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�� DiferentesDiferentes ““saboressabores”” de PCRde PCR
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Single DNA Crystal 1990´s
X-ray Crystalography 1953

Scanning Tunneling Microscopy 2003
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Estructura del ADN
�� HHéélicelice alfa de alfa de dobledoble cadenacadena en en 

configuraciconfiguracióónn antiparalelaantiparalela..

5’

5’

3’

3’



Estructura del ADN
�� ExtremoExtremo 55’’ -- grupogrupo fosfatofosfato
�� ExtremoExtremo 33’’ -- grupogrupo hidroxilohidroxilo

�� NecesarioNecesario para la extensipara la extensióón de la n de la 
molmolééculacula de ADN.de ADN.

�� PuentesPuentes de H de H en forma de en forma de 
““cremalleracremallera””
�� Las dos Las dos hebrashebras se se mantienenmantienen

unidasunidas porpor puentespuentes de H.de H.
�� T/A = 2 enlacesT/A = 2 enlaces
�� G/C = 3 enlacesG/C = 3 enlaces

�� PurinasPurinas: : AAdeninadenina, , GGuaninauanina
�� AnilloAnillo dobledoble

�� PirimidinasPirimidinas: : CCitosinaitosina, , TTiminaimina
�� AnilloAnillo sencillosencillo



Terminología Básica
�� Coding Strand (Coding Strand (sentidosentido) ) -- la la secuenciasecuencia se se muestramuestra de de izquierdaizquierda a a 

derechaderecha de 5de 5´́a 3a 3´́
�� NonNon--coding Strand (coding Strand (antisentidoantisentido) ) -- la la secuenciasecuencia normalmentenormalmente se se 

representarepresenta de de izquieraizquiera a a derechaderecha de de 33´́ a 5a 5´́, , aunqueaunque puedepuede mostrarsemostrarse
en en sentidosentido contrariocontrario
�� El El ARNmARNm se se copiacopia a a partirpartir de de estaesta cadenacadena de forma de forma queque la la secuenciasecuencia final del final del 

ARNmARNm es la es la mismamisma queque la de la la de la cadenacadena codificantecodificante
�� El El ADNcADNc se se sintetizasintetiza a a partirpartir del del ARNmARNm, , usandousando transcriptasatranscriptasa inversainversa, , porpor

tantotanto es un es un duplicadoduplicado de la de la cadenacadena no no codificantecodificante

�� Reverse Complement Strand (o Complement Strand) es la Reverse Complement Strand (o Complement Strand) es la secuenciasecuencia
opuestaopuesta queque se se apareaaparea a la a la cadenacadena de de referenciareferencia, , mientrasmientras queque la la 
Reverse StrandReverse Strand es la es la mismamisma secuenciasecuencia queque la la cadenacadena de de referenciareferencia
escritaescrita con la con la polaridadpolaridad opuestaopuesta……

55´́-- CAATGATGGTATGGAATTCCTGCAGGGGCCCTAG CAATGATGGTATGGAATTCCTGCAGGGGCCCTAG --33´́
33´́-- GTTAC TACCATACCTTAAGGACGTCCCCGGGATC GTTAC TACCATACCTTAAGGACGTCCCCGGGATC --55´́

55´́-- CTAGGGCCCCTGCAGGAATTCCATACCATCATTG CTAGGGCCCCTGCAGGAATTCCATACCATCATTG --33´́



Taxonomy/Phylogeny Gene Detection/Expression
Collect Sequences from GenBank or EMBL

Do Computer Alignment of Sequences

Design primers for YFG
from consensus of alignment

PCR Amplification of YFG

Clone PCR products

Sequence clones

Edit sequences and 
add to alignment

Analyze & Compare Sequences 
to identify mutations, etc…

Phylogenetic Analysis

Write Results

Publish / Present Data

Design primers or probes

Test primers/probes

Create Assay for Testing Hypothesis
(Q-PCR, ISH, Microarray, etc…) 

Write Results

Publish / Present Data

Become Rich & Famous!

Collect Biological Samples

Archive samples for later testing

Extract DNA or RNA

BioInformatics Consortium:
•Design microarrays, 
•Create transgenic animals,
•Whole genome comparisons,
•Etc…...





Clon
�� Def.:Def.: -- una una ccéélulalula, , productoproducto celularcelular u u organismoorganismo queque es es gengenééticamenteticamente

ididéénticontico a la a la unidadunidad o o individuoindividuo del del queque procedeprocede..

�� Los clones se Los clones se puedenpueden guardarguardar en en genotecasgenotecas queque representanrepresentan la la totalidadtotalidad
o una o una fraccifraccióónn del del genomagenoma de un de un organismoorganismo..

�� Las Las ttéécnicascnicas de PCR  o de PCR  o DNA splicingDNA splicing son son mméétodostodos para el para el aislamientoaislamiento
de de fragmentosfragmentos especespecííficosficos de ADN de ADN clonadoclonado..

�� Los Los plpláásmidossmidos, los virus, y , los virus, y cromosomas artificialescromosomas artificiales ((YACsYACs, , BACsBACs) se ) se 
usanusan como como vectoresvectores para la para la duplicaciduplicacióónn de ADN de ADN clonadoclonado y para y para 
asegurarasegurar un un archivoarchivo estableestable de la de la secuenciasecuencia..
�� DNA splicingDNA splicing ((mediantemediante enzimasenzimas de de restriccirestriccióónn) es un ) es un mméétodotodo

comcomúúnn para la para la inserciinsercióónn de ADN de ADN clonadoclonado en un vector.en un vector.
�� tambitambiéénn los los vectoresvectores ““TATA””, , basadosbasados en la en la actividadactividad polimerasapolimerasa no no 

especespecííficafica de la de la polimerasapolimerasa de ADN Taq, son de ADN Taq, son comunescomunes..



