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O
bjetivo 

•
Identificar los factores clave que determ

inan un 
experim

ento exitoso en ddPC
R

. 
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Flujo de trabajo 

1. P
reparación 

de la reacción 
2. Form

ación de 
gotas 

3. P
C

R
 en 

presencia de sondas 
o E

va G
reen 

4. Lectura y 
análisis de datos 
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C
onsideraciones para ensayos de ddP

C
R

  

•
S

elección de la secuencia de 
interés 

•
D

iseño de prim
ers 

•
D

iseño de sonda 

•
P

reparación de la m
uestra 

•
O

ptim
ización de protocolo 

térm
ico 
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S
elección de la secuencia de interés 

•
Longitud de producto entre 60 – 200 pb 

•
E

vitar regiones con estructuras secundarias 

•
E

vitar regiones con m
ás de 4 repeticiones 

de una base 

•
C

ontenido de G
C

 50-60%
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D
iseño de prim

ers 

•
Tam

año: 15-30 nucleótidos de longitud 
•

C
ontenido G

C
:  40-60%

 
•

N
o com

plem
entariedad entre prim

ers (prim
er-dim

er) 
   

•
N

o deben form
ar estructuras secundarias (plegam

iento de prim
ers) 

   
•

E
vitar repeticiones (>3) de C

s o G
s 

•
Tm

 entre 50 – 65°C
 

–
R

ecom
endación 50m

M
 de sal y 300nM

 de prim
ers 

(http://w
w

w
.basic.northw

estern.edu/biotools/oligocalc.htm
l) 

•
V

erificar especificidad en B
LA

S
T 
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D
iseño de sondas 

•
Tam

año m
enor a 30 nucleótidos 

•
Tm

 3-5°C
 m

ayor al de los prim
ers 

•
E

vitar G
 en el extrem

o 5’ 

•
C

ontenido G
C

 30 – 80 %
 

•
S

e recom
ienda el uso de quencher “B

lack H
ole” o no fluorescentes. S

e 
pueden utilizar sondas ZE

N
 (doble quencher) o M

G
B

 

•
Fluoróforos com

patibles con Q
X200: FA

M
, H

E
X y V

IC
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•
Las sondas deben estar acopladas a FA

M
 o H

E
X

/V
IC

 
•

S
e sugiere el blanco con FA

M
; y la referencia con H

E
X

/V
IC

 
•

E
l uso de B

lack hole quenchers son recom
endados; S

on m
ejores los 

double-quenched ZE
N

/IB
FQ

; N
o es recom

endable el uso de TA
M

R
A 

•
La concentración sugerida es 900nM

 prim
er / 250nM

 sonda  
•

S
N

P – 450nM
 cada prim

er / 250nM
 sonda  

D
iseño de sondas 

ZE
N

 / Iow
a B

lack 
Iow

a B
lack 

B
H

Q
1 
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•
100nM

 de cada prim
er 

•
La concentración de prim

er m
odifica la fluorescencia de fondo. 

•
A

m
plicones largos tendrán am

plitudes de fluorescencia altas. 

Q
uím

ica de E
vagreen 
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D
iseño de la sonda 

R
 

Q
 

G
AG
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E
fecto de utilizar TAM

R
A com

o quencher 

D
esplazam

iento de las gotas FA
M

 + 
con respecto a las negativas 
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R
eactividad cruzada entre sondas 

•
C

om
ún en el diseño de sondas para S

N
Ps 

•
   

•
C

ausa gotas doble positivas y dism
inución en la 

separación entre clusters 

R
eactividad cruzada 

R
eactividad cruzada 

C
om

petencia 
FA

M
+VIC

 - 
FA

M
+VIC

 + 

FA
M

-V
IC

 + 
FA

M
-V

IC
- •

E
nsayo duplex esperado  

•
E

nsayo duplex con reactividad cruzada 
y com

petencia entre sondas  
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P
reparación de la m

uestra – C
alidad  

•
N

o se recom
ienda el uso de lisados crudos  

•
E

valuación de la calidad e integridad del ácido 
nucleico 

–
E

spectrofotom
etría y E

lectroforesis 

•
E

vitar grandes cantidades de inhibidores 

–
D

ilución 1:10 de la m
uestra 
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P
reparación de la m

uestra – C
antidad  

•
E

l rango dinám
ico de la ddPC

R
 es 1 – 100,000 copias 

por 20uL de reacción 

•
S

i es sabido que la m
uestra tiene gran cantidad de la 

secuencia de interés = hacer diluciones 

•
S

i se desconoce el núm
ero de copias del gen blanco 

por genom
a: 

–
D

iluciones seriadas 1:3 o 1:4  de la m
uestra 

  



