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PLAN DE TRABAJO

@ Introduccion

® Extraccion de DNA gendémico y preparacion
de las muestras para PCR

@ Realizacién del PCR
@ Andlisis de los amplificados en gel de agarosa

@ Andlisis de los resultados en seminario N°10
(Genética de Poblaciones).

¢Qué es el PCR?

Es una técnica que permite la amplificacion de una

region especifica del genoma varios millones de veces
Se realiza simplemente en un tubo de plastico pequefio

Usa una DNA polimerasa termoestable, la Taq
polimerasa de Thermus aquaticus

Utiliza DNA genémico como sustrato

Etapas de la Técnica de PCR

1) Composicion de la mezcla de reaccion (MR)

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

Partidores de secuencia especifica que flanqueen la region
blanco (la repeticién Alu en este caso)

> directo
€« inverso
Desoxinucleétidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
MgCl, (cofactor de la enzima)
Buffer de la enzima
Taq DNA polimerasa

I1) Pasos de un ciclo de PCR

Calentamiento de la MR (95°C) para separar las hebras de
DNA

Enfriamiento (58°C) para unir los partidores al molde

Calentamiento (72°C) para activar la Taqg DNA
polimerasa, la cual extiende los partidores y replica el
DNA

Este proceso se repite multiples veces (35)

($)]

I1a) Denaturacion del DNA molde

l Desnaturacion del DNA a 95°C




I1b) Union de los partidores

Los partidores se unen al DNA molde en regiones especificas
por complemetariedad de bases

La Taq DNA polimerasa reconoce los sectores de DNA de
doble hebra
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llc) La Taq polimerasa extiende los partidores

eLa Taq polimerasa extiende los partidores desde su
extremo 3’OH

*El DNA es replicado
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I1d) Desde el tercer ciclo se obtienen fragmentos
del largo esperado
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Tiempo de polimerizacion se relaciona con el largo del segmento (Imin/Kpb)

Objetivos del Trabajo Practico

« Conocery aplicar la técnica de PCR.

¢ Valorar su utilizacion en:

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

b. Medir directamente la diversidad genética
humana a nivel molecular.

c. Aplicar el PCR en genética de poblaciones
determinando la frecuencia alélica de
polimorfismos en una poblacion.
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Que son las repeticiones Alu

¢ Se clasifican como SINEs (Short Interspersed
Repetitive Element). Son cerca de 1.500.000 en todo
el genoma.

¢ Se movilizan mediante un RNA intermediario
(retrotransposicidn).

* Son mas 500,000 copias Alu por genoma haploide,
representando méas del 5% de todo el genoma.

¢ S6lo unos pocos son dimorficos.

¢ Se denominan Alu por tener en su interior un sitio de
corte para la enzima Alu I.
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Deteccién de unainserciéon Alu en el
gen ACE mediante PCR

Se encuentra en el intrén 16 del gen ACE
(enzima convertidora de angiotensina)
« Estéa en el cromosoma 17923

5 ”{ Ex6n 16 [ Alu

Region amplificada

| Exén 17 | (A




Funcion del gen ACE

Hipotilame Sistema nervioso|

{ingesta de agua) |

‘W ‘Vasoconstriccién
Al = I
Higado Al - Angioicssina
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¢por qué amplificamos lainserciéon Alu
en el gen ACE?

Es un miembro de la familia Alu de repetidos
dispersos

Es una insercion humano especifica

Es polimérfica

Se encuentra en la region no codificante de su
DNA

No esta asociada con ningun desorden o
enfermedad
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Frecuencia de la insercion Alu en el gen ACE en
diferentes poblaciones

Table 2. Allele Froquencies of the Angictensin-1-Conventing Eneyme Gene in Diflferem Popalations

to all populations (p
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Metodologia

1) Extraccion de DNA gendmico

OSe utiliza Chelex® una resina de intercambio
catiénico que une Mg*2y otros iones bivalentes

@ Incubacion a 56°C rompe el tejido conectivo e
inactiva las DNAsas

® Incubacidon a 100°C rompe las membranas
celulares y desnatura las proteinas

Extraccion de DNA genémico

El calor rompe las membranas [

Chelex une el Mg*2y los iones bivalentes que se liberan al romper
las células y que inhiben la reaccion de PCR

Procedimiento para la obtencién de una muestra de
células y extraccion de DNA genémico

o
1
®




Centrifugacion y
obtencion del DNA
(sobrenadante)
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Procedimiento para la obtencién de una muestra de
células y extraccion de DNA genémico

Protocolo para la MR del PCR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Master Mix Alu | 15pl  15pl  15p 15 15p 151 151 15p1 15p0  15p
Control +/+ 3pl

Control +/- - 3ul -

Control -/- - - 3ul

Alumno 1 - - - 3l

Alumno 2 -- - - - 3ul
Alumno 3 - - - - - 3l

Alumno 4 - - - - - - 3ul -

Alumno 5 - - - - - - |- 3l

Alumno 6 - - - - - - - - ul -
H,0 destilada Tu Tal 7@l 7wl 7wl 7wl el 7@l 7al logl

Resultados esperados del PCR de Alu

La insercion Alu ACE es
dimérfica por lo tanto hay
dos posibles productos de
PCR:

Con insercion: 480 pb

Sin insercion: 190 pb

Sin insercién: 190 pb

Con insercion : 480 pb

i

insercion Alu 287 pb

Tamafio insercion Alu: 287 pb.

Identificacion y analisis de los
amplificados en gel de agarosa

5 4 3 2 1 PM
Con insercion : 480 pb

insercion Alu 287 pb \ E
-—— —— 500 pb

Sin insercion: 190 pb / e —— 200 pb