Enzimas de Restricción
(la “R” en RFLP)

�� AisladasAisladas a a partirpartir de de bacteriasbacterias queque laslas usanusan comocomo una forma una forma 
de de sistemasistema inmunolinmunolóógicogico molecular molecular parapara destruirdestruir ADN ADN vvííricorico
�� El El PremioPremio Nobel de Nobel de MedicinaMedicina de 1978 de 1978 fufuéé concedidoconcedido porpor susu

descubrimientodescubrimiento
�� IniciInicióó la la éépocapoca del ADN del ADN recombinanterecombinante

�� El El nombrenombre de de cadacada enzimaenzima provieneproviene del de la bacteria a del de la bacteria a partirpartir
de la de la queque se se aislaaisla ((ejej. . –– SexSex AI        AI        SStreptomycestreptomyces exexfoliatafoliata))

�� Las Las enzimasenzimas mmááss comunescomunes en en biologbiologííaa molecular son molecular son laslas queque
reconocenreconocen secuenciassecuencias de de nuclenucleóótidostidos palindrpalindróómicasmicas de 4de 4--6 6 pbpb
((ejej. . –– Eco RI                       )Eco RI                       )

�� CadaCada enzimaenzima ssóólolo cortacorta en en susu sitiositio de de reconocimientoreconocimiento
especespecííficofico
�� RRestriction estriction FFragment ragment LLength ength PPolymorphism olymorphism ……....mmááss despudespuééss

55´́--G  AATTCG  AATTC-- 33´́
33´́--CTTAA  GCTTAA  G-- 55´́



Felicidades! Ya Tienes Clones!
�� DespuDespuééss de la de la clonaciclonacióónn →→ SecuenciaciSecuenciacióónn
�� La La secuenciasecuencia de ADN se de ADN se puedepuede emplearemplear parapara::
�� LocalizarLocalizar regionesregiones de ADN de ADN distintivasdistintivas tales tales comocomo::

�� SecuenciasSecuencias microsatmicrosatéélitelite
�� SNPSNP´́ss ((ssingle ingle nnucleotideucleotide ppolymorphismsolymorphisms))
�� SitiosSitios de de restriccirestriccióónn
�� or or identificaridentificar YFGYFG

-- TodoTodo elloello es es úútiltil parapara disediseññarar sondassondas / / cebadorescebadores
((primersprimers) ) parapara northern blots, southern blots, PCR o northern blots, southern blots, PCR o 
microarraysmicroarrays



Bibliotecas de Genes y Secuencias de ADN
�� DiferentesDiferentes tipostipos de de genotecasgenotecas de ADNde ADN……
�� genotecagenoteca gengenóómicamica–– muchosmuchos clones, clones, cadacada unouno contienecontiene un un 

fragmentofragmento de ADN de ADN gengenóómicomico de un de un organismoorganismo
�� genotecagenoteca de de cDNAcDNA––ADNADN ccomplementarioomplementario derivadoderivado de ARNde ARN

)) genotecagenoteca ESTEST –– eexpressed xpressed ssequence equence ttag, a ag, a partirpartir de una de una genotecagenoteca de de cDNAcDNA
�� genotecagenoteca de de microsatmicrosatééliteslites–– (m(máás s despudespuééss…….).)

�� La La secuenciacisecuenciacióónn puedepuede ser de una ser de una cadenacadena o de o de dobledoble cadenacadena
�� SecuenciaSecuencia consensoconsenso -- Se Se secuenciansecuencian ambasambas cadenascadenas y el y el consensoconsenso

consisteconsiste en en aquellasaquellas bases bases queque se se leenleen porpor igualigual en en ambasambas cadenascadenas
�� ESTsESTs son son ejemplosejemplos de de lecturalectura de una de una solasola cadenacadena
�� CDSCDS ((ccoodding ing ssequenceequence) ) –– ADN ADN transcritotranscrito a a proteinaproteina

))ORFORF ((oopen pen rreading eading fframerame) ) –– igualigual a CDS a CDS peropero incluyeincluye
porcionesporciones del gen del gen queque no son no son traducidastraducidas



Secuenciación de ADN

�� Las Las secuenciassecuencias de de 
ADN son ADN son 
generadasgeneradas porpor
mmááquinasquinas
�� Las Las mmááquinasquinas

tambitambiéénn cometencometen
erroreserrores

�� Lee Lee ambasambas
cadenascadenas y y 
compruebacomprueba
visualmentevisualmente tustus
datosdatos!!

5´

5´

3´

3´



Filogenia y Secuenciación de ADN

�� IdentificarIdentificar la la secuenciasecuencia –– BLASTBLAST
((BBasic asic LLocal ocal AAlignment lignment SSearch earch TTool)ool)
GenBank del NCBIGenBank del NCBI
�� Usa la Usa la secuenciasecuencia consensoconsenso

�� AlinearAlinear la la secuenciasecuencia -- Clustal WClustal W
�� CorregirCorregir manualmentemanualmente

�� transicitransicióónn vs. vs. transversitransversióónn
�� HuecosHuecos extrasextras

�� AnAnáálisislisis FilogenFilogenééticosticos
�� NeighborNeighbor JoiningJoining
�� Maximum ParsimonyMaximum Parsimony
�� Maximum LikelihoodMaximum Likelihood
�� Bayesian MethodBayesian Method



Alineamiento de Secuencias
�� Las Las secuenciassecuencias consensoconsenso se se analizananalizan en un editor de en un editor de alineamientosalineamientos

