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Las enzimas de restriccion fueron aisladas de bacterias; su
funcién natural es proteger contra DNA extraino

UNMETHYLATED METHYLATED
DNA DNA

s
CTTAAG
EcoRl
RECOGNITION
SEQUENCE

METHYL GROUP
(CHy)

Enzyme cannot bind

Enzyme binds at
> at recognition sequence

recognition sequence

DNA remains uncut



Il. Separacidn electroforética de moléculas de DNA
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(A) Geles de secuenciacion (separacion
de bandas con 1 nt de diferencia)

(B) Electroforesis para RFLP (sepracion
entre 100 a 10000 nt)

(C) Electroforesis de campo pulsante
(separacion de DNA cromosomal)



lll. Secuenciacion de DNA por el método de Sanger

didesoxinucleotido
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No acepta elongacion de la
cadena de nucleotidos por
la DNA polimerasa

yyul

ddATP ddTTP ddGTP
dATP dTTP dGTP dCTP

@ Base

OH H
desoxinucleotido

« dsDNA molde (¢, secuencia?)
* 4 desoxiribonucledtidos (ANTPs)

e cebador de DNA

* DNA polimerasa
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CTAGATCCGATAAGCATG

Fragmento de ADN molde

T AC

Fragmento de ADN molde Cebador
+ cebador

CTAGATCCGATAAGCATG
T AC

+ADN polimerasa,
los 4 tipos de nucledtidos M

tn
w

y ddATP

ATTCGTAC

H
H
Fragmentos de ADN
replicados con AGGC TATTCGTA C
distintos tamaiios. H
De menor a mayor H
5 pb, 10 pb, 14 pb.

ATCT AGGCTATT CGTAC




Tamaiio
fragmentos

Pequeno

+dd ATP

+dd TTP

+dd CTP

+dd GTP

<

Este sera por tantc
el ADN original

Secuencia que puede
deducirse para la cadena
de nueva sintesis
(complementaria de la original)



Secuenciacion automatizada de DNA

10 20 30 40 50 60 70 80 90
CGATIG A TTBARGCGGCCGCG AATTCGCCCTTICTIC TACG ACG ATG ATTTACACGCATG TGC TG AAAGTTGGCGGTGCCGG AGTGCGC TCACCGC

TGATTCATC

N Fluorescence
)N detector

Sample! Buffer




Marcaje de un fragmento de DNA
(obtencion de una sonda)

purified DNA restriction fragment
5’ 3/
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denature and anneal with ~N
mixture of hexanucleotides O |
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add DNA polymerase and dCTP[aP*]
labeled nucleotides

5, 3[
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DNA polymerase incorporates labeled
nucleotides, resulting in a population of DNA
molecules that contain labeled examples of all
sequences on both strands



Hibridacién y reconocimiento
de secuencias con alta homologia

single-stranded
DNA probes
forgene A

B
et 1 .
C mixture of
single-stranded
+ %DNA molecules
“\wﬁ
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hybridization i
formamideat 095°C

only A forms stable
double helix

)

hybridizatio o)
formamide 50°C

imperfect
base-pairing

A,C,and E all form
stable double helices



IV. Southern Blot (deteccion de secuencias especificas
de DNA)

Aislamiento de DNA
. Cortar con enzimas de restriccion
. Separar fragmentos por electroforesis

. Desnaturalizar el DNA

o A W N =

. Transferir a membrana de nitrocelulosa o
nylon

6. Hibridar con sonda especifica

7. Revelar con placa de Rayos X ¢ pantalla de
fosforimager




V. Northern blot (deteccion de secuencias especificas
de RNA)

A nivel de transcriptoma (RNA)
Northern Blot

1. Aislamiento de RNA
2. Desnaturalizar el RNA
3. Separar por electroforesis desnaturalizante

4. Transferir a membrana de nitrocelulosa o nylon
5. Hibridar con sonda especifica

6. Revelar con placa de Rayos X 6 pantalla de
fosforimager

Expresion de genes
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VIi. Western Blot (deteccion de proteinas
especificas con anticuerpos)

Protein Blot on
Nitrocellulose

SDS Polyacrylamide
Gel Electrophoresis
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La deteccion de proteinas sirve para conocer:

Niveles de expresion

|Isoformas

Modificaciones postraduccionales
Tiempo de vida media y degradacion
Localizacion subcelular
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VIl. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

cebador reverso

"+DNA polymerase | DNA
e o 1O HYBRIDIZATION HAATP SYNTHESIS
s~ SEPARATE OF PRIMERS +dGTP FROM
double-strandedy STRANDS +dCTP PRIMERS
DNA +dTTP _
cebador directo L 5
STEP 1 STEP 2 STEP3
FIRST CYCLE
Desnaturalizar Alineamiento Polimerizacion

94-95°C 55-65°C 72°C



La amplificacidn es exponencial

separate the DNA DNA
separate the DNA DNA strands .and anneal synthesis
strands and anneal  synthesis primers o
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separate the DNA DNA primers f T —
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FIRST CYCLE SECOND CYCLE THIRD CYCLE
(producing two double-stranded (producing four double-stranded (producing eight double-stranded
DNA molecules) DNA molecules) DNA molecules)

En 40 ciclos se obtienen millones de copias del gen o fragmento
particular de interés



Pruebas de identidad (PCR a nivel de DNA)

individual A individual B

individual C

locus 3 )
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El RT-PCR se puede utilizar como alternativa del
Northern blot

DNA: PCR cels @ RNA: RT-PCR

Amplificacién directa @© 1. Transcripcion
isolate DNA | | isolate mRNA reversa
! ' (obtencién de

mRNA sequence

Q( il to be cloned c D NA.).