15 D
eterm

inación  del núm
ero de copias por genom

a 

•
B

usque el tam
año del genom

a de la m
uestra de 

interés 
(http://w

w
w

.cbs.dtu.dk/databases/D
O

G
S

/index.php) 

•
D

eterm
ine la m

asa del genom
a con la siguiente 

fórm
ula: 

–
m

 =  n  (1.096 × 10
–21 g/bp) 

–
m

 = m
asa del genom

a (g), n = tam
año del genom

a 
(pb) 

•
E

jem
plo: 

–
G

enom
a hum

ano 

–
m

 = 3 x 10
9 (1.096 × 10

–21 g/bp) 

–
m

 = 3.3 x 10
-12 g = 3.3 pg 
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C
antidad de D

N
A

 por m
uestra 

•
S

e recom
ienda correr un m

áxim
o de 50ng/uL de D

N
A

 
digerido o fragm

entado (1ug/20uL de reacción) 

•
S

i la m
uestra es D

N
A intacto y en concentración > 3 

ng/uL (60ng/20uL de reacción): digerir 

•
S

i realizará determ
inación de núm

ero de copias: 
digerir 

•
S

i el D
N

A
 ya se encuentra fragm

entado (m
uestras 

em
bebidas en parafina, alim

entos procesados): no se 
requiere digestión 
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D
igestion de D

N
A

 

D
igestión de D

N
A recom

endada para: 
•

C
antidades m

ayores a 66ng de D
N

A
 

•
E

xperim
entos de C

N
V

 
•

FFP
E

 sam
ples 

•
S

e debe de considerar que la enzim
a no corte el am

plicón 
Protocolo de digestion de D

N
A en ddPC

R 
•

A
gregar de 2 – 5 unidades por 20 ul de reaccióón (0.2ul de un stock 

de 10,000 U
/m

l) 
•

N
o se requiere incubación extra o paso de lim

pieza 
•

Las enzim
as recom

endadas para ddP
C

R
 son: 

-
H

aeIII, M
seI, A

luI, H
indIII, C

viQ
, B

am
H

I, B
saJI, D

deI, E
coR

i, S
acI, S

au3A
I, 

S
m

aI, X
baI 
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•
La elim

inación de estructuras secundarias perm
ite una am

plificación 
eficiente y una cuantificación exacta, especialm

ente cuando se trata 
de plásm

idos 

D
igestión con enzim

as de restricción 
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La digestión para experim

entos de C
N

V
 separa los repetidos en tandem

 
•

M
ejora la cuantificación y precisión 

M
seI digest 

N
o digestion 

C
N

V
 = 2 

C
N

V
 = 1.73 

D
igestión para ensayos de C

N
V 
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•
La digestión en ensayos de R

M
D

 pueden m
ejorar la lluvia. 

D
igested 

N
o digestion 

D
igestión en ensayos de detección de 

m
utaciones raras 
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P
reparación de la m

uestra – G
ene E

xpression 
•

E
l cD

N
A puede ser generado por prim

ers específicos o 
random

 
•

La cantidad de R
N

A
 depende de la abundancia del 

transcrito del gen de interés 
•

C
uando se desconoce la abundancia de un transcrito en 

una m
uestra de R

N
A

 no degradado: evalúe cantidades 
de cD

N
A

 desde 1ng y/o 0.1ng de R
N

A total 
 

-6 -4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14

0
5

10
15

20

Log2(copy/ul) 

Log2(input cD
N

A am
ount) 

ddP
C

R
 counts vs input cD

N
A am

ount 

G
AP

D
H

B
2M

S
D

H
A

TB
P
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C
antidad de R

N
A

 (cD
N

A
) con Eva G

reen 

G
en de baja abundancia 50ng – 6pg 

G
en de alta abundancia 3 ng – 0.2pg 
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Tem
peratura de alineam

iento 

•
 U

no de los parám
etros m

ás críticos en la 
optim

ización de ensayos. 

•
 La Tm

 está influenciada por: 
–

Longitud de los prim
ers 

–
S

ecuencia 

–
C

oncentración de iones 

–
C

oncentración de oligo 

•
 B

aja tem
peratura -> P

roductos inespecíficos 

•
  A

lta tem
peratura -> B

aja eficiencia
  

•
 La form

a m
ás fácil de optim

izarla es el gradiente 
térm

ico 



24 

G
radiente térm

ico (sonda) 

�U
so de gradiente térm

ico para encontrar la tem
peratura de 

alineam
iento óptim

a 
�El objetivo es obtener la m

ayor separación entre gotas positivas y 
negativas. 
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G
radiente térm

ico (E
vaG

reen) 