�� TodasTodas las las secuenciassecuencias se se alineanalinean mecmecáánicamentenicamente y se y se editaneditan manualmentemanualmente
�� BioEditBioEdit y y otrosotros ““freewarefreeware”” contienencontienen Clustal WClustal W para para alineamientosalineamientos mecmecáánicosnicos
�� ““hand alignmentshand alignments””, o , o ediciedicióónn manual, manual, necesariosnecesarios para la revisipara la revisióón de n de transversionestransversiones y y 

transicionestransiciones con el fin de con el fin de corregircorregir los los erroreserrores de de alineamientoalineamiento producidosproducidos porpor la la mmááquinaquina



I. Detección de Genes
�� Southern Blot & Northern  BlotSouthern Blot & Northern  Blot
�� Hoy Hoy qPCRqPCR prpráácticamentecticamente ha ha reemplazadoreemplazado a los northern blotsa los northern blots

�� MicroarrayMicroarray
�� puedepuede detectardetectar diferenciasdiferencias grandesgrandes de de expresiexpresióónn ggéénicanica entreentre

muestrasmuestras a baja a baja resoluciresolucióónn
�� a a menudomenudo se usa para se usa para identificaridentificar genes de genes de interinterééss para para experimentosexperimentos

de alta de alta resoluciresolucióónn o o estudiosestudios de de expresiexpresióónn ggéénicanica con con qPCRqPCR

�� PCR y PCR y MarcadoresMarcadores de Genesde Genes
�� muchosmuchos tipostipos: : anidadaanidada ((nestednested), RT (), RT (reverse transcriptionreverse transcription), ), 

cuantitativacuantitativa ((qPCRqPCR), ), inversainversa, etc, etc……
�� PuedePuede estarestar seguidaseguida porpor ananáálisislisis RFLP, RFLP, secuenciacisecuenciacióónn o o 

trasnferenciatrasnferencia ((blottingblotting))



Southern y Northern 
Blots

�� Southern Southern -- ADN ADN (Edwin Southern:1975)(Edwin Southern:1975)

�� northern northern -- ARNARN
�� Ambos Ambos mméétodostodos::

�� separaciseparacióónn electroforelectroforééticatica
�� transferenciatransferencia mediantemediante absorciabsorcióónn a a 

una una membranamembrana cargadacargada para blottingpara blotting
�� HibridaciHibridacióónn de de sondasonda marcadamarcada para para 

la la deteccideteccióónn de de YFGYFG
�� HibridaciHibridacióónn In SituIn Situ (ISH)(ISH)

�� EmpleaEmplea tejidostejidos enterosenteros en lugar de en lugar de 
áácidoscidos nucleicosnucleicos separadosseparados en un gelen un gel



Microarrays - DNA Chips 
�� Matrices de Matrices de altaalta densidaddensidad

parapara genomagenoma completocompleto
�� Dos matrices (Dos matrices (chipschips) son ) son 

suficientessuficientes parapara el el genomagenoma
humanohumano
(70,000 (70,000 ESTsESTs /chip)/chip)

�� UsadosUsados parapara la la identificaciidentificacióónn
de genes de genes queque se se expresanexpresan de de 
forma forma diferentediferente

�� CaroCaro de de desarrollardesarrollar porqueporque
requiererequiere::
�� EquipoEquipo especializadoespecializado
�� ConocimientoConocimiento previoprevio sobresobre

todotodo el el genomagenoma, o una , o una 
genotecagenoteca de de ADNcADNc completacompleta



Diseño Experimental 
del Microarray
�� PurificaciPurificacióónn del ARN de del ARN de cadacada

poblacipoblacióónn celularcelular o o grupogrupo de de 
tratamientotratamiento

�� ObtenciObtencióónn de de ADNcADNc mediantemediante
transcripcitranscripcióónn inversainversa usandousando
marcajemarcaje fluorescentefluorescente

�� HibridaciHibridacióónn al chip al chip queque contienecontiene
70,000 70,000 fragmentosfragmentos de genesde genes

�� InspecciInspeccióónn mediantemediante excitaciexcitacióónn
porpor llááserser de de ““tagstags”” fluorescentesfluorescentes y y 
una una ccáámaramara CCD de CCD de altaalta
resoluciresolucióónn

�� AnAnáálisislisis asistidoasistido porpor ordenadorordenador de de 
loslos resultadosresultados (eg: Bio(eg: Bio--LIMS)LIMS)
Biological Laboratory Information Management SystemBiological Laboratory Information Management System



ADN Microsatélite
�� SecuenciasSecuencias de ADN  de ADN  altamentealtamente

repetitivasrepetitivas descubiertasdescubiertas usandousando
““curvascurvas CotCot”” ((BrittenBritten & Davidson 1960& Davidson 1960´́s)s)

�� Romper el ADN en Romper el ADN en fragmentosfragmentos de de 
400 400 -- 500 500 pbpb

�� CalentarCalentar el ADN el ADN parapara
desnaturalizarlodesnaturalizarlo y y obtenerobtener cadenascadenas
sencillassencillas

�� EnfriarEnfriar lentamente y lentamente y tomartomar muestrasmuestras
a a distintosdistintos tiempostiempos

�� SSóólolo una una inflexiinflexióónn en una en una curvacurva
Cot Cot creadacreada con ADN con ADN bacterianobacteriano––
nono microsatmicrosatééliteslites!!

