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IntroducciIntroduccióónn
ExtracciExtraccióón de DNA genn de DNA genóómico y preparacimico y preparacióón n 
de las muestras para PCR de las muestras para PCR 
RealizaciRealizacióón del PCRn del PCR

AnAnáálisis de los amplificados en gel de agarosalisis de los amplificados en gel de agarosa

AnAnáálisis de los resultados en seminario lisis de los resultados en seminario NNºº1010
(Gen(Genéética de Poblaciones).tica de Poblaciones).

PLAN DE TRABAJOPLAN DE TRABAJO

•• Es una tEs una téécnica que permite la amplificacicnica que permite la amplificacióón de una n de una 

regiregióón especn especíífica del genoma varios millones de vecesfica del genoma varios millones de veces

•• Se realiza simplemente en un tubo de plSe realiza simplemente en un tubo de pláástico pequestico pequeññoo

•• Usa una  DNA polimerasa termoestable, la Usa una  DNA polimerasa termoestable, la TaqTaq

polimerasa de polimerasa de ThermusThermus aquaticusaquaticus

•• Utiliza DNA genUtiliza DNA genóómico como sustratomico como sustrato

¿¿QuQuéé es el PCR?es el PCR?

•• Un DNA molde  (el DNA que usted quiere amplificar en este Un DNA molde  (el DNA que usted quiere amplificar en este 
estudio)estudio)

•• Partidores de secuencia especPartidores de secuencia especíífica  que flanqueen la regifica  que flanqueen la regióón n 
blanco (la repeticiblanco (la repeticióón n AluAlu en este caso)en este caso)

directodirecto
inversoinverso

•• DesoxinucleDesoxinucleóótidostidos ((dATPdATP, , dCTPdCTP, , dGTPdGTP, , dTTPdTTP))

•• MgClMgCl22 (cofactor de la enzima)(cofactor de la enzima)

•• Buffer de la enzimaBuffer de la enzima
•• TaqTaq DNA polimerasaDNA polimerasa

I) ComposiciI) Composicióón de la mezcla de reaccin de la mezcla de reaccióón (MR)n (MR)

Etapas de la TEtapas de la Téécnica de PCRcnica de PCR

•• Calentamiento de la MR (Calentamiento de la MR (9595ooCC) para separar las hebras de ) para separar las hebras de 
DNADNA

•• Enfriamiento  (Enfriamiento  (5858ooCC) para unir los partidores al molde) para unir los partidores al molde

•• Calentamiento  (Calentamiento  (7272ooCC) para activar la ) para activar la TaqTaq DNA DNA 
polimerasa, la cual extiende los partidores y replica el polimerasa, la cual extiende los partidores y replica el 
DNADNA

•• Este proceso se repite mEste proceso se repite múúltiples veces (35)ltiples veces (35)

II) Pasos de un ciclo de PCRII) Pasos de un ciclo de PCR
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IIaIIa) ) DenaturaciDenaturacióónn del DNA moldedel DNA molde
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••Los partidores se unen al DNA molde en regiones especLos partidores se unen al DNA molde en regiones especííficas ficas 
por por complemetariedadcomplemetariedad de basesde bases

••La La TaqTaq DNA DNA polimerasapolimerasa reconoce los sectores de DNA de reconoce los sectores de DNA de 
doble hebradoble hebra
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IIbIIb) Uni) Unióón de los partidoresn de los partidores

Extensión a 72oC

••LaLa TaqTaq polimerasapolimerasa extiende los partidores desde su extiende los partidores desde su 
extremo 3extremo 3’’OHOH

••El  DNA es replicadoEl  DNA es replicado
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IIcIIc) La ) La TaqTaq polimerasa extiende los partidorespolimerasa extiende los partidores
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IIdIId) Desde el tercer ciclo se obtienen fragmentos ) Desde el tercer ciclo se obtienen fragmentos 
del largo esperado del largo esperado 

Tiempo de polimerizaciTiempo de polimerizacióón se relaciona con el largo del segmento (1min/n se relaciona con el largo del segmento (1min/KpbKpb)) 9/2/2008 10

•• Conocer y aplicar la tConocer y aplicar la téécnica de PCR.cnica de PCR.

•• Valorar su utilizaciValorar su utilizacióón en: n en: 

a.a. Identificar DNA repetido disperso (SINES, Identificar DNA repetido disperso (SINES, 
LINES).LINES).

b.b. Medir directamente la diversidad genMedir directamente la diversidad genéética tica 
humana a nivel molecular.humana a nivel molecular.

c.c. Aplicar el PCR en genAplicar el PCR en genéética de poblaciones tica de poblaciones 
determinando la frecuencia determinando la frecuencia áálléélicalica de de 
polimorfismos en una poblacipolimorfismos en una poblacióón.n.

