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Resumen

El disefio de primers es una parte sustan-
cial dentro de los ensayos de PCR, el mismo
es aplicado en la caracterizacién de microor-
ganismos, secuenciacion, cuantificacion, etc.
En los dltimos afios se ha incrementado herra-
mientas para este fin, se realizaron nuevas va-
riantes, crearon nuevos enfoques, muchas de
estas herramientas son de licencia comercial
y otros de acceso libre y cédigo abierto per-
miten al usuario mejorar o modificar segun
requerimiento el disefio de primers. En este
trabajo comparamos las caracteristicas basi-
cas dentro del disefio de primers, empleando
2 tipos de herramientas web de acceso libre y
codigo abierto: Primer-BLAST y Primer3Plus,
se realizo el diseno in silico, analisis de estruc-
turas secundarias y verificacion de la especifi-
cidad de los primers obtenidos. Los resultados
mostraron que el uso de variables adicionales
o uso de penaltis mediante el software Primer-
3Plus afectan en la especificidad, formacién de
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Abstract

Primer design is a substantial part of
PCR assays, which is used in characteriza-
tion of microorganisms, sequencing, quanti-
fication, etc. In recent years, new tools have
been added for this purpose, new variants
and approaches have been created, many of
these tools are commercial and others are
free including open source, giving the pos-
sibility to improve or modify as required. In
this work, we compared the basic charac-
teristics of the primers design, using 2 types
of free and open source web tools, Primer-
BLAST and Primer3Plus, in this sense the in
silico design, analysis of secondary struc-
tures and verification of primers designed.
The results showed that the use of addi-
tional variables or use of penalties using the
software Primer3Plus affect in specificity,
secondary structures formation in primers
and in the products of amplification. In ad-
dition, default parameters, that many soft-
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estructuras secundarias de los primers y de los
amplicones. Ademads, se determiné que los pa-
rametros que tienen muchos software por de-
fecto, no aseveran el diseno de primers con-
venientes y/o especificos, en este sentido es
importante realizar el uso de penaltis. Asimis-
mo, se identificé que el uso de Primer3Plus ha
permitido disminuir la formacién de estruc-
turas secundarias, sin afectar la especificidad
de amplificacién del marcador seleccionado.

PALABRAS CLAVE
Diseno de primers, estructuras
secundarias, qPCR y software.

ware have, do not imply that suitable and /
or specific primers can be obtained, mean-
ing the importance of the use of penalties.
Therefore, the use of Primer3Plus has al-
lowed to decrease the formation of second-
ary structures without affecting the ampli-
fication specificity of the selected marker.

KEY WORDS
Design of primers, secondary
structures, gPCR and software.

INTRODUCCION

La tecnologia gendmica moderna permite estudiar millones de regiones
de cada muestra de ADN. La mayoria de estas tecnologias requiere la amplifi-
cacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), técnica que requiere
el uso de primers especificos los mismos no deben formar estructuras secun-
darias que afecten el rendimiento de la PCR.

El amplio uso de primers universales o publicados en articulos de inves-
tigacion de referencia son generalmente el resultado del disefio primers, el
cual requiere experiencia y destreza por estar sujeto a posibles errores (Ca-
milo et al., 2016), en ausencia de primers de referencia es imprescindible el
diseno de los mismos. En este sentido, existe una demanda reciente de méto-
dos o algoritmos para su diseno, debido también a la proliferacion de nuevas
tecnologias dentro la gen6mica y otros campos relacionados (Kim, Kang, An,
Koo, & Kim, 2016), ademas se ha reportado que estos métodos presentan re-
sultados favorables (Chuang, Cheng, & Yang, 2013) en los diferentes ensayos e
investigaciones incluyendo aplicaciones clinicas (Thierry, y otros, 2014) parala
identificacion de diferentes microorganismos emergentes. No obstante, va-
rios de estos primers han sido disenados para marcadores especificos o par-
ticulares, por lo tanto, la amplificacion de estos marcadores no podria ser las
mismas o semejantes, afectando de esta forma el éxito del PCR.