�� DebidoDebido a la a la altaalta incidenciaincidencia de de 
mutacimutacióónn y la y la mutltiplicidadmutltiplicidad de de loslos
alelosalelos



Mecanismo para la Diversificación de 
Alelos: ”Slip-strand Mispairing”

5´ CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG  3´
3´ GTCGTCGTCG TCGTCG TCGTC GTCGTC  5´

Antes: 9 copias

Después: 13 copias
5´ CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG  3´
3´ GTCGTCGTCG TCGTCG TCGTC GTCGTC GTCGTCGTC GTC  5´



Microsatélites
�� tambitambiéénn llamadosllamados SSimple imple SSequence equence RRepeats (epeats (SSRSSRss) o ) o VVariable ariable NNumber umber TTandem andem 

RRepeats (epeats (VNTRVNTRss), son loci ), son loci polimpolimóórficosrficos presentespresentes en ADN nuclear y en ADN nuclear y organelarorganelar queque
consistenconsisten en en unidadesunidades repetidasrepetidas de 1de 1--4 pares de bases de 4 pares de bases de longitudlongitud

�� debidodebido a la a la altaalta incidenciaincidencia de de mutacimutacióónn y la y la mutltiplicidadmutltiplicidad de de loslos alelosalelos son son úútilestiles parapara
realizarrealizar comparacionescomparaciones gengenééticasticas intraintra--especiesespecies de de altaalta precisiprecisióónn

�� loslos ensayosensayos puedenpueden resultarresultar caroscaros de de desarrollardesarrollar sisi no se no se conoceconoce la la sccuenciasccuencia gengenóómicamica

�� constituyenconstituyen una una herramientaherramienta relativamenterelativamente baratabarata de de usarusar parapara estudiosestudios de de poblacionespoblaciones
o de o de paternidadpaternidad

�� Son Son úútilestiles comocomo marcadoresmarcadores en en QQuantitative uantitative TTrait rait LLoci (oci (QTLQTL) ) parapara reproduccireproduccióónn
selectivaselectiva

0  - GAATTCCGGGGTCCTTCCCAGACACGTGTGTGTGTGTGAGTGTGTGTGTG -50

51- TGTGAGTGTGGTGGTTTGCCTTATTCAGTGGTGCCACTCCATCATGCGAG    -100

Forward Primer   →→

← Reverse Primer



Alelos
Microsatélite
�� el el tamatamaññoo de de loslos alelosalelos es es 

normalmentenormalmente pequepequeññoo: 50: 50--
500 500 pbpb

�� la la existenciaexistencia de un de un nnúúmeromero
alto de alto de alelosalelos hacehace queque seansean
muymuy úútilestiles en en estudiosestudios de de 
poblacionespoblaciones

�� la la ttéécnicacnica analanalííticatica se se basabasa
en PCR en PCR 

�� ffáácilmentecilmente adaptable a la adaptable a la 
mayormayorííaa de de laboratorioslaboratorios, , 
tambitambiéénn puedepuede ser ser 
subcontratadasubcontratada a a travtravééss de de 
diversasdiversas compacompaññiasias de de 
biotecnologbiotecnologííaa

primer A primer B

6
9

5
7

9
7

6
7

6
5

1

2

3

Repeat No.Repeat No.



Simple Sequence Repeat en Vibrio vulnificus
Aislado de Ostras de la Bahía Alfaques

�� El El biotipobiotipo 1 de 1 de V. V. vulnificusvulnificus se divide en se divide en loslos genotiposgenotipos CClinicallinical y y EEnvironmentalnvironmental
�� Un SSR Un SSR apareceaparece al final de una al final de una regiregióónn gengenóómicamica asociadaasociada con con virulenciavirulencia
�� ExisteExiste una una correlacicorrelacióónn entreentre el el bajobajo nnúúmeromero de de copiascopias del SSR y el del SSR y el genotipogenotipo clinicalclinical
�� La La primeraprimera copiacopia del SSR en del SSR en todostodos loslos genotiposgenotipos clinicalclinical es es ““imperfectaimperfecta”” ––sin dos basessin dos bases
�� ExisteExiste algalgúúnn tipotipo de de presipresióónn slectivaslectiva parapara conservarconservar la la repeticirepeticióónn imperfectaimperfecta en en laslas

cepascepas clinicalclinical, , aunaun cuandocuando el el nnúúmeromero de de copiascopias cambia con el cambia con el pasopaso de de generacionesgeneraciones

E-
ty

pe
C

-t
yp

e

SSR = (AGCGAGA) x n



Restriction Fragment Length Polymorphism 
(RFLP)

�� Las Las secuenciassecuencias ggéénicasnicas puedenpueden ser ser inferidasinferidas mediantemediante el el usouso de de enzimasenzimas de de 
restriccirestriccióónn y y sussus secuenciassecuencias de de restriccirestriccióónn correspondientescorrespondientes

�� Se Se comparancomparan fragmentosfragmentos de ADN de ADN procedentesprocedentes del ADN del ADN gengenóómicomico
completocompleto o o fragmentosfragmentos amplificadosamplificados mediantemediante PCRPCR
�� se se comparacompara ADN ADN cortadocortado vs. ADN sin vs. ADN sin cortarcortar, y se , y se comparacompara entreentre especiesespecies realizandorealizando

digestionesdigestiones con con diferentesdiferentes enzimasenzimas de de restriccirestriccióónn

DiferenciaciDiferenciacióónn dede MajaMaja spp.spp.–– M.bM.b. . contienecontiene el el sitiositio AseAse I, I, peropero no no M.sqM.sq. . 

