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Desnaturalizacion del DNA

5AGGTTAGTGGACCCTTGATZ
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SSTCCAATCACCTCCCTTCTAY

Denaturalizaciénl 1 Renaturalizacion

S AGGTTAGTGGACCCTTGAT?Z

STCCAATCACCTCCCTTCTAY



Formacion de moléculas hibridas de

5’AGGTTAGTGGACCCTTGAT?3’ 5’ AGGTCAGTGGACCCTTGAT?3’
3’TCCAATCACCTGGGAACTAS’ 3’ TCCAGTCACCTGGGAACTAS’
95°C
Enfriamiento lento

T %
AGGT AGTGGACCCTTGAT AGGT AGTGGACCCTTGAT
EBEA?TCACCTGEGAACTA HIBRIDOS| TCCA TCACCTGGGAACTA

G A
AGCTTAGTGGACEETTGAT NATIVOS AGGTCAGTGGACCCTTGAT
TCCAATCACCTGGGAACTA TCCAGTCACCTGGGAACTA




Enzimas de restriccion

Son enzimas que cortan el DNA de doble
cadena mediante el reconocimiento de
una secuencia especifica.
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Enzimas de restriccion
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Formas de diferenciar a los
fragmentos de DNA entre si

A partir de diferencias en sus tamaros

e Separacion de los fragmentos de acuerdo a
su tamano mediante electroforesis en geles
de agarosa o poliacrilamida

* Los fragmentos migran del polo negativo al
positivo con velocidad inversamente

proporcional a su tamarno




Sistema electroforesis




Hibridacion de acidos nucleicos
(Southern Blot)
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Limitaciones del Southern Blot

e Requiere cantidades apreciables de DNA
(alrededor de un microgramo)

« Exige el empleo de DNA de alta integridad y
alto grado de purificacion

e Costo relativamente alto

e Tiempo prolongado del analisis
(aproximadamente una semanal)

 Poca flexibilidad tecnologica



REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Del Inglés: “Polymerase Chain Reaction”

Desarrollada por Mullis en 1985 y
automatizada a partir de 1988 gracias
al empleo de la Taq DNA Polimerasa



Tecnologia del PCR

Reproduccion (amplificacion) en
ciclos consecutivos de un fragmento
del DNA cuya longitud esta definida
por la ubicacion de 1los cebadores
(primers) utilizados

TGGCC
ACCGG CGCG
TGGCC GCGC

CGCG



Tecnologia del PCR

Reproduccion (amplificacion)
en ciclos consecutivos de un
fragmento del DNA cuya
longitud esta definida por la
ubicacion de 1los cebadores
(primers) utilizados

\P:)R




Tecnologia del PCR

>Cada ciclo consiste en tres etapas:

>Denaturalizacion P i S e € S

~>Hibridacion de los primers

(Annealing) 2O oy P

> Polimerizacion (extension)
72°C Tag DNA Pol ~~—

dNTPs, MgCl, E/\



TERMOCICLADORES



Tecnologia del PCR

RESUMEN

El PCR fue concebido como una
tecnologia dirigida a:

v Multiplicar el nimero de moléculas de
DNA disponibles para el trabajo

v Eliminar del material a utilizar las
secuencias que no interesan en el
analisis



Tecnologia del PCR

Principales ventajas

Alta sensibilidad (hasta una copia del DNA
genomico)
Permite el empleo de DNA parcialmente
degradado

Alta especificidad al eliminar el resto del DNA
que no es de intereés

Aumenta en el orden de al menos 10° veces la
secuencia de DNA motivo de estudio

Alta flexibilidad tecnologica
Costo relativamente bajo



Métodos directos de diagnostico

1. Deteccidon de mutaciones

e Deteccion de reordenamientos cromosomicos
 RFLP

e PCR con primers especificos de alelos (ARMS-
ASO-SSP)

e Secuenciacion del DNA

2. Localizacion de mutaciones

 Heteroduplex
« SSCP
 DGGE



Métodos para la deteccion de

mutaciones




CR en la deteccion de translocaciones

cromosomicas reciprocas

Cromosomas
9 22

1 PCR

No hay
amplificacion

—lp
II
1 PCR

Si hay
amplificacion

Ejemplos:

Translocaciones en
hemopatias malignas



PCR en la deteccidon de una delecidn

( gen de la conexina 30)

Delecion de 342 Kb
A(GJB6-D13S1830) H } 460 pb

460 pb




PCR-RFLP

Polimorfismo en la Longitud de los
fragmentos de restriccion

Del ingleés:

Restriction Fragment Length
Polymorphism



PCR- RFLP

TTCGAA TTCGCA

Gen normal @PCR Gen mutado

AAGCTT AAGCGT

TTCGAA TTCGCA
240 pb 240pb
| @ Digesti6n con
AAGCTT BeL | AAGCGT

TTCGAA TTCGCA

I — - ]
200 pb 40 pb 240 pb



PCR-RFLP

Determinacion de la mutacion W24X en el gen Conexina
26 Hipoacusia prelocutiva con herencia autosomica
recesiva

B2 -3

114 pb
88 pb

1M/IM
2N/M
3N/N




SPECIFIC SEQUENCE PRIMER



PCR-SSP

LLocus con dos alelos Ay B

PCR con primerscomuny A PCR con primers comuny B

(*) En todos las reacciones se incluye ademas los dos primers
correspondientes al control interno




Interpretacion de Resultados

Individuo 1 Individuo 2

PCRA PCRBPCRA PCR 1 2

—» Control
interno

_, Alelo de
interés

Genotipo B / B Genotipo A/ B



SECUENCIACION DE

ACIDOS NUCLEICOS

Determinacion del orden preciso de los
nucleotidos dentro de un gen u otro
fragmento determinado



METODOS DE SECUENCIACION

Metodo de terminacion de la cadena de Sanger

(Tecnologia muy laboriosa y cara)
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METODOS DE SECUENCIACION

Secuenciacion mediante sistemas automatizados

(Gana en rapidez y seguridad)



METODOS DE SECUENCIACION




Como enfrentar el diagnostico de las
enfermedades hereditarias con
heterogeneidad molecular?

METODOS PARA LA LOCALIZACION
DE MUTACIONES




Metodos de localizacion de mutaciones en un

fragmento por cambios conformacionales

SSCP: Polimorfismo Conformacional de Simple Cadena

Single Strand Conformation Polymorphism

DGGE: Electroforesis en Gel ¢/ Gradiente Denaturalizante

Denaturant Gradient Gel Electrophoresis

HETERODUPLEX



HETERODUPLEX
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HETERODUPLEX

Formacion del Heteroduplex




	PCR-RFLP

