nucledtido Cambio en coddn Cambio en aminoacido
Nucledtido No-catador > catador  No-catador > catador No-catador > catador
145 G>C GCA > CCA Alanina > Prolina
785 T>C GTT > GCT Valina > Alanina
886 A>G ATC > GTC Isoleucina > Valina

Tabla 1. Relacién de variaciones en localizaciones especificas en el gen TAS2R38 con la
capacidad de detectar el sabor amargo

Una forma de detectar un SNP es usar enzimas de restriccidon. Las enzimas de
restriccion son endonucleasas que catalizan la escision de los enlaces fosfato dentro de
ambas cadenas de ADN. La caracteristica distintiva de las enzimas de restriccion es que
solo cortan secuencias de bases muy especificas. Estos sitios de reconocimiento son
generalmente de 4 a 8 pares de bases de longitud y la division ocurre dentro o cerca del
sitio. Los sitios de reconocimiento son frecuentemente simétricos, es decir, ambas hebras
de ADN en el sitio tienen la misma secuencia de bases cuando se leen 5 'a 3 '. Tales
secuencias se llaman palindromos. Un solo cambio de base en el palindromo de
reconocimiento da como resultado la incapacidad de la enzima de restriccidon para cortar el
ADN en esa ubicacion. Esto alterara la longitud y el nimero de fragmentos de ADN
generados después de la digestion.



Estos fragmentos pueden separarse segun su longitud mediante electroforesis en gel de
agarosa. El proceso de digestion enzimatica seguido de electroforesis a menudo
se denomina analisis de polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion

(RFLP).

En el ejemplo del gen PTC, el enzima HaelIll solo corta el alelo catador (T) con la
capacidad de detectar el sabor amargo (5'-GGCG-GCCACT-3 '"). El polimorfismo presente
en el alelo no catador que no tienen la capacidad de detectar el sabor amargo (5'-GGC-
GGGCACT-3 ') se produce como un cambio en una Unica base precisamente en el sitio de
reconocimiento de la enzima de restriccién, por lo que Haelll no puede digerir el ADN

no catador (t) (Figura 3).
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Figura 3. Analisis de genotipos del gen PTC
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3. COMPONENTES

Se suministran reactivos suficientes para la realizacion de 25 PCR individuales y la
realizacion de 4 geles de electroforesis en agarosa al 2.5 0 3 %.

Tampon de electroforesis concentrado 10 X 100 ml

Agarosa 6.0 gr

MIX PCR gen PTC 2 x 350 ul Conservar a -20°C
GELSAFE tincion ADN 25 ul Conservar a +4°C
Kit Purificacion Fragmento PCR 25 muestras

FastDigest Green Buffer 70 ul Conservar a -20°C
Hae III enzima de restriccion 70 ul Conservar a -20°C
Control positivo ADN homozigoto catador 15 ul Conservar a -20°C
Control Papel sin sabor 25 unid

Control Papel PTC (sabor amargo) 25 unid

Tampon de electroforesis 10 X para elaborar 2 x 500 ml de Tampoén de
electroforesis 1 X que es el Tampon de trabajo.

Se utiliza una polimerasa Hot Star lista para su uso 2X, que permite amplificar cualquier
fragmento a partir de ADN, de forma que el usuario sélo ha de afiadir agua . Se requiere
un paso de activacion de 10 minutos a 95°C de forma que se eliminen los productos
no especificos como “ primers-dimers”. Ademas contiene un colorante rojo que permite
la facil visualizacion y la siembra directa en el gel sin necesidad de mezclar con un tampoén
de carga.

4. PRACTICA

4.1 Extraccion del ADN

El paso previo a cualquier estudio genético suele ser el aislamiento del ADN gendmico,
esto se puede llevar a cabo de diferentes formas (métodos caseros, kits comerciales, etc)
y a partir de diferentes muestras (sangre, tejido, etc).

Para la realizacidon de esta practica se recomienda que la fuente del ADN provenga de la
saliva del alumno, ya que es la fuente de ADN mas accesible y no supone ningln riesgo
como pueda ser la extraccion de sangre. Para ello se recomienda el uso del
DANAGENE SALIVA KIT que permite obtener el ADN genomico a partir de una
muestra de saliva o frotis bucal.

4.2 Reaccion de la PCR

NOTA: Utilizar siempre puntas con filtro y cambiar de punta cada vez que se
realiza una accion para evitar contaminaciones que puede dar lugar a falsos
resultados.

1. Utilizar 2.5 ul (100-250 ng) del ADN de cada alumno para cada reaccion de PCR.

IMPORTANTE: b) Preparar un control positivo de amplificacion, para ello colocar
2.5 ul del control positivo ADN homozigoto catador.



2.

3.

REACTIVOS VOLUMEN

MIX PCR 22.50 ul
ADN (100-250 ng) 2.5 ul
Volumen Total 25 ul

Mezclar bien, el colorante rojo incluido en la polimerasa facilita el proceso.