Aunque no todos los aspectos del proceso de la qPCR estan completa-
mente descritos y modelados, se conocen ciertos factores que afectan la
tasa de éxito de la qPCR, en sistemas que usan el SYBER1 como intercalan-
te Green, la deteccion es mas simple y econémica de qPCR pero la unién del
primer a regiones repetidas de la secuencia de DNA puede ser errénea y ge-
nerar productos inespecificos, otro factor determinante es la temperatura de
fusion (Tm) (Pachoén, 2017). Los falsos positivos resultan en la formacion de
primers dimers y amplificacion no especifica. El éxito de la PCR depende de
la calidad del templado, Taq polimerasa, solucién buffer y el diseiio de pri-
mers en los cuales debe haber un balance entre especificidad y eficiencia.
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El desarrollo informatico ha permitido la creacién de diversos softwares
que facilitan el disefio de primers incrementando la tasa de éxito del qPCR.
Los cuales permiten tanto disefio automatico como disefo particular o espe-
cifico, de tal forma que nuevos usuarios puedan realizar el disefio manual, y
un usuario con experiencia puede realizar un disefio mas avanzado (Wang et
al., 2016; Lee et al., 2015; Yang et al., 2015), en el que se emplea el uso de pa-
rametros adicionales que son un conjunto de variables que intervienen en su
caracteristicas (Presti et al., 2014).

Existen una variedad de software para el disefio de primers muchos de ac-
ceso libre como PrimerBlast y Primer3Plus empleado. Los autores del diseiio
y la creacién digital de Primer3Plus, han examinado las versiones mas recien-
tes de navegadores tales como Firefox, Internet Explorer, Safari and Konque-
ror, permitiendo su uso en cualquier navegador. Por otro lado, Primer3Plus
funciona con JavaScript, Microsoft Windows y en cualquier sistema operati-
vo basado en Unix/Linux.

Cuando se disefan y analizan primers se deben tomar en cuenta princi-
palmente 3 aspectos descritos por Thornton & Basu: 1) Los dimeros y horqui-
llas de los primers que se produzcan no deberan tener un AG muy negativo
(< -3.5 kcal/mol), 2) No debe existir horquillas en el extremo 3} y 3) Las es-
tructuras secundarias que resulten, no deben tener un Tm mayor a la tempe-
ratura de alineamiento.

El disefo de primers esta siendo extensamente implementado en mu-
chos laboratorios, sean clinicos o de investigacién, permitiendo reducir cos-
tos, también permite tener un control personalizado y mas completo sobre el
experimento de la PCR.

El presente estudio tiene por finalidad disefiar primers para el gen E1 del
virus Chikungunya mediante 2 tipos de software, ambos de acceso libre, Pri-
merBlast y Primer3Plus para qPCR. La identificacion de este gen (E1 codifica
una proteina de membrana conocida por incrementar su habilidad de infec-
cién posterior a su mutacion) podria ser Gtil para emplearlo como marcador
genético si inicialmente se realiza una retrotranscripcion puesto que el virus
de tipo RNA de cadena sencilla.

MATERIALES Y METODOS

El diseno de primers inicialmente se seleccion6 el marcador o regién ge-
nética del blanco, en gen E1 del virus de Chikunguya (Rodriguez et al., 2015),
se utilizo dos programas diferentes para diseno de oligonucle6tidos denomi-
nados PrimerBlast y Primer3Plus y posteriormente se realizé el analisis de los
oligos disenados con el programa Beacon Designer Free Edition y del ampli-
c6n resultante mediante UNAFold, figural.

109



conciencia

110

De la Fuente, A. y col.

Figura 1. Flujo de trabajo. El diagrama resume la metodologia realizada para
el diseiio In silico de primers.

Seleccion del marcador genético

Tos primers | 4lisis del amplicon | Validacion del primer

Bisqueda del marcador genético

La secuencia nucleotidica (563 bp) del gen E1 del virus Chikungunya
(CHKYV) (Evia, 2015) fue obtenida mediante una bisqueda en la base de datos
GenBank, nimero de acceso JX142137.1. (Benson et al., 2000) para el disefio
de los primers orientados al ensayo de PCR cuantitativo (qPCR) mediante pa-
rametros estandar descritos por Rodriguez et al. (2015).

Diseno de primers para el gen E1 del virus CHKV

Se ha disefiado primers que amplifiquen la regién del gen E1 del virus
CHKYV mediante dos sitios web que proporcionan software online: 1) Primer-
BLAST (Ye et al., 2012) y 2) Primer3Plus (Untergasser, et al., 2007).