65°C
 

55°C
 

D
ím

eros de prim
er 
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G
radiente térm

ico – longitud de am
plicon  

A = 200 pb 
B

 = 99 pb 
C

 = 62 pb 
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M
ultiplexing w

ith E
vaG

reen 

B
io-R

ad’s D
igital B

iology C
enter 

M
ultiplexing w

ith EvaG
reen by varying annealing 

tem
perature 

U
C

_44 @
 59
°

C
 annealing tem

p 
IG

F1R
 @

 63
°

C
 annealing tem

p 
(E

xperim
ent run @

 63
°

C
) 
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D
etección de variantes de splicing por E

vagreen 



29 



30 

A
nálisis 

O
ptim

ización 

ddP
C

R
 

S
ingleplex vs duplex 

hm
g = endógeno 

M
O

N
810 = transgene 

R
ango dinám

ico 

R
eproducibilidad 

Lím
ite de detección 

Lím
ite de cuantificación 

Especificidad 

A
plicabilidad 

D
igestion vs no D

igestion 
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S
ingleplex vs D

uplex 

•
M

étodo actualm
ente optim

izado para qP
C

R
 en 

reacciones singleplex 
•

Transferencia de las condiciones de qPC
R

 a ddPC
R

 
 

•
qPC

R
  

–
M

ism
o com

portam
iento de hm

g en singleplex que en 
duplex 

–
M

O
N

810 dism
inución significativa de la am

plificación 
en duplex 

 
•

ddP
C

R
 

–
N

o hay diferencia significativa entre ensayos 
singleplex y duplex para am

bos genes 



32 

D
igestion vs no digestion 

N
o es necesario hacer 
digestion del D

N
A 

genóm
ico 
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R
ango dinám

ico 

5 – 118,000 
copias 

6 – 4,340 
copias 
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Lím
ite de detección (LO

D
) y lím

ite de 
cuantificación (LO

Q
) 

•
LO

D
 – E

l m
ínim

o núm
ero de copias del D

N
A

 de interés 
que puede ser detectado de m

anera confiable 
•

LO
D

 = La concentración m
ás baja en la cual las 5 

réplicas de ddPC
R

 dieron al m
enos 2 gotas positivas (5 

copias para hm
g, 6 para M

O
N

810) 
 

•
LO

Q
 – E

l m
ínim

o núm
ero de copias del D

N
A

 de interés 
que puede ser cuantificado de m

anera confiable con un 
aceptable nivel de precisión y exactitud 

•
LO

Q
 = EL m

ínim
o núm

ero de copias detectado dentro 
del rango dinám

ico con un C
V d al 25%

 (5 copias para 
hm

g, 18 para M
O

N
810) 
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R
eproducibilidad 

5 series de 7 réplicas 
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R
eproducibilidad  

7 diferentes concentraciones con 5 réplicas 
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A single assay for sim
ultaneous HDR &

 N
HEJ quantification 

C
o

lla
b

o
ra

tio
n

 w
ith

 Yu
ich

iro
 M

iya
o

ka
, B

ru
ce C

o
n

klin
 La

b
, U

C
SF 

W
T only 

Positive Control 

N
HEJ 

HDR 

W
T 

~100 bp 
~100 bp 

a c 
N

H
E

J P
robe 

H
D

R
 P

robe 
R

eference 
P

robe 

Total Edit Assay Strategy: 
CRISPR-Cas9 

X Cut site 
Edit site 
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M
ultiplexing con ddP

C
R

 

B
io-R

ad’s D
igital B

iology C
enter 

S
tock 

1/2 
1/4 

1/8 
1/16 

1/32 
1/64 N

o A
ssay 

[Assay] 

U
sando sondas 

•
Variar la concentración del ensayo 

•
Variar la concentración de sonda 
 

U
sando Evagreen 

•
Variar la longitud del am

plicon 
•

Variar la tem
peratura de 

alineam
iento 

•
Variar la concentración de prim

ers 
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M
ultiplexing w

ith P
robes: P

robe 
C

om
bination 

  

P
opulations of single positives 
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M
ultiplexing w

ith P
robes: P

robe 
C

om
bination 

  

P
opulations of double positives 
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M
ultiplexing con sondas: C

om
binación de 

sondas 
  

P
opulations of triple positives 



43 S
ingle positives 

D
ouble positives 

Triple positives 

M
ultiplexing con sondas: C

om
binación de 

sondas 
  



44 

M
ultiplexing con sondas 

C
oncept of probe m

ixing - triplex D
ouble, 
Triple  

positives 

5plex  
Assay m

ixing 

1 
100%

 FA
M

, 0%
 H

ex 

2 
75%

 FA
M

, 25%
 H

ex 

3 
50%

 FA
M

, 50%
 H

ex 

4 
25%

 FA
M

, 75%
 H

ex 

5 
0%

 FA
M

, 100%
 H

ex 

FAM 

H
ex 

A
ssay1- 100%

 FA
M

 