Ase IM.b. CO1 fragment:  680 bp ÷ Ase I = 210 bp + 470 bp



Whole Genome RFLP
�� LimitadoLimitado a virus y a virus y bacteriasbacterias

White Sturgeon Herpes VirusWhite Sturgeon Herpes Virus
��WSHV 1 & WSHV 2WSHV 1 & WSHV 2

)) 11μμg ADN para g ADN para cadacada digestidigestióónn
)) CortadoCortado con Hind III & Sst Icon Hind III & Sst I

�� EstimaciEstimacióónn del del tamatamaññoo
gengenóómicomico::
)) WSHV 1 =132,770 WSHV 1 =132,770 pbpb
)) WSHV 2 =123,590 WSHV 2 =123,590 pbpb

M  WSHV1 WSHV2 M

Hind  Sst  Hind  Sst



ADN Ribosomico

18S 5.8S 28S
ITS-1 ITS-1ITS-2 ITS-2

18S 5.8S 28S
ETS ETSETS

Degradado
Intacto

TEM Imagen de transcripción



ADN Ribosomico
Large Subunit
-30 proteins
-24S rRNA
-5.8S rRNA

Small Subunit
-20 proteins
-18S rRNA

18S 5.8S 28S
ITS-1 ITS-1ITS-2 ITS-2

18S 5.8S 28S
ETS ETSETS

Small
Subunit 
rRNA



Secuenciación Mitocondrial
�� HeredadoHeredado ssóólo a lo a travtravééss de la de la linealinea maternamaterna

�� secuenciassecuencias altamentealtamente conservadasconservadas, , peropero tambitambiéénn
alta alta tasatasa de de mutacimutacióónn dentrodentro de de linajeslinajes

�� http://mitofish.ori.uhttp://mitofish.ori.u--tokyo.ac.jptokyo.ac.jp//
�� base de base de datosdatos de ADN de ADN mitocondrialmitocondrial para para 

especiesespecies de de pecespeces

AlosaAlosa fallaxfallax del Rdel Ríío Ebroo Ebro
�� DemostradaDemostrada la la hibridacihibridacióónn con con AlosaAlosa alosaalosa

usandousando secuenciacisecuenciacióónn ND1ND1

 AF42

 AF43

 AF40

 AF39

 AF38

 AF36

 AF30

 AF28

 AF25

 AF12

 AF8

 AF1 Afallax

 AF51

 AF22

 AF3

 AF15

 AF16

 AF18

 AF19

 AF20

 AF27

 AF49

 AF2

 AF6

 AF14

 AF31

 AF29

 AF33

 AF7

 AF9

 AF26

 AF24

 AF32

 AA13 Aalosa

 AA14 Aalosa

 AA12 Aalosa

 AA11 Aalosa

 AA10 Aalosa

 AA9 Aalosa

 AA8 Aalosa

 AA4 Aalosa

 AA2 Aalosa

 AA1 Aalosa

 AA3 Aalosa

 AA5 Aalosa

 AA7 Aalosa

 AF37

 AA6 Aalosa

 AA15 Aalosa

 AF5

 AF23

 AF46

 AF47

 AF48

 AF50

 AF41

 AF4

 AF21

 AF34

 AF35

 AF44

 AF45

0.002

A. fallax

A. alosa
*

�� A. A. fallaxfallax morphometrymorphometry
�� A. A. alosaalosa ND1 genotypeND1 genotype



II. Expresión de Génes
�� DiferentesDiferentes tipostipos de de ananáálisislisis::

�� CuantificaciCuantificacióónn absolutaabsoluta
�� CuantificaciCuantificacióónn relativarelativa

)) DiferentesDiferentes mméétodostodos para para 
ccáálculoslculos de de espresiespresióónn relativarelativa::

•• R =  2 R =  2 ––ΔΔΔΔ CtCt

•• MMéétodotodo de la de la CurvaCurva
Standard Standard RelativaRelativa::

(E (E TT) ) ΔΔCtCtTT
(E (E RR) ) ΔΔCtCtRR

Centollo (Maja brachydactyla)
�� ExpresiExpresióónn de de vasavasa asociadaasociada con el con el 

inicioinicio de la de la diferenciacidiferenciacióónn de la de la 
llííneanea de de ccéélulaslulas germinalesgerminales y el y el 
desarrollodesarrollo gonadalgonadal

�� La La expresiexpresióónn varvarííaa desdedesde la la 
eclosieclosióónn hastahasta la la primeraprimera juveniljuvenil

Cycle number

β-actin Vasa

ZII

M

ZI

C1

ZII

M

ZI

C1
R =R =

�� MedidaMedida del del gengen target y del target y del gengen control control endendóógenogeno ((““househouse--keepingkeeping””) ) parapara susu comparacicomparacióónn

ZI = zooea I
ZII = zooea II

M = megalopa
C1 = first crab



�� MuestrasMuestras de de larvaslarvas a los 18 a los 18 dphdph
�� ComparaciComparacióónn de 3 de 3 dietasdietas con con 

concentracionesconcentraciones diferentesdiferentes de de 
vitaminavitamina A y A y dietadieta ““normalnormal””

= R450 (= R450 (dietadieta control normal)control normal)
= R900= R900
= R2250= R2250
= R4500= R4500

�� AumentoAumento de 11.5 de 11.5 vecesveces en la en la 
expresiexpresióónn del receptor de del receptor de áácidocido
retinoicoretinoico alfaalfa

Expresión Génica Relacionada con la 
Formación del Esqueleto en Dorada
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�� La La expresiexpresióónn relativarelativa muestramuestra variosvarios genes genes bajobajo la la influenciainfluencia de de 
los los nivelesniveles de de vitaminavitamina A en la A en la dietadieta