1. El disefio de primers en el software Primer-BLAST del NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_
LOC=BlastHome) fue realizado de acuerdo a Rodriguez et al. (2015) y
Untergasser et al. (2015), para el resto de los parametros se utiliz6 los
valores predeterminados por el software, figura2 y tabla 1 (Rodriguez
et al., 2015; Untergasser, et al., 2007).
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Tabla 1. Parametros generales empleados para el disefio
de primers en Primer-BLAST

PARAMETRO VALOR DESCRIPCION
Secuencia JX142137.1 Nombre de la secuencia
Chikungunya virus
Sequence ID CHIKV/IRL/2009 | Codigo de la secuencia
E1 gene
Product Size Ranges 80-150 100-200 Rangos de tamaifio para los amplicones
Primer Size 20 25 28 Longitudes minimas, optimas y maximas

para los primers disefiados

Tm minimo, optimo y maximo para los

Primer Tm 60 64 70 . .
primers disefiados

Max Tm Difference 2 D1ferenc1.a maxima aceptable entre los Tm
de los primers

Product Tm 50 Tm minimo, optimo y méximo para el
amplicon

Primer GC% 35 65 80 Porcentajes minimos, opfclmos y méaximos
de G y C en cualquier primer

GC Clamp 0 Numero espec1f1,co de Gsy Cs‘consecutlvos
en el extremo 3’ de ambos primers

Concentration of Concentracion milimolar de cationes

. . 3.5 .

divalent cations divalentes

Concentration of 0.20 Concentracion milimolar de trifosfatos

dNTPs ' deoxiribonucleotidos

Penaltis para los primers (for Primers)

Tm Lt=0 - 4 Gt=0 - 4

Size Lt=0 y1 Gt=0 y1 | Describen los penaltis que permiten

Self-Complementarity |0y 3 modificar el criterio que usa Primer3 para
; seleccionar los mejores primers

3" Self 0v3

Complementarity y

Penaltis para el par de primers (for Primer Pairs)

Product tm Lt=0 y1 Gt=0 y1
0y2 Describen los penaltis que permiten
modificar y ajustar el criterio que usa
Primer3 para seleccionar los mejores
3' Self primers

Complementarity Oy3

Tm Difference

Any Complementarity [0y 3
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Figura 2. Interface basica de Primer-BLAST del NCBI. El programa muestra
de forma predeterminada a Homo sapiens como organismo de referencia y
no cuenta con organismos o especies de virus

| Primer Pair Specificity Checking Parameters | 7

Specificity check |l Enable search lor pimer pairs specific to e intended FCR lemplate G |

Search mode Automatic - &

Database Refeeq mANA - |

Exclusion [ Excinge predicted Refseq transcripts (accession with XM, xR prefix) ] Exclude uncutturedienvironmental sample
sequences i |

Organism "Innn sapens

Enter an organism name (of organism group name such as enferobacieriaceae, rodents), taxonamy id of seled from the
sugpeston st as you koo gy

Agd more gropnisme o A S — __|

This will limit the pnmer specificity checking to the specified organism. It is strongly recommended that you |
always specify the organism f you are amgpiifying DNA from a specific organism (because searchang all

organisms will ba much slower and off-target priming from cther organisms is imelevant). Click on "Add more
organisms” label f you want to restnict lo multiple organisms (enter only one organism in each input box).

Entrez query {optional) @

Primer specificity stringency | primer must have at feast 2+ total mismaiches to unintended targets, including |

atleast 2 ~ mismatches within the last = bps at the T end. i
Ignore targets that have 6 ~ or more mesmatches 1o the primer. £ |

Max target size 4000 9 |
Splice variant handiing [ Miow primer 1o amplify mANA spikce vanants (requires refseq miNA sequence as PCR template input) &
l { Get Primers ) | I show resutts in a mew window [Z] tse new graphic view g ‘

2. Primer3Plus (Bioinformatics, http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi) fue empleado para el diseno de
primers(figura 3), inicialmente la secuencia del gen E1 en formato FAS-
TA fue ingresada en Principal (Main), posteriormente se asignaron va-
lores fisicoquimicos 6ptimos para el disefio de primers (tabla 1) en la
seccién de configuraciones avanzadas (Advanced Settings), consecuti-
vamente los penaltis (Penalty weights) fueron ajustados en un rango de
0 a 4 en mediante la variacion de la temperatura de fusion (Tm) uno de
los parametros mas influyentes para la obtencion de primers especifi-
cos (Untergasser et al., 2007; Rodriguez et al., 2015), de acuerdo a estas
modificaciones se obtuvieron 6 grupos de primers (A, B, C,D, E, y F), en
el grupo A se asign6 el valor de 0 a todos los parametros en la seccién
de Penaltis y para el resto de los grupos se asign6 los valores de penal-
tis predeterminados por el software, el resto de los parametros fueron
estandar (Thornton & Basu, 2011).
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Figura 3. Interface de Primer3Plus, 6 secciones dispuestas en pestanas,
ordenadas de mayor a menor frecuencia de uso y complejidad.