A
ssay2- 75%

 FA
M

, 25%
 H

ex 

A
ssay3- 50%

 FA
M

, 50%
 H

ex 

A
ssay4- 25%

 FA
M

, 75%
 H

ex 

A
ssay5 -0%

 FA
M

, 100%
 H

ex 

½
 FAM

 

½
 H

EX
 

3plex  
Assay m

ixing 

1 
100%

 FA
M

, 0%
 H

ex 

2 
50%

 FA
M

, 50%
 H

ex 

3 
0%

 FA
M

, 100%
 H

ex 

Theoretical clustering -5plex 

1 

2 

3 1+3 

1+2 

2+3 

1+2+3 
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M
ultiplexing con E

vaG
reen: Longitud del 

am
plicon 

  
�

A
m

plicon length: 
�

R
PP30  

�
62 base-pairs 
�

BetaActin 
�

137 base-pairs   
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•
C

artuchos y gaskets no son reusables 
•

S
on recom

endables las puntas R
ainin p-20 aerosol barrier tips 

para cargar la m
uestra 

•
La m

uestra se carga prim
ero después el aceite 

•
Los pozos vacios se cargan con 1x ddP

C
R

 buffer control solution 
•

E
vitar generar burbujas 

C
onsideraciones en la generación de gotas 
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•
C

uando pipetee gotas, aspire y distribuya suavem
ente y lentam

ente 
usando una pipeta m

ulticanal R
ainin L-50 con puntas P

-200 . 
•

C
ontar ~ 5 segundos cuando el dibujo lentam

ente 40ul de gotas en la 
punta de la pipeta y dispensar lentam

ente en una placa de 96 pozos 
•

C
oloque la punta de la pipeta a lo largo del lado y cerca de la parte 

inferior del pozo 
•

Las gotitas son frágiles en este punto (antes de la P
C

R
). U

na buena 
técnica m

inim
izará el cizallam

iento de las gotitas durante la 
transferencia y producirá m

ayores recuentos de gotas 
•

E
l aceite puede evaporarse si las gotas y el aceite de generación de 

gotas se dejan sin cubrir durante largos períodos de tiem
po (> 60 

m
in). C

ubra la placa m
ientras procesa gotitas y selle la placa 

después de generar gotitas 

C
onsideraciones en la generación de gotas 
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P
C

R
 D

roplets 

96-w
ell plate 

Transfer em
ulsion to 

plate 

•
E

s necesario usar placas B
io-R

ad o Eppendorf Tw
in Tec sem

i-
skirted 96-w

ell plate (951020362)  
•

S
ellar la placa utilizando el P

X
1 heated plate sealer (180ºC

, 5 sec) 
•

U
sar una ram

pa de 2ºC
 /  seg para asegurar que la tem

peratura 
llegue a todas las gotas 

•
40 ciclos de P

C
R

 son suficientes para optim
izar una reacción de 

P
C

R
. 
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•
A

lw
ays start w

ith the recom
m

ended assay concentrations, therm
al 

cycling conditions, and restriction digestion protocol 
•

The standard therm
al cycling param

eters for P
robes are: 

S
tep 1. E

nzym
e hot start 

S
tep 2. D

enaturation  
S

tep 3. A
nnealing/extension 

S
tep 4. E

nzym
e inactivation 

S
tep 5. S

torage 

Step
Tem

perature
Tim

e
Ram

p
N

um
ber of Cycles

1
95˚C

10 m
in

2˚C/sec
1

2
94˚C

30 sec
2˚C/sec

3
60˚C (variable)

1 m
in

2˚C/sec
4

98˚C
10 m

in
2˚C/sec

1
5

4  ̶ 12˚C
Hold

1˚C/sec
1 40

TaqM
an A

ssay Therm
al C

ycling P
rotocol 
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•
The standard therm

al cycling param
eters for E

vaG
reen are: 

S
tep 1. E

nzym
e hot start 

S
tep 2. D

enaturation  
S

tep 3. A
nnealing/extension 

S
tep 4. D

ye stabilization 
S

tep 5. D
ye stabilization/enzym

e inactivation 
S

tep 6. S
torage 

Step
Tem

perature
Tim

e
Ram

p
N

um
ber  of Cycles

1
95˚C

5 m
in

2˚C/sec
1

2
95˚C

30 sec
2˚C/sec

3
60˚C (variable)

1 m
in

2˚C/sec
4

4˚C
5 m

in
2˚C/sec

1
5

90˚C
5 m

in
2˚C/sec

1
6

12˚C
Hold

1˚C/sec
1 40

E
vaG

reen A
ssay Therm

al C
ycling P

rotocol 
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¿P
reguntas? 

G
racias 

Sócrates Avilés 
socrates_aviles@

bio-rad.com
 

Especialista de A
plicaciones, LSG

 
B

io-R
ad M

éxico/Latinoam
érica 

 


