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La infección natural mediante bacteriofagos (vectores) aumenta la
eficiencia de la transformación e introducción del DNA exógeno
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Proteins Nu1 and A can 
recognize the COS site, 
directing the insertion of directing the insertion of 
the λ DNA between them 
into an empty head. The 
filled head is then 
attached to the tail, 
forming a complete λ 
virion. The whole process virion. The whole process 
normally takes place in 
the host cell. However, 
to prepare the λ virion 
carrying recombinant λ
DNA, the following in 
vitro assembly system is 
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y y
commonly used.
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In vitro packaging
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TrabajandoTrabajando
Con

Gigantes:

The BAC VectorThe BAC Vector
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pBeloBAC11
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SCREENING DE GENOTECAS
Búsqueda de un Gene específico.

• Sondas de DNA Genómico
• Sondas de cDNA 
•Oligonucleótidos sintéticos
•Anticuerpos

Homólogas, heterólogas, degeneradas 
marcadas con radiactividad o 

lquimioluminiscencia
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SECUENCIACIÓN
Y

MUTAGÉNESIS DE DNA
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Secuenciación de DNASecuenciación de DNA

La adición de un dideoxinucleosido trifosfato, que no 
tiene el grupo hidroxilo 3’, termina la síntesis de DNA
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Secuenciación de DNASecuenciación de DNA

Se realizan 4 reacciones separadas - Cada una contiene DNA molde, 
polimerasa, los cuatro dNTPs, y uno de los cuatro dideoxi nucleotidos 
(ddNTP)
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Secuenciación de DNASecuenciación de DNA

Ocasionalmente se incorpora un ddNTP y se detiene la 
extension. Cada reacción contendrá una colección de cadenas de 
DNA de todas las longitudes posibles que acaben en la base que 
lleva en ddNTP de esa reacciónS Lobos C S Lobos C -- U de ChileU de Chile
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Secuenciación de DNASecuenciación de DNA

Las cadenas de DNA se separan mediante electroforesis según 
sus tamaños

S Lobos C S Lobos C -- U de ChileU de Chile



26

Secuenciación de DNASecuenciación de DNA

La secuencia de DNA puede determinarse leyendo el gel para 
ver cual nucleótido termina la cadena en cada posición sucesiva
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DNADNA
calidadcalidad

MétodoMétodo Sanger Sanger dideoxydideoxy
RequerimientosRequerimientos

cantidadcantidad
PrimerPrimer
EnzimaEnzima

CapacidadCapacidad de de incorporarincorporar nucleótidosnucleótidos modificadosmodificados
EstabilidadEstabilidad térmicatérmica
procesividadprocesividad

NucleótidosNucleótidos
marcajemarcaje
ratiosratios

BufferBuffer

Cada ddNTP está marcado con un fluoroforo distinto
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Analizadores automáticos de fragmentos de Analizadores automáticos de fragmentos de 
DNA (PEDNA (PE--ABD/Pharmacia)ABD/Pharmacia)

• Electroforesis gel/capilarg p
• Excitación por laser de fluorocromos
• Detección CCD cámara
• Colección automática de datos e identificación de alelos
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Gel y cromatogramaGel y cromatograma

ElectroferogramaS Lobos C S Lobos C -- U de ChileU de Chile
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Secuenciación Automática de DNA Secuenciación Automática de DNA 
Is really notIs really not--so automated!so automated!
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Nuevas tecnologías de Nuevas tecnologías de 
secuenciación de DNAsecuenciación de DNA

Mejora de la separación de los Mejora de la separación de los 
d t  d  iód t  d  ióproductos de reacciónproductos de reacción

Electroforesis capilarElectroforesis capilar
Maquinas de 96 capilares (ABI 3700 y Molecular Maquinas de 96 capilares (ABI 3700 y Molecular 
Dynamics MegaBace) disponibles Dynamics MegaBace) disponibles 
Más de 1000 columnas capilares por run con Más de 1000 columnas capilares por run con 
d t ió   i í  f ld t ió   i í  f ldetección por microscopía confocaldetección por microscopía confocal

MassMass--spectrometryspectrometry
especialmente MALDI (matrixespecialmente MALDI (matrix--assisted assisted 
laser desorption /ionization) laser desorption /ionization) 

Single molecule DNASingle molecule DNA--sequencingsequencingSingle molecule DNASingle molecule DNA--sequencingsequencing
flowflow--cytometrycytometry
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Mejora de reacciones y estrategias Mejora de reacciones y estrategias 

Nuevas tecnologías de Nuevas tecnologías de 
secuenciación de DNAsecuenciación de DNA