—— Select prines desect templtte sequince. Optionally targess dned
Task: Detection = M;w‘-m:;:“ ! = _

uh|cmfkup|un-§sm|mmdm|rm?wm|m-gm
Sequence Id:

Paste source sequencs below O wpload sequence fle: | Bxaminar... | Ningin arhivo selecconado,

—s [ = £y
Excluded Regions: < >
Targets: [ 1
Included Region: { H

r
| ||

Analisis In silico de los primers y productos de amplificacion

La calidad y especificidad de los primers obtenidos fueron analizados em-
pleando Beacon Designer Free Edition (PRIMER Biosoft, http://www.pre-
mierbiosoft.com/qOligo/Oligo.jsp?PID=1), se ingres6 el par de primers den-
tro su interface, seleccionando la opciéon SYBR®Green y dejando el resto de
los campos de forma predeterminada (Figura 4). Asimismo, se identifico la
formacion de posibles estructuras secundarias (Apte, 2007).

Por otro lado, se analizaron los amplicones resultantes mediante el soft-
ware UNAFold (IDT, Integrated DNA Technologies, Inc., https://www.idtdna.
com/UNAFold), se ingreso la secuencia del amplicon resultante y asigno el
valor de 60 °C a la temperatura y realizé click en Submit, consecutivamen-
te las variables termodinamicas de los amplicones y la formacion de dimeros
fueron evaluados.

Finalmente, se determind la especificidad de los primers de acuerdo a los
valores de identidad (Ident) y E-Value presentados en Nucleotide-BLAST (Na-
tional Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medi-
cine 8600 Rockville Pike, Bethesda MD, 20894 USA https://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch).

ccccccccc
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Figura 4. Interface de Beacon Desinger Free Edition. La pagina presenta
un formulario de entrada para dos tipos de analisis, TagMan y SYBRGreen,
ademas, condiciones de la reaccion qPCR.

MIER it
International
Beacon Designer Ful Version
2 TagMan® & SYBR®Green

| Mame Y gen E1 ] 1 Sposnai |
Deacripton: | | Sotenal §
=
| enze Primer 5 [AATTCCGEGTACANGTCTGTTCTAL ¥ fis" Jbe
Ant-sense Frimer 5 [ETAGTTGACTATGTGETCOT TC06G ¥ [i5 Tee
Proba: 5 r e
| Roaction Conditiens:
| Mucteic Acid Concantration 0.3 £
Free Mge= Concentration: 7] i
Tetal Ma+ Concesration (289,09 il

[ mastore petour . | [T anatze ]

2 RESULTADOS Y DISCUSION

Diseno de primers mediante el Software Primer-BLAST

Inicialmente, se utilizd la secuencia obtenida con numero de acce-
so JX142137.1 (Figura 5), se ingres6 esta secuencia en la interfaz de Primer-
BLAST (Figura 2).

Figura 5. Secuencia obtenida de la base de datos de GenBank en formato
FASTA con nimero de acceso JX142137.1, la secuencia tiene 563 bp.

Chikungunya virus CHIKV/IRL/2009 E1 gene, partial cds
GenBank: JX142137.1

GenBank Graphics PopSet

>gi|401721289|gb|JX142137.1| Chikungunya virus CHIKV/IRL/2009 E1 gene, partial
cds

GCTGCAAATCTCTITCTCGACGGCCTTAGCCAGCGCCGAATTCCGCGTACAAGT CTGTICTACACAAGTA
CACTGTGCAGCTGAGTGCCACCCCCCGAAGGACCACATAGT CAACTACCCGGCGTCACATACCACCCTCG
GGGTCCAGGACAT CT CCGCTACGGCGATGTCATGGEGTGCAGAAGATCACGEGAGGTGTGGGACTGGTTIGT
TGCTIGTIIGCCGCACTGATTCTAAT CGTGGTGCTATGCGT GTCGTTCAGCAGGCACTAACTTGACAATTAR
GTATGAAGGTATATGTGTCCCCTAAGAGACACACTGTACATAGCAAATAATCTATAGAT CAAAGGGCTAC
GCAACCCCTGAATAGTAACAARATACAAAATCACTAAAAATTATARAAAACAGAARAATACATARATAGGT
ATACGIGT CCCCTAAGAGACACATIGTAT GTAGGTGATAAGTATAGATCARAGGGCCGAATAACCCCTGA
ATAGTAACARAAATATGAAAATCAATARAMATCATARAATAGARAMACCATAMACAGAAGTAGTTCALMAGG
GCT