—— 2. Amplificacién
Exones + U L por PCR
= ADD FIRST PRIMER, REVERSE

iIntrones - TRANSCRIPTASE, AND DEOXYRIBO-
SEPARATE STRANDS NUCLEOSIDE TRIPHOSPHATES Sol
AND ADD PRIMERS | <DNA
\ / s - olo
< | ( exones
RNA
\ SEPARATE STRANDS AND

ADD SECOND PRIMER

1

=
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PCR AMPLIFICATION

PCR AMPI.lFICATlON l
- ————
— ==, =
=y [E— =
genomic cDNA o P
clones - clones
(A) — (B) = =



Después del PCR o RT-PCR los fragmentos se
pueden clonar

[ T I ]

(D Heat to separate
strands.

@ Anneal primers containing noncomplementary regions
with cleavage site for restriction endonuclease.

(5)GAATTC” I/CTTAAG@')I
| ' | ' Los cebadores son
Jealication disenados con extremos
' = : : reconocidos por
GUESRC _CTTAAG() enzimas de restriccion
4
4
* PCR
4
¥
(5")CTTAAG m CTTAAG(3")
GAATTC = ' GAATTC
l EcoRI endonuclease
GI | ICTTAA
AATTC = G
4

Clone by insertion
at an EcoRI site
(b) in a cloning vector.



VIIl. DNA recombinante 5/
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plasmid cloning vector inserted normal gene
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normal protein is made protein with the single desired

amino acid change is made



Mutageénesis dirigida

gain-of-function conditional loss-
wild type loss-of-function mutation mutation of-function mutation

point mutation truncation

Se pueden generar proteinas mutadas manipulando su DNA

Generalmente la mutagenesis se hace por PCR:

- Introduccion de mutacion puntual (cambio de un aminoacido por otro)
- Deleciones



Vectores de clonacion

. Plasmidos

. Fagos

. Cosmidos

. Cromosomas artificiales (bacteria, levadura, minicromosomas de maiz)



1. Plasmidos

circular DNA doble cadena, DNA fraament
double-stranded | circular, origen propio 9
lasmid DNA . to be cloned
pias de replicacién .
(cloning vector) V recombinant DNA
- >
CLEAVAGE WITH COVALENT
, RESTRICTION LINKAGE
! NUCLEASE BY DNA LIGASE

Se pueden clonar
fragmentos entre 1,000 y
10,000 nucleoétidos




Marcadores de resistencia a

antibioticos

Permiten la seleccion de bacterias
transformadas con el plasmido o

con el DNA recombinante

Pstl

Ampicillin
resistance
(ampR)

Origin of
replication
(ori)

EcoRI

Puull

BamHI

Tetracycline
resistance
(tetR)

Sall




Otras caracteristicas de los plasmidos

Pstl  HindIIl BamHI Smal

AATTC'CTGCAGAAGCTTICCIGGATC‘CCCGGGI
GGACGTCTTCGAAGGCCTAGGGGCCCTTAA

Synthetic polylinker

Sitios de clonacion
multiples: .
varias enzimas de UNA

., ligase
restriccion que solo cortan : :

| blasmid Plasmid cloning vector

una vez en €l plasmido cleaved with EcoRI

(e)




Plasmidos de expresion

Bacterial promoter (P) , )
and operator (O) Polylinker with
sequences unique sites for
A several restriction
Gene encoding '|| endonucleases
repressor that ', (i.e., cloning sites)
binds O and o
regul\ates P /,\
\ P O )

\

Ribosome “ Transcription
binding termination
site ’ ’ sequence

[

| \
.
ort \
- Selectable genetic
marker (e.g., antibiotic
resistance)

Caracteristicas adicionales:

- Promotor regulable
- Terminador de la transcripcion
- Sitio de reconocimiento por el ribosoma

double-stranded
plasmid DNA expression vector

promoter ;

sequence CUT DNAWITH \

RESTRICTION NUCLEASE

(Cy—

INSERT PROTEIN-
CODING DNA SEQUENCE

c—

INTRODUCE l

RECOMBINANT DNA
INTO CELLS

\

Jocke

L4 Y
overexpressed overexpressed
mRNA protein




Obtenciéon de multiples copias de la molécula
recombinante

Multiples copias de DNA
recombinante

double-stranded
recombinant
plasmid DNA

introduced into N
bacterial cell

0O
C)L- —~ Q00

bacterial
cell ceII culture produces many copies of purified
hundreds of millions of recombinant plasmid
new bacteria isolated from lysed

bacterial cells



Transformacion bacteriana

Bacteria O Plasmido . F:'cxgmen’ro de ADN con un origen de replicacidn
competente autonomo .
* Codifica genes responsables de funciones

prescindibles
* Proporciona algunas funciones nuevas a la célula
en condiciones especiales

Bacteria
transformada

Plasmido de bajo numero de copias

Plasmido de alto numero de copias

Multiplicacion
del pldasmido
con la bacteria

La transformacion implica la introduccion de DNA extrano a una
célula hospedante




