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Muestra Oropiedades del ONA que facilitan eu andlisie

Cadenas muy largas de DNA (forman hebras en estado muy puro)

- i-‘ Soluble en agua e insoluble en EtOH (precipitacion DNA)
N

v
Carga negativa debida a los grupos fosfatos en el exterior (separacién)
\
Maximo de Absorbancia a 260nm (cuantificacion de DNA)
Desnaturalizacién por altas temperaturas >90°C (amplificaciéon PCR)
DNA @ Genoma
Cuantificacidon de acidos Nucleicos Precipitacion
Transcripcion T con EtOH