El tiempo de procesamiento del programa para la busqueda de los pri-
mers fue aproximadamente 72 segundos, al terminar el programa reporto una
lista de los primers encontrados (Figura 6), en esta lista el primer par de pri-
mers obtenidos se muestran en la tabla 2.
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Figura 6. Vista de la pagina de resultados de Primer-BLAST. Se tiene una
vista grafica de la ubicacion del alineamiento de los primers y un reporte
con informacion detallada de estos.

Ingut PR template II4T137,1 Chikungunya vines CHIKV/IRL/Z009 E1 gene, partial cds

Range 1- 563
Spocificity of primers  Primer pairs ars specfic to nps I @ selectod {Organesm i)
Other reports e Semmany

Graphical view of primer pairs

| D ey 1 1583 (M) = | Pt [ G | & ik o RTume T 0_'-_3 -
- s [l 1. IS8 [BO8 e e 308 ime e [ran el e ) (a8 e — NN

Beqg-entry_:i=_seq_|1d_|local_s... R =

2 k. P R r I P e i i m R =

Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (¥>1) Tomplate srand  Length Stan Siop Tm  GOS Seif ity Sell T
Forward primer Plus = » B SMuUumain 100
Ruwarsa primer GIAGTTIGACTAIGTGGTCCTICGGG  Minus = 8 B4 6596 5200 600 000
Product length "
Product Tm 515
Product Tm . min{OLIGO Tm) 216764
Primer Elll' 2

Sequence (F->1]) Template strand  Length Start Stop Tm  GC% Self SeM T
Forward primes GOGTACAAGTCTGTICTACACAAGT  Plas B 85 8 DNULN 200
Havarse priter GTGATCTICTGCACCCATGACATE  Minus 1] 19 166 64.25 5000 500 100
Product lengeh 5
Product Tm #1.3978

Product Ten . min{OLIGO Tm) 27 6048

Tabla 1. Lista de primes disenados con PrimerBlast, la lista solo
contiene el primer par de primers diseniados, posteriores disenos
no fueron necesarios en este caso.

Primer Secuencia
Forward AATTCCGCGTACAAGTCTGTTCTAC
Reverse GTAGTTGACTATGTGGTCCTTCGGG

Posteriormente, el par de primers obtenidos fueron analizados de forma
In silico con los programas correspondientes.

Analisis de los primers disefiados en PrimerBLAST

Inicialmente, se analiz6 el par de primers con Beacon Designer Free Edi-
tion, disefiado para la evaluacion de oligos por sus propiedades termodina-
micas y estructuras secundarias. Posteriormente, se analizé la secuencia am-
plificada con UNAFold, que permite predecir los plegamientos o hibridacion
de acidos nucleicos (Markham & Zuker, 2008).

Los valores fisicoquimicos, los dimeros y horquillas que podrian formar

los primers en el experimento de PCR fueron determinados mediante el soft-
ware Beacon Designer (Figura 7).
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Figura 7. Resultados del analisis de los primers presentados por Beacon
Designer estructuras secundarias entre los primers, junto con la energia
libre de Gibbs estimada necesaria para romper los enlaces formados. Los

primers gPCR para este estudio mostrados anteriormente contienen dimeros
cruzados con una AG de -2.4 kcal/mol, dimeros entre los mismos tipos de
primers con una AG de -5.2 kcal/mol y -1.5 kcal/mol, horquillas con una AG
de -1 kcal/mol, y una pinza GC.

Reaction Combitions:
Miieseie: Aeid Concentatinn IahiralEnt Coaen b aton
i mid [ F-1 [ enid § ]
Froe Mg =« Cencontration Totad e Concentration
{m 3 [ mM) 28908
Sense Primer: AATTCCOCOTACAACTCTCTTOTAL
Lesgih Tm % G Clamp Coen Doy Sodl [enon tyepen
el (] i} ]
-] R & i bt - 10
Anti-sansa Primer: GTAGTTGACTAIGIGGICCTTCGGG
Lmgin Tm % GC Clsmp Cress Demar Sl Darniar Hadpa
op) o 1aG) 1aG) (G
% =1 52 1 24 A5 =Kl

De acuerdo a las condiciones de reaccion estandar, los resultados obteni-
dos presentan un vinculo de color rojo que al activarlos se observa la seccion
donde se encuentran las estructuras secundarias identificadas, agrupadas se-
gun el tipo de estructura secundaria, Cross Dimer son las formaciones en-
tre Forward y Reverse, Self Dimer son las formaciones entre dos primers del
mismo tipo. Para este experimento en la Figura 7 se observan los resultados
con AG negativos, lo que implica la formacion de varios dimeros y horquillas.