Realizar el proceso de amplificacion. IMPORTANTE: Para la activacion de la
Polimerasa "“HOT STAR” es necesario programar un paso de
desnaturalizacion inicial de 10 minutos a 95°C, después programar los 30 o
40 ciclos especificos de cada producto a amplificar.

PROGRAMA PTC

PASO TEMPERATURA TIEMPO
Desnaturalizacion HOT 950C 10 minutos
STAR
950C 30 segundos
Ciclos PCR 64°C 45 segundos
Realizar 35 ciclos 72°C 45 segundos
Extension final 72°C 10 minutos
Final 4°C

4.3 Purificacion Fragmento de la PCR

Una vez ha terminado la PCR vamos a proceder a la purificacion del fragmento amplificado
de 221 pares de bases, para ello utilizaremos un kit utilizado en investigacion DANAGENE
CLEAN PCR Kit que permite eliminar la polimerasa, nucleétidos sobrantes, sales, etc y
guedarnos solo con el fragmento de 221 pb para que cuando realicemos la digestion con el
enzima Haelll esta no se inhiba por la presencia de otros componentes.

1.

Afnadir 150 ul Tampon de Unidn al microtubo que contiene los 25 ul de la PCR.
Mezclar bien por pipeteo.

. Transferir la muestra (175 ul) a una spin columna. Colocar la spin columna en

un tubo de recogida. MUY IMPORTANTE colocar los 175 ul justo en el centro de la
membrana blanca.

. Centrifugar por 1 minuto a 10.000-12.000 r.p.m.

Eliminar el filtrado y afadir 700 pl de Tampoén de Lavado. Centrifugar por 1
minuto a 14.000 r.p.m.

. Eliminar el etanol residual por centrifugacion durante 3 minutes a 14.000 r.p.m.



6. Colocar la spin columna en un nuevo microtubo de 1.5 ml y afadir 25 ul de
Tampon de Elucion pre-calentado a 70°C exactamente en el centro de la
membrana blanca (tocar con la punta sin romper la membrana).

7. Incubar durante 2 minutos y centrifugar durante 1 minuto a 14.000 r.p.m.
Ahora el microtubo contiene el ADN a digerir con Hae III.

4.4 Digestién con el enzima de restriccién Hae III

1) Sacar el microtubo del FastDigest Green Buffer del congelador y dejar que se
descongele. El enzima de restriccion Hae III siempre estara en estado liquido y se debe
mantener siempre en el congelador, sélo sacar al utilizarlo y devolverlo rapidamente al
congelador.

Centrifugar para recoger las gotas que puedan quedar en las paredes.

2) Las reacciones que vamos a preparar tendran un volumen total de 30 microlitros.

Fragmento ADN purificado 25 microlitros
(paso 7)

FASTGREEN Tapon Verde 2.5 microlitros

Hae III Tapon Rojo 2.5 microlitros

3) Incubar en un bafio maria a 37°C por lo menos durante 15 minutos.

4) Sembrar las muestras en un gel de agarosa al 3 % vy realizar la electroforesis.No es
necesario la adicion de un tampdn de carga ya que el Fastgreen utilizado lo contiene de
color verde.

MUY IMPORTANTE: a)El porcentaje de agarosa debe ser muy elevado ya que hay un
fragmento muy pequefio de 44 pb y es necesario separar bien los fragmentos de 177 y
221 pares de bases.

b) El tiempo de electroforesis serd mayor de lo normal para poder separa bien las bandas
de 221 y 177 pares de bases en el caso de heterocigotos catadores.

c) Se recomienda el uso de un marcador de peso molecular para verificar los tamafios de
los fragmentos.



5. RESULTADOS
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CATADORES del sabor amargo del PTC:

Catadores Homozigotos (TT): fragmentos de 177 y 44 pares de bases. Ambas copias del
gen contiene el polimorfismo, permitiendo ser cortado por el enzima Haelll.

Catadores Heterozigotos (Tt): 1 alelo permanece sin ser cortado (221 pb) ya que no
contiene el polimorfismo y el otro alelo es cortado al contener el polimorfismo, generando
fragmentos de 177 y 44 pares de bases. NOTA: la banda de 44 pares de bases se
aprecia muy tenue en los heterocigotos al ser un fragmento pequeiio tamaio.

NO-CATADORES del sabor amargo del PTC:

Homozigoto recesivo (tt): Permanece sin ser cortado por el enzima Haelll ya que ningun
alelo contiene el polimorfismo.

Una vez determinado el genotipo de cada alumno comprobaremos el fenotipo mediante los
papeles controles sin sabor y los papeles PTC (sabor amargo) que se suministran, si se ha
determinado bien el genotipo tiene que coincidir con la capacidad de distinguir el sabor
amargo o no del PTC.

GENOTIPO PAPEL CONTROL PAPEL PTC
TT Sin sabor Sabor amargo intenso
Tt Sin sabor Sabor amargo medio

tt Sin sabor Sin sabor