Resumen
�� AislamientoAislamiento y y SecuenciaciSecuenciacióónn de ADNde ADN

�� EstudiosEstudios de de historiahistoria vital: vital: -- identificaciidentificacióónn de de fasesfases del del desarrollodesarrollo
�� FilogenFilogenééticatica / / SistemSistemááticatica
�� DecubrimientoDecubrimiento / / descripcidescripcióónn de genes                                            de genes                                            YFGYFG
�� DetecciDeteccióónn de de mutacionesmutaciones

�� DetecciDeteccióónn / / expresiexpresióónn ggéénicanica
�� DetecciDeteccióónn de de patpatóógenosgenos YFGYFG
�� EstudiosEstudios de de paternidadpaternidad y de y de poblacionespoblaciones

)) microsatmicrosatééliteslites, , mitocondrialmitocondrial, genes , genes ribosribosóómicosmicos, etc, etc……
�� RespuestasRespuestas fisiolfisiolóógicasgicas ((estrestrééss, , nutricinutricióónn, , estadoestado del del desarrollodesarrollo, , interaccionesinteracciones

huesped/parhuesped/paráásitosito, etc, etc……))
)) MicroarrayMicroarray –– detectardetectar diferenciasdiferencias grandesgrandes de de expresiexpresióónn ggéénicanica entreentre muestrasmuestras a a bajabaja

resoluciresolucióónn
)) ExpresiExpresióónn de de ggéénesnes –– alta alta resoluciresolucióónn de de estadosestados de de expresiexpresióónn ggéénicanica alteradaalterada
)) ManipulaciManipulacióónn de de ggéénesnes –– RNAiRNAi, genes anti, genes anti--sentidosentido, mutag, mutagéénesis nesis dirigidadirigida, gene , gene 

knockknock--outs outs usandousando animalesanimales transgtransgéénicosnicos



Resources
�� GenBank GenBank –– NCBI (National NCBI (National CenterCenter for Biotechnology Information)for Biotechnology Information)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
� también EMBL (European Molecular Biology Laboratory) & DDBJ (DNA Data Bank of 

Japan)
� Búsqueda y descarga de secuencias de ADN y proteinas
� Análisis BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para comparación de secuencias

�� New England New England BiolabsBiolabs –– NEBNEB
http://www.neb.com/
�� muchamucha informaciinformacióónn sobresobre enzimasenzimas de de restriccirestriccióónn

�� Barcode of Life Initiative Barcode of Life Initiative -- BOLIBOLI
http://www.dnabarcodes.org/
�� InformaciInformacióónn sobresobre sistemsistemááticatica molecular con enlaces molecular con enlaces muymuy úútilestiles

�� Freeware for WindowsFreeware for Windows
http://molbiol-tools.ca/molecular_biology_freeware.htm
�� ejemplosejemplos::

)) BioeditBioedit –– ananáálisislisis de de secuenciassecuencias
)) MEGAMEGA –– ananáálisislisis filogenfilogenééticosticos
)) TreeTree--PuzzlePuzzle –– composicicomposicióónn de de áárbolesrboles filogenfilogenééticosticos
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Reacción en Cadena de la Polimerasa
(Polymerase Chain Reaction)

�� AmplificaciAmplificacióónn logarlogaríítmicatmica de un de un segmentosegmento especespecííficofico de de 
ADN ADN gengenóómicomico
�� Dos Dos subconjuntossubconjuntos de de molmolééculasculas se se amplificanamplifican a a diferentesdiferentes

velocidadesvelocidades
)) ““SignalSignal”” = = amplificaciamplificacióónn logarlogaríítmicatmica

-- obtenidaobtenida a a partirpartir de de molmolééculasculas de de nuevanueva ssííntesisntesis ((molmolééculasculas de de 
tamatamaññoo especespecííficofico formadasformadas ssóólo lo despudespuééss del segundo del segundo ciclociclo))

)) ““NoiseNoise”” = = amplificaciamplificacióónn lineallineal
-- obtenidaobtenida a a partirpartir de la de la muestramuestra original (original (tamatamaññoo variable)variable)
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Cuantificación del ADN
�� DemasiadoDemasiado ADN ADN puedepuede tenertener un un efectoefecto inhibitorioinhibitorio
�� La La cantidadcantidad de ADN de ADN usadausada en la PCR en la PCR dependedepende de la de la 

secuenciasecuencia targettarget
�� Las Las secuenciassecuencias ricasricas en G/C en G/C puedenpueden ser mser máás s difdifíícilcil de de amplificaramplificar
�� Genes de alto Genes de alto nnúúneronero de de copiacopia requierenrequieren menosmenos ADN ADN 

  (eg. (eg. -- genes genes ribosribosóómicosmicos, ADN , ADN mitocondrialmitocondrial))

�� El El usouso de de espectrofotometrespectrofotometrííaa
�� AA260 260 = 1 = 50 = 1 = 50 μμg/ml de AND g/ml de AND gengenóómicomico; o; o

)) [DNA] = A[DNA] = A260260 xx DiluciDilucióónn xx 50 50 μμg/mlg/ml
�� 0.1 < A0.1 < A260260 < 1< 1
�� AA260260 // AA280280 ~ 1.9~ 1.9

33 33 μμg/ml primersg/ml primers
40 40 μμg/ml RNAg/ml RNA



Cuantificación de ADN por Espectrofotometría
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Componentes de PCR - Primers
�� ADN ADN cortocorto sintsintééticotico de de cadenacadena sencillasencilla

�� llamadosllamados oligonucleoligonucleóótidostidos, primers, o , primers, o sondassondas segsegúúnn la la aplicaciaplicacióónn
�� EsencialesEsenciales para el para el inicioinicio de la de la amplificaciamplificacióónn
�� Define los Define los extremosextremos finales para finales para rondasrondas de de amplificaciamplificacióónn sucesivassucesivas
�� Los primers son:Los primers son:

�� De De cadenacadena sencillasencilla
�� normalmentenormalmente 15 15 -- 30 30 pbpb de de longitudlongitud
�� ~50 % G/C   ~50 % G/C   estabilizaestabiliza la unila unióón del primern del primer
�� AcabadoAcabado en el en el extremoextremo 33’’ con una G/C   con una G/C   estabilizaestabiliza el el inicioinicio de la de la 

polimerizacipolimerizacióónn
�� ExistenExisten muchosmuchos proveedoresproveedores comercialescomerciales de primers, de primers, incluidoincluido

SIGMASIGMA
�� SimplementeSimplemente envenvííaa la la secuenciasecuencia queque necesitasnecesitas



Componentes de PCR - Primers (cont.)
�� DiseDiseññoo del Primer : del Primer : evitaevita la la autocomplementariedadautocomplementariedad
�� INTRAINTRA--molecular: molecular: formaciformacióónn de de ““hair pinhair pin”” & primer& primer-- dimerdimer

�� INTERINTER--molecular: molecular: formaciformacióónn de primerde primer-- dimerdimer

5’ GCTAGCATGACCTCGTGAATGGGCTAG 3’

5’ GTGTATCATGACGTAGATTCGGGCCC 3’

5’ GCTAGCAT GACCTCGTGAATGGGCTAG3’



Componentes de PCR - Primers (cont.)
�� TemperaturaTemperatura de de DesnaturalizaciDesnaturalizacióónn del Primer del Primer 

((Primer Melting TemperaturePrimer Melting Temperature, Tm), Tm)
�� TemperaturaTemperatura a la a la queque el primer  el primer  ““se caese cae””
�� Se Se calculacalcula asasíí: [G/C] : [G/C] XX 4 + [T/A] 4 + [T/A] XX 2 = Tm2 = Tm

�� TemperaturaTemperatura de de desnaturalizacidesnaturalizacióónn vs. vs. TemperaturaTemperatura
de de apareamientoapareamiento
�� La temp. de La temp. de apareamientoapareamiento es de 5 a 15es de 5 a 15ooC C porpor debajodebajo de de 

la temp. de la temp. de desnaturalizacidesnaturalizacióónn..
�� Hay Hay queque usarusar el el espectrofotespectrofotóómetrometro para para comprobarcomprobar

los stocks del primerlos stocks del primer
�� AA260260 = 1 = 33 = 1 = 33 μμg/mlg/ml
�� [primer] = A[primer] = A260260 xx DiluciDilucióónn xx 33 33 μμg/mlg/ml



Efectos de la Concentración - Primers

�� Titrate [DNA]Titrate [DNA]
�� Change [primer]Change [primer]

0.4 μ M 0.8 μ M
100    10    1    0.1- 100    10    1    0.1



RT-PCR
�� RReverse everse TTranscription ranscription PCR PCR (PCR con (PCR con TranscripciTranscripcióónn inversainversa))
�� RequiereRequiere ssííntesisntesis previaprevia de ADN a de ADN a partirpartir de un ARN de un ARN plantillaplantilla

((templatetemplate).).
�� La La transcriptasatranscriptasa inversainversa es una ADNes una ADN--polimerasapolimerasa dependientedependiente de de 

ARN.ARN.
�� La La polimerizacipolimerizacióónn de ADN de ADN puedepuede tenertener lugar en el lugar en el mismomismo tubotubo de de 

reaccireaccióónn o o separadamenteseparadamente..
�� ¡¡La La HigieneHigiene en el en el LaboratorioLaboratorio es MUY es MUY importanteimportante!!
�� El ARN se El ARN se degradadegrada rráápidamentepidamente porpor nucleasasnucleasas queque hay en hay en tutu pielpiel, la , la 

poyatapoyata, , partpartíículasculas de de polvopolvo, etc.. , etc.. 
�� La La RNAsaRNAsa A es A es muymuy estableestable y y ububíícuacua..

)) UsarUsar reactivosreactivos libreslibres de de RNAsaRNAsa en en todostodos los los pasospasos previosprevios a la a la ssííntesisntesis de ADNde ADN
�� ““RNAseRNAse -- AwayAway”” para para limpiarlimpiar gradillasgradillas, , tubostubos, , pipetaspipetas, etc..., etc...



PCR Cuantitativa (qPCR)
�� Con Con frecuenciafrecuencia llamadallamada RTRT-- PCR (PCR (aunqueaunque se se puedepuede confundirconfundir RReal eal 

TTime con ime con RReverse everse TTranscription PCR)ranscription PCR)
�� PermitePermite la la cuantificacicuantificacióónn de de molmolééculasculas de una de una secuenciasecuencia especespecííficafica de de 

ADN o ARN en una ADN o ARN en una muestramuestra
�� ExpresiExpresióónn de de ggéénesnes purificarpurificar ARN y ARN y convertirloconvertirlo en  en  ADNcADNc

)) tomartomar muestrasmuestras biolbiolóógicasgicas en en nitrnitróógenogeno llííquidoquido, , hielohielo secoseco o  o  ““RNAlaterRNAlater””
�� DetecciDeteccióónn de de ggéénesnes purificarpurificar ARN o ADN ARN o ADN segsegúúnn el el organismoorganismo

)) tomartomar muestrasmuestras en en etanoletanol par la par la purificacipurificacióónn de ADNde ADN

�� Se Se puedepuede realizarrealizar usandousando colorantecolorante de de uniunióónn a a ADNdsADNds ((SyberGreenSyberGreen), o  ), o  
formasformas diversasdiversas de de sondassondas fluorogfluorogéénicasnicas comocomo ““TaqmanTaqman””..