1) Para el primer forward (Sense primer) el valor de AG fue de -5,2 kcal/
mol en categorizado un valor bajo de acuerdo a los valores de AG re-
portados por Thornton &Basu, 2011, los mismos no deben ser meno-
res a -3,5 kcal/mol. Por lo tanto, existe la probabilidad que se formen
estructuras secundarias de tipo ‘Self Dimer), la energia necesaria para
romper los enlaces de estos dimeros tendra que ser mayor. Sin embar-
go, se debe observar si los dimeros tienen interacciones en los extre-
mos 3'.

2) Para el primer reverse (Anti-sense primer) la posible formacién del
‘Self Dimer’ presento un AG de -1,5 kcal/mol..

Asimismo, se observo la presencia de una horquilla (AG bajo -1 kcal/mol)
y un dimero en el primer Forward con interaccion en el extremo 3’ (Lorenz,
2012). Asimismo, en el parametro ‘Cross Dimer’ se observé valores inferiores
a -1 kcal/mol lo cual indica la formacion dimeros con interacciones en el ex-
tremo 3’ con (Thornton & Basu, 2011).

Analisis del producto de amplificacion del gen E1 obtenido
mediante Primer-BLAST

El amplicon obtenido de 80 bp fue analizado mediante el software UNA-
Fold, se identifico una estructura secundaria (Figura 4). Asimismo, se determi-
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né que la temperatura fusion era superior a la temperatura de alineamiento,
por tanto, la formacién de estructuras secundarias podria interferir en el de-
sarrollo de la qPCR.

Por lo tanto, el Grupo de primers disefiados mediante Primer-BLAST para
amplificar el gen E1 del virus CHKV deben ser descartados, y se deben eva-
luar otros primers.

Figura 8. Vista de la pagina de UNAFold, se observan los resultados
del analisis (Amplicon gen E1 CHKV) en una lista, segiin el nimero de
estructuras secundarias, con sus valores fisicoquimicos. Se observa de forma
grafica en una ventana flotante la estructura secundaria.

| General Information
Run Dale £142017 54725 PU
GIGCAGCTGAGTGG ")
| GAAGGACCACATAGTCAACTAC P
:};"J \‘."\‘-i-
! xSy
n—‘;l. ;
St ' b ”f
Stritre hame wage  |AG(walmoe™) | Tu(*C) [ \ p =
1 e 003 1 4 S -
1 .d_ J \.‘"'-.._ _._,.d" -
ote SNTP Concentration 5 not taken i account | tereany '|r

Diseno de los primers con Primer3Plus

Se obtuvo 6 grupos de primers: A, B, C, D, E y F de acuerdo a la variacién
de penaltis, los grupos C y D no formaron estructuras secundarias (AG nega-
tivas) de acuerdo a el software Beacon Designer, el primer reverse del Grupo
B (Tabla 3), el AG se encuentra dentro de los rangos de referencia (Thornton &
Basu, 2011). Adicionalmente, se observa que los otros grupos si bien presen-
tan una temperatura dentro del rango establecido, forman estructuras secun-
darias. La temperatura de fusiéon no debe superar los 60 °C (Tm) (Thornton
& Basu, 2011), ya que podria existir la formacion de estructuras secundarias.
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Se observaron estructuras secundarias en los grupos de primers A, B, E'y
F, no obstante, los grupos Ay B estan dentro de los rangos aceptables (> -3.5
kcal/mol y las interacciones entre las bases estan distantes al extremo 3’). Sin
embargo, los grupos E y F deben descartarse porque presentan AG muy ne-
gativas y muestran interacciones en mas de 2 pares de bases, estas interaccio-
nes pondrian afectar el rendimiento de la PCR.

Tabla 3. Estructuras secundarias de los Grupos de primers obtenidas
con Beacon Designer Free Edition. Las estructuras formadas deben
ser examinadas para determinar si sera posible la extension, evitando
la interaccion de mas de 2 bp en el extremo 3’, que tengan un AG menor
a -3.5 kcal/mol.