Objetivos del Trabajo Práctico
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Que son las repeticiones Alu

•• Se clasifican como Se clasifican como SINEsSINEs (Short (Short InterspersedInterspersed
RepetitiveRepetitive ElementElement). Son cerca de 1.500.000 en todo ). Son cerca de 1.500.000 en todo 
el genoma.el genoma.

•• Se movilizan mediante un RNA intermediario Se movilizan mediante un RNA intermediario 
((retrotransposiciretrotransposicióónn).).

•• Son mSon máás 500,000 copias s 500,000 copias AluAlu por genoma haploide, por genoma haploide, 
representando mrepresentando máás del 5% de todo el genoma.s del 5% de todo el genoma.

•• SSóólo unos pocos son lo unos pocos son dimdimóórficosrficos..

•• Se denominan Se denominan AluAlu por tener en su interior un sitio de por tener en su interior un sitio de 
corte para la enzima corte para la enzima AluAlu I.I.
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Detección de una inserción Alu en el 
gen ACE mediante PCR

••Se Se encuentraencuentra en el intren el intróón 16 del n 16 del gengen ACE ACE 
((enzimaenzima convertidoraconvertidora de de angiotensinaangiotensina))
•• EstEstáá en el en el cromosomacromosoma 17q2317q23

5’ 3’

Región amplificada

Exón 16 Exón 17Alu
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FunciFuncióón del gen ACE n del gen ACE 
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•• Es un miembro de la familia  Es un miembro de la familia  AluAlu de repetidos de repetidos 
dispersosdispersos

•• Es una inserciEs una insercióón humano especn humano especííficafica
•• Es polimEs polimóórficarfica
•• Se encuentra en la regiSe encuentra en la regióón no n no codificantecodificante de su de su 

DNADNA
•• No estNo estáá asociada con ningasociada con ningúún desorden o n desorden o 

enfermedadenfermedad

¿por qué amplificamos la inserción Alu
en el gen ACE?
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Frecuencia de la inserciFrecuencia de la insercióón n AluAlu en el gen ACE en en el gen ACE en 
diferentes poblacionesdiferentes poblaciones

Se utiliza  Se utiliza  ChelexChelex®® una resina de intercambio una resina de intercambio 
caticatióóniconico que une  que une  MgMg+2+2 y otros iones bivalentesy otros iones bivalentes

IncubaciIncubacióón a 56n a 56ooC rompe el tejido conectivo e C rompe el tejido conectivo e 
inactiva las inactiva las DNAsasDNAsas

IncubaciIncubacióón a 100n a 100ooC rompe las membranas C rompe las membranas 
celulares y celulares y desnaturadesnatura las protelas proteíínasnas

I) ExtracciI) Extraccióón de DNA n de DNA gengenóómicomico

MetodologMetodologííaa

ChelexChelex une el  une el  MgMg+2 +2 y los iones bivalentes que se liberan al romper y los iones bivalentes que se liberan al romper 
las clas céélulas y que inhiben la reaccilulas y que inhiben la reaccióón de PCRn de PCR

ExtracciExtraccióón de DNA n de DNA gengenóómicomico

Membrana celular

El calor rompe las membranas

DNA DNA 
genómico

Mg++

Mg++

Mg+

+

Mg++

Mg++

Mg++

Membrana nuclear

Procedimiento para la obtenciProcedimiento para la obtencióón de una muestra de n de una muestra de 
ccéélulas y extraccilulas y extraccióón de DNA n de DNA gengenóómicomico
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CentrifugaciCentrifugacióón y n y 
obtenciobtencióón del DNA n del DNA 

(sobrenadante)(sobrenadante)

Procedimiento para la obtenciProcedimiento para la obtencióón de una muestra de n de una muestra de 
ccéélulas y extraccilulas y extraccióón de DNA n de DNA gengenóómicomico

10µl7µl7µl7µl7µl7µl7µl7µl7µl7µlH2O destilada

--3µl----------------Alumno 6

----3µl--------------Alumno 5

------3µl------------Alumno 4

--------3µl----------Alumno 3

----------3µl--------Alumno 2

------------3µl------Alumno 1

--------------3µl----Control -/-

----------------3µl--Control +/-

------------------3µlControl +/+

15µl15µl15µl15µl15µl15µl15µl15µl15µl15µlMaster Mix Alu

10987654321

Protocolo para la MR del PCR

La inserción Alu ACE es 
dimórfica por lo tanto hay 
dos posibles productos de 
PCR:
Con  inserción: 480 pb
Sin inserción:   190 pb

TamaTamañño insercio insercióón   n   AluAlu: 287 : 287 pbpb..

inserción Alu 287 pb

Con inserción : 480 pb

Sin inserción: 190 pb

Resultados esperados del PCR de Alu

IdentificaciIdentificacióón y ann y anáálisis de los lisis de los 
amplificados en amplificados en gelgel de de agarosaagarosa

5      4      3      2     1    PM 

500 pb

200 pb

inserción Alu 287 pb

Con inserción : 480 pb

Sin inserción: 190 pb