•• Mejora de reacciones y estrategias Mejora de reacciones y estrategias 
de secuenciaciónde secuenciación
•• Incremento de la procesividad del Incremento de la procesividad del 

enzimaenzima
M j  d  flM j  d  fl•• Mejora de fluorocromosMejora de fluorocromos

• Secuenciación por 
hib id ió   l  d  hibridación a paneles de 
oligonucleótidos de secuencia 
conocida S Lobos C S Lobos C -- U de ChileU de Chile
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Automated DNA-sequencing instruments (DNA sequencers) can 
sequence up to 384 DNA samples in a single batch (run) in up to 24 
runs a day
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ABI Prism 3700 – Applied Biosystem

Thermo cycler Master cycler
eppendorf

S Lobos C S Lobos C -- U de ChileU de Chile Oligo 1000 - Beckman
DNA Thermal Cycler

Perkin Elmer
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Secuencias de copia única
Encontradas una vez en el genoma

Tipos de secuencias del DNA eucarionte

DNA medianamente repetitivo
Encontrado de 10 a 1000 veces en el genoma
Puede variar de 100-300 bp a 5000 bp y puede estar
disperso en el genoma.disperso en el genoma.

DNA altamente repetitivo
Secuencias más abundantes
Encontradas de 100,000 a 1 millón de veces en el
genomagenoma
Puede variar de unos pocos a varios cientos de bases
en longitud. Tiende a ordenarse como repeticiones en
tandem.
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Tarea a desarrollar:

¿Cuántos picogramos de DNA  contiene 
una célula bacteriana?

C ántos picogramos de DNA contiene¿Cuántos picogramos de DNA contiene 
una célula humana? 

¿Cuáles son sus longitudes 
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¿ g
respectivamente?
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Pyrosequencing
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Pyrosequencing system
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Nature Vol. 409 Feb. 2001. HGPS Lobos C S Lobos C -- U de ChileU de Chile
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1cM~1 millión de pb
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Contig Scaffolding (ensamblaje)

Contig

Uso de algoritmos computacionales para ensamblajeS Lobos C S Lobos C -- U de ChileU de Chile
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Contig b1
(Set de secuencias sobrepuestas)

Contig b2 Contig b3

S ff ld ( j S ff ld 16)Scaffold (ej. Scaffold 16)
(set ordenado de contigs en un lugar de un cromosoma)
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(Buscando sobreposiciones en forma ordenada mediante fingerprinting)
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V4.7.9 (2001)
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(Celera)

Redundant
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PCR
Polymerase   Chain  Reaction

Kary B  Mullis inventó el PCR en Kary B. Mullis inventó el PCR en 
1983.

Ganó el Premio Nobel de Química 
en 1993.
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Nobel Prize Winner for 
Chemistry in 1993 andChemistry in 1993 and 
inventor of PCR, a method for 
detecting even the smallest 
amount of DNA in ancient 
materials. "Would I have 
in ented PCR if I hadn't takeninvented PCR if I hadn't taken 
LSD? I seriously doubt it," he 
says. "I could sit on a DNA 
molecule and watch the 
polymers go by. I learnt that 
partly on psychedelic drugs."

Kary Banks Mullis, Nobel Prize winning 
chemist, was born on December 28, 1944, in 
Lenoir, North Carolina.
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PCR

Amplificación IN VITRO de 
secuencias determinadas de ADN 
basada en el uso de:

-Polimerasa

-Partidores

-dNTPs
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PCR

TAQ
ADN

Primers

dCTP

dATP

dGTP

dTTP

94°

50-65°

72°

30 ciclos

20°
4°
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1ª FASE: Desnaturalización

94°C

TAQ

Primers
dATP

dGTP dCTP

dTTP
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2ª FASE: Apareamiento

50-65°C

TAQ

Primers
dATP

dGTP dCTP

dTTP
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3ª FASE: Extensión
72°C

Primers
dATP

dGTP dCTP

dTTP
TAQTAQ
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3ª FASE: Extensión

72°C

Primers
dATP

dGTP dCTP

dTTP
TAQTAQ
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1ª FASE: Desnaturalización
94°C

Application

dATP
dGTP dCTP

dTTP

Primers
TAQ
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PCR



71
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PCR

Aplicaciones
Ob  i  d   i  d i d-Obtener copias de una secuencia determinada

-Introducir modificaciones en la secuencia:

-Mutaciones

Secuencias para enzimas de restricción-Secuencias para enzimas de restricción

-Elementos reguladores

Ventajas

-Cantidad mínima de DNA molde

-No es necesario DNA de calidad
S Lobos C S Lobos C -- U de ChileU de Chile



73

PCR

Inconvenientes

-Limitación de tamaño

-Necesidad de conocer secuencias flanqueantes

-Problemas de contaminación

-Presencia de inhibidores

Problemas

-Fallos por variación genética en sitios de apareamiento
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PCR

Optimización

-Perfil de temperaturas
-Reactivos:

• DNA
• primers
• Buffer: pH, Cl2Mg, K
• Inhibidores
• dNTPs
• Taq polimerasa
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Montaje de Reacciones de PCR

10X B ff  T DNA l 10 L10X Buffer Taq DNA polymerase 10 μL
25mM MgCl2 4 μL
10mM dNTPs mix 2 μL
Primer 1 ? (10pmoles/μL)
Primer 2 ? (10pmoles/μL)p
DNA ng a μg
H2Odd estéril ? llevar a Vt
Taq DNA polymerase 1-5 Unidades
__________________________________________
Volumen Total 100 mL
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Volumen Total 100 mL

Un oligonucleótido primer de 17 nucleótidos=17 mer, equivale a una
concentración de 5 ng/pmol
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Especificidad PCR

Factores que afectan la especificidad en el PCR:q p

1.- Primers: Mal diseño. Se debe considerar longitud, 
contenido G+C (no mayor a 50-60%), Tm>55ºC y 
posibilidad de formación de dímeros de primers.

2.- Temperatura de apareamiento de los primers: Tm 
Considerar Tm sobre 55ºC y similar para ambos primers.

3.- Denaturación incompleta: Falta de “Hot Start”
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Tm = temperatura de fusión es la temperatura a la cual la ½ de las 
moléculas complementarias se encuentran unidas

Tm teórica = 4(G+C) + 2(A+T) 
a una concentración 1M NaCla una concentración 1M NaCl

Siendo la Tm (temperatura de desnaturación del dúplex) un 
parámetro crítico para PCR, se debe ser más riguroso con el 
cálculo para este oligonucleótido. Por ejemplo, a una concentración 
determinada de Na+ se debe aplicar la siguiente fórmula:determinada de Na se debe aplicar la siguiente fórmula: 

Tm=81.5+ [(16.6) (log10{ [Na+ ]/1.0+0.7[Na+ ]})] +[0.41(%G+C)] -500 
/D- P

Donde D es la longitud del dúplex y P es el porcentaje de 
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g p y p j
apareamiento incorrecto. Para un buen resultado en la reacción de 
PCR se puede partir utilizando la Tm calculada menos 5ºC. 
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Controles de especificidad en el PCR

1.- DNA + Primer 1 (Fw) + Primer 2 (Rev) (+)
2.- DNA + Primer 1 (Fw) (-)
3 - DNA + Primer 2 (Rev) (-)3. DNA + Primer 2 (Rev) ( )
4.- DNA sin primers (-)
5.- Primer 1 + Primer 2 sin DNA (-)
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Contaminación!! PCR carry over!!
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TOPO TA Cloning Kit
Dual Promoter (Invitrogen)Dual Promoter (Invitrogen)
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Clonamiento de los productos PCR:
topoisomerasa

Para clonar los productos PCR, se
puede utilizar la DNA topoisomerasa,p p ,
una enzima que corta y enrolla-
desenrolla DNA en el curso de la
replicación. La topoisomerasa separa
las hebras de DNA, permitiendo a la
hebra separada desenrollarse
alrededor del eje de la hebra no
separada. La enzima liga entonces losp g
extremos de la hebra separada y
desprendida de DNA.
Su funcionamiento se parece a la vez
a una enzima de restricción y una
ligasa. La topoisomerasa I del virus
Vaccinia reconoce la secuencia 5'-
(C/T)CCTT-3' en una hebra doble de( )
DNA, y se une de manera covalente a
un 3'-fosfato de la timina situado al
final de esta secuencia.
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La secuencia de
reconocimiento de la
topoisomerasa se coloca en
cada extremo de un plásmidocada extremo de un plásmido
linearizado. Cuando el vector es
mezclado con la topoisomerasa,
la enzima se une de manera
covalente al extremo 3'-fosfato
del extremo del vector. Esta
acción protege al vector
linearizado de su degradaciónlinearizado de su degradación
por exonucleasas y evita su
religado o recircularización. Se
obtiene así un vector activado
por la topoisomerasa. Los
productos PCR que carecen de
extremo 5'-fosfato sirven de
sustrato de la enzima y sonsustrato de la enzima y son
unidos al vector por la
topoisomerasa en 5 minutos a
la temperatura ambiente.
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PCR Inverso
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