GRUPO A
Dimeros Secuencia Forward: AG
5' GTTCAGCAGGCACTAACTTGAC 3' | -0.9 | 5'GTTCAGCAGGCACTAACTTGAC 3' -0.7
Il i [
3' CAGTTCAATCACGGACGACTTG 5' 3" CAGTTCAATCACGGACGACTTG 5'
Horquillas Secuencia Forward:
/CGGACGACTTG 5' | -0.9 | /ACGACTTG 5' -0.7
Al G|
\CTAACTTGAC 3' \GCACTAACTTGAC 3'
Dimeros Secuencia Reverse:
5' GGTTGCGTAGCCCTTTGATCT 3' | -2.0
1l
3' TCTAGTTTCCCGATGCGTTGG 5'
Dimeros entre Primers Forward y Reverse:
5' GTTCAGCAGGCACTAACTTGAC 3' | -2.4 | 5' GTTCAGCAGGCACTAACTTGAC 3' | -2.0
il P
3' TCTAGTTTCCCGATGCGTTGG 5' 3" TCTAGTTTCCCGATGCGTTGG 5'
5' GTTCAGCAGGCACTAACTTGAC 3' | -2.0 | 5" GTTCAGCAGGCACTAACTTGAC 3' | -1.3
Al Il
3' TCTAGTTTCCCGATGCGTTGG 5' 3" TCTAGTTTCCCGATGCGTTGG 5'
5' GTTCAGCAGGCACTAACTTGAC 3' | -0.7 | 5' GTTCAGCAGGCACTAACTTGAC3' | -0.1
il AlK
3" TCTAGTTTCCCGATGCGTTGG 5' 3" TCTAGTTTCCCGATGCGTTGG 5'
GRUPO B
Dimeros Secuencia Reverse:
5' TGTCAAGTTAGTGCCTGCTGAACGA 3' | -0.9 | 5' TGTCAAGTTAGTGCCTGCTGAACGA 3' | -0.7
[l [l i
3" AGCAAGTCGTCCGTGATTGAACTGT 5' 3" AGCAAGTCGTCCGTGATTGAACTGT 5'

cccccccccc
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Horquillas Secuencia Reverse:

/GATTGAACTGT 5' | -0.9 | \GCCTGCTGAACGA 3' -0.7
| il

/CGTGATTGAACTGT 5' \TGCTGAACGA 3'

Dimeros entre Primers Forward y Reverse:

5' GTGTGGGACTGGTTGTTGCTGTTG 3' | -1.1 | 5' GTGTGGGACTGGTTGTTGCTGTTG 3' | -0.8

3' AGCAAGTCGTCCGTGATTGAACTGT 5' 3' AGCAAGTCGTCCGTGATTGAACTGT 5'
5'GTGTGGGACTGGTTGTTGCTGTTG 3' | -0.8 | 5'GTGTGGGACTGGTTGTTGCTGTTG3' | -0.7
I Rl

3" AGCAAGTCGTCCGTGATTGAACTGT 5' 3' AGCAAGTCGTCCGTGATTGAACTGT 5'

5' GTGTGGGACTGGTTGTTGCTGTTG 3' | -0.7 | 5' GTGTGGGACTGGTTGTTGCTGTTG 3' | -0.7
[l Rl

3' AGCAAGTCGTCCGTGATTGAACTGT 5' 3' AGCAAGTCGTCCGTGATTGAACTGT 5'

5' GTGTGGGACTGGTTGTTGCTGTTG 3' | -0.7 | 5' GTGTGGGACTGGTTGTTGCTGTTG 3' |
L Hll

3' AGCAAGTCGTCCGTGATTGAACTGT 5' 3' AGCAAGTCGTCCGTGATTGAACTGT 5'

5' GTGTGGGACTGGTTGTTGCTGTTG 3' | -0.7
L

3' AGCAAGTCGTCCGTGATTGAACTGT 5'

GRUPOEYF

Dimeros Secuencia Forward:

5' CTACCCGGCGTCACATACCA 3' -4.3

[I11
3' ACCATACACTGCGGCCCATC 5'

Se determind que al asignar valores 1y 2 como penaltis, los primers dise-
nados son de mayor estabilidad, y al analizarlos en Beacon Designer no for-
maron estructuras secundarias, lo que implica que la PCR que se realice con
estos primers tendria mejores resultados. Por otro lado, al asignar valores de
penaltis mayores a 2, se observa la formacién de estructuras secundarias.

