Reaccion en Cadena
de la Polimerasa




Utilidad de esta tecnica

Tamano del genoma: |
4,284,050 bp G

El gen de interés: 500-
1000pb



Invencion de la Tecnica de PCR

Kary Mullis
® 1983 §

@ "Beginning with a single molecule .
of the genetic material DNA, the "( o
R PCR can generate 100 billion > Y
similar molecules in an
afternoon”.

® Premio Nobel en Quimica 1993.



Conformacion del ADN

Nucleotidos
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Como pasa in vivo

DNA poli III
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Reaccion en Cadena de la

2 Polimerasa
E
A . .
& Iniciadores (Primers)
c
- & Taq Polimerasa
| ® ADN Templado
M @ Cloruro de Magnesio
o
& Buffer 10x
S

& Deoxinucleotidos (dNTPs)

& Aqua Destilada Esteril



WG < ~ - @ >

Iniciadores/Cebadores/Primers

3’"

¢ Complementarios a hebras de ADN
e Secuencias cortas (6-40 nts
¢ Flanquean la zona (< 4Kpb) Para tener en cuenta::

Melting Temperature 2 TM = 4(G + C) + 2(A + T)°C
Temperatura de anillaje = depende de laTM de los 2 primers.



Taq Polimerasa

Termoestable

Alta procesividad
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Capacidad de Proofreading

Reconoce extremos 3’ libres
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http://people.cryst.bbk.ac.uk/~ubcg54a/New/DNArep.htm



http://people.cryst.bbk.ac.uk/~ubcg54a/New/DNArep.htm

Taq Polimerasa

Thermus aquaticus (Taq)
Pyrococcus furiosus (Pfu)
Thermococcus litoralis (Vent)
Thermus termophilus (Tth)

http://www.bact.wisc.edu/bact303/b27



http://www.bact.wisc.edu/bact303/b27

Magnesio

@ Cofactor de la polimerasa.

@ Los iones de magnesio estimulan a
la enzima TagPol para que incorpore
los dNTP's.

http://www.bmsc.washington.edu/people/adman/movie.gif



http://www.bmsc.washington.edu/people/adman/movie.gif
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Magnesio




@ Mantiene las condiciones de pH estables para
el funcionamiento de la polimerasa.

Agua calidad Biologia Molecular

® Libre de nucleasas (DNAsas y Rnasas)
@ Desionizada
@ Purificada por UV y ozono




Reaccion en Cadena de la

= Polimerasa
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http://spine.rutgers.edu/cellbio/flash/pcr.htm
http://spine.rutgers.edu/cellbio/flash/pcr.htm
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L'ADN génomique est représente en bleu. La région de '’ADN
génomique que I'on souhaite amplifier est représentée en jaune.
Les amorces de PCR (oligonucléotides sont représentées en

vert.




Animacion

http://www.dnalc.org/ddnalc/resources/pcr.html



http://www.dnalc.org/ddnalc/resources/pcr.html

Perfil Termico

D

e

N

A

T e 90 -95°C ——
U ¢ Rompe H-H "H{,Pﬂ[w”]w“}” IRERD
2 )| L T
A

C

; Contenido G-C |

v Longitud del Fragmento Tiempo



Perfil Termico

e 50-65°C ‘M‘MM u‘rlﬂ Tnnaonn
e Union de los Primers

LA ARama D

Temperatura de Anillaje
Depende de laTM de los 2 primers.
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Melting Temperature
TM=4(G+QC)+2(A+T)°C



EEEO— O » O Z Qe

Perfil Termico

e 72°C
e Limitada por el tiempo
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Preparacion de la Mezcla de Reaccion
(Master Mix)

Reactivo Concentracion final | Volumen (pl) Master Mix
(x3)
Buffer 1X 2.50 7.5
MgCl2 3mM 1,5 4.5 @
dNTPs 0,2mM c/u 0.2 0.60 M
Primers 0.2 uMc/u 0.5 1.5%2
Taq Pol 2.5U/ul 0.5 1.5
Agua 17,3 51.9
Volumen Total 23 69




Calculos PCR

Buffer 10X 1X
dNTPs 100mMc/u 0.2 mMc/u
MgCl, somM 3mM
Iniciadores 10UM Jul 0.2 uM/ul
(ERG11C)
Taq Polimerasa 5 U/ul 2.;U

ADN > ul




Calculos PCR

° m Buffer = Magnesio m Primers

Vi=2gulxaX  Vi=2gulx3mM Vi=25ulxo0.2 uMjul
R 10X 50 MM 10 uM/ul

Vi=2.5ul Vi=1.5ul Vi=o0.5ul




Calculos PCR

P = dNTPs = Taq Pol

Para cada 100Ul de reaccion

Vi = 26 X 0.2 MM se requieren 5U.

= 100 MM

Para cada 25Ul de reaccion
se requieren 1.25 U,

Vi=o0.05ulc/u

Vi=o0.2 ul




Calculos PCR

Buffer
dNTPs
MgCl,

Iniciadores
(ERG11C)

Taq Polimerasa
ADN
H,O

10X

100mM c/u

somM

10 UM/ul

5 U/ul

1X

0.2 mM c/u

3 mM

0.2uM/ul

2.5 U
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0.5
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Perfil Termico

N. Ciclos Temperatura Tiempo
1X 94°C 5’
94°C 1
35X 58°C 1!
72°C 1’
X 72°C 1’

1X 10°C oo






Reaccion en Cadena de la
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Electroforesis

Separar biomoleculas a
partir de untamanoy
carga electrica dada.




Velocidad de migracion en geles de agarosa

El tamano e
molecular del ADN T '
Inversamente
proporcional al log,, m
de su peso
molecular
La concentracion o
de agarosa

1 I
1 2 3 4 5 4]

Distance migrated {cm)



Velocidad de migracion en geles de agarosa

Conformacion del ADN

Presencia de bromuro de etidio:
Aumento de carga (-) = mas lento en un 15%

Voltaje aplicado

La separacion disminuye al

aumentar el voltaje




Velocidad de migracion en geles de agarosa

Tipos de agarosa

TABLE 5-2 Range of Separation of DNA Fragments through Different Types of Agaroses

S1Ze RANGE OF DNA FRAGMENTS RESOLVED BY VARIOUS TYPES OF AGAROSES

Low GELLING/MELTING

Low GELLING/MELTING TEMPERATURE

AGAROSE (%) STANDARD HiGH GEL STRENGTH TEMPERATURE Low Viscosity

0.3

{5 700 bp to 25 kb

0.8 500 bp to 15 kb 800 bp to 10 kb 800 bp to 10 kb

1.0 250 bpto 12 kb 400 bp to 8 kb 400 bp to 8 kb

1.2 150 bp to 6 kb 300 bp to 7 kb 300 bp to 7 kb

1.5 80 bp to 4 kb 200 bp to 4 kb 200 bp to 4 kb

2.0 100 bp to 3 kb 100 bp to 3 kb

30 500 bpto 1 kb 500 bp to 1 kb

4.0 100 bp to 500 bp

6.0

10 bp to 100 bp




Velocidad de migracion en geles de agarosa

Buffer de corrida: Composicion de la fuerza idnica
Agua: El ADN migraria muy lento

Mas barato Mejor capacidad

dsADN migra 10% mas rapido Moléculas de bajo PM se
resuelven mejor

Moléculas de alto PM y ADNc Mantiene mas estable la
se resuelven mejor Temperatura