�� ProbabilidadProbabilidad reducidareducida de de falsosfalsos positivospositivos puestopuesto queque loslos tubostubos de ADN de ADN 
amplificadoamplificado nuncanunca se se abrenabren parapara realizarrealizar gelesgeles de de agarosaagarosa..

�� Los Los resultadosresultados se se obtienenobtienen en en menosmenos tiempotiempo -- no hay no hay gelesgeles de de agarosaagarosa..
�� RangoRango dindináámicomico amplioamplio -- cuantificacicuantificacióónn precisaprecisa con con mmááss de 7 de 7 óórdenesrdenes

de de magnitudmagnitud..



qPCR con Colarante SYBER Green
Permite el análisis de la curva de disociación

Análisis cruzado usando
ADN genómico:
P. calliantha
P. delicatissima
P. fraudulenta
P. multistriata
P. pungens
Protoceratium reticulatum
Alexandrium peruvianum

Cebadores específicos
para:
Pseudo-nitzschia fraudulenta
P. multistriata
P. pungens
Protoceratium reticulatum

False positive

P. multistriata

P. pungens

Protoceratium

P. fraudulenta

False positive



Detección por qPCR de Microalgas Tóxicas
de Agua Marina de la Bahía Alfaques

Cebadores específicos para el análisis de Pseudo-nitzschia pungens en 16 
muestras de agua

Amplification Plot Dissociation Curve

False Positive

Standards Samples

P. pungens
Standards

False Positive

Samples



Ensayos de qPCR TaqMan
�� UtilizaUtiliza dos dos cebadorescebadores y una y una sondasonda doblementedoblemente marcadamarcada parapara deteccideteccióónn

fluorescentefluorescente
�� laslas dos dos marcasmarcas fluorescentesfluorescentes en la en la sondasonda se se llamanllaman ““detectordetector”” y y ““quencherquencher””

)) el quencher el quencher absorbeabsorbe energenergííaa emitidaemitida via FRET via FRET ((FFluorescence luorescence RResonant esonant EEnergy nergy TTransfer)ransfer)

)) La La sondasonda ssóólolo se se uneune al ADN al ADN amplificadoamplificado en una en una secuenciasecuencia especespecííficafica
�� Se Se puedepuede ““multiplexedmultiplexed”” usandousando diferentesdiferentes marcasmarcas flurescentesflurescentes

�� AltamenteAltamente especespecííficofico y y precisopreciso sobresobre sietesiete óórdenesrdenes de de magnitudmagnitud
�� PuedesPuedes disponerdisponer de un de un juegojuego enteroentero disediseññadoado parapara ttíí sisi se se conoceconoce la la 

secuenciasecuencia
�� www.appliedbiosystems.comwww.appliedbiosystems.com

�� El El ananáálisislisis de de laslas curvascurvas de de desnaturalizacidesnaturalizacióónn parapara la la deteccideteccióónn de de falsosfalsos
positivospositivos no es no es posibleposible con con loslos ensayosensayos TaqmanTaqman

�� SiempreSiempre queque sea sea posibleposible disediseññaa la la sondasonda de de maneramanera queque cubracubra una una uniunióónn
exon/exonexon/exon parapara evitarevitar la la deteccideteccióónn de ADN de ADN gengenóómicomico



Componentes de TaqMan PCR
�� Taq ADN Taq ADN PolimerasaPolimerasa
�� PrimersPrimers
�� SondaSonda marcadomarcado doblementedoblemente

((TaqmanTaqman probe)probe)
�� dNTPdNTP´́ss

�� EnergEnergííaa de de excitaciexcitacióónn
transferidatransferida del del fluorfluoróóforoforo
verde al verde al rojorojo

�� TrasTras la la hidrhidróólisislisis de la de la 
sondasonda mediantemediante la la actividadactividad
exonucleasaexonucleasa 55´́-- 33´́ de la de la 
polimerasapolimerasa de ADN Taq, el de ADN Taq, el 
fluorfluoróóforfor verde verde emiteemite luzluz

Denature

Anneal

Extend

primer F

primer F

primer F



�� RealizaRealiza cadacada operacioperacióónn porpor separadoseparado y en y en ááreas reas separadasseparadas
�� PreparaciPreparacióónn del cocktaildel cocktail
�� PreparaciPreparacióónn de la de la muestramuestra de ADN de ADN 
�� AdiciAdicióónn del ADN a la PCR del ADN a la PCR 
�� EjecuciEjecucióónn de la PCRde la PCR
�� CargaCarga del gel de del gel de agarosaagarosa / / documentacidocumentacióónn del geldel gel

�� Cambia de Cambia de guantesguantes entreentre tareastareas
�� SiempreSiempre incluyeincluye un control de un control de ““ssóólo lo reactivoreactivo””
�� AsignaAsigna tareastareas especespecííficasficas a las a las pipetaspipetas

�� PreparaciPreparacióónn del cocktaildel cocktail
�� PreparaciPreparacióónn de ADNde ADN
�� CargaCarga del geldel gel

�� RompeRompe el el ciclociclo!!
�� LimpiaLimpia gradillasgradillas & superficies & superficies entreentre usosusos
�� La La contaminacicontaminacióónn de la PCR se de la PCR se autoperpetuaautoperpetua

Higiene en el Laboratorio de Diagnóstico

Contaminación Amplificación



“Investigant el present, apropant el futur” www.irta.es
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