Analisis de los amplicones obtenidos en Primer3Plus.

Los amplicones por cada Grupo de primers disefiados en Primer3Plus fue-
ron analizados en UNAFold. En la Figura 5, los primers del Grupo Cy D pre-
sentaban un AG positivo o nulo, no obstante los valores de Tm estan dentro
de los valores de referencia, por tanto se determiné que los mismos son ade-
cuados para realizar un ensayo de qPCR en el cual la reaccion no excede la
temperatura de alineamiento de 60°C, por tanto, esta reaccion es efectiva.
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Figura 5. Resultados del analisis en UNAFold de amplicones resultantes.

A. Gen E1 P3P A, amplicon de los primers con penaltis de 0 (Grupo A).

B. Gen E1 P3P B, amplicon de los primers sin formacion de estructuras
secundarias. C. Gen E1 P3P Grupos C y D),
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Con respecto a los resultados obtenidos, se observé que el uso de penal-
tis en el software Primers3plus permitié una bisqueda mas adecuada de pri-
mers, que poseen un equilibrio entre especificidad y eficiencia para un mejor
rendimiento en el ensayo de PCR en tiempo real. A diferencia del disefio de
primers mediante el uso del software Primers3 en el cual se observo la forma-
cién de estructuras secundarias.

Para disefar primers se debe tener en cuenta no solo los tiempos de ana-
lisis, sino el tiempo de busqueda que dependera principalmente de la lon-
gitud de la secuencia. En este sentido, diferentes software tienen en sus pa-
rametros o variables, valores predeterminados automatizados y avanzados,
dirigidos especificamente al disefio de primers de acuerdo a los tipos de PCR.

Especificidad de los primers disennados

La especificad de los primers fueron evaluados mediante el sitio web de
Nucleotide-BLAST, los resultados obtenidos se observan en la Tabla 5, todos
los primers presentaron un porcentaje de cobertura de 100%, lo cual indica
alta similitud de la secuencia con el gen E1 de virus de la Chikungunya.

Se determiné que el E-valor mas cercano a la nulidad corresponde al gru-
po B con 0.002, seguido del grupo A con 0.024, pero este grupo no coincide
con el target que se busca; y por tltimo los grupos C, D, E y F coinciden con
el target que se busca, esta medida es mas significativa cuanto mas cerca de
0.0 esté, (Sanchez, 2012), la cual es la medida mas significativa para evaluar la
especificidad de primers en el portal Blast del NCBI.

Por lo tanto, todos los grupos, excepto el grupo A, han tenido resultados
significativos para el target de busqueda, 6ptimos para su uso en la identifica-
cion del virus de la Chikungunya mediante PCR en tiempo real.

Tabla 5. Analisis BLAST de los grupos de primes disefiados
mediante software Primer3Plus.

Puntaje) Puntaje Cobertura Valor Ident | N° Acceso

Grupo |Descripciéon Max Total E

Chikungunya virus
isolate CHIKV/
Homo apiens/
Brazil/2016/35AP

44.1 44.1 100% 0.024 | 100% | KY704955.1

Chikungunya virus
B isolate 13DX-16-0491| 48.1 48.1 100% 0.002 | 100% | KY131440.1
E1 gene, partial cds

Chikungunya virus
Cy D |isolate 13DX-16-0491| 40.1 40.1 100% 0.25 | 100% | KY131440.1
E1 gene, partial cds

Chikungunya virus
Ey F |isolate 13DX-16-0491| 40.1 40.1 100% 0.25 | 100% | KY131440.1
E1 gene, partial cds
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CONCLUSIONES

Existen varias guias para el diseno de primers, en este trabajo se han dise-
fado primers In silico empleando dos tipos de software libres, Primer-BLAST
y Primer3Plus, para amplificar la region del gen E1 del virus de la Chikungun-
ya empleando los mismos parametros de entrada para ambos softwares y se
determiné la factibilidad, eficacia que presenta el uso de penaltis y la eficien-
cia de Primer3Plus que permiti6 ajustar los parametros establecidos y el ajus-
te de penaltis a un solo parametro (Tm), para obtener primers mas especifi-
cos sin alterar los parametros requeridos para llevar a cabo el ensayo de PCR.
Los primers obtenidos mediante Primer3Plus son mas estables y especificos.
Por lo tanto, emplear el uso de penaltis a los diferentes parametros permitiria
mejorar la calidad de los primers y por ende efectivizar un ensayo de qPCR.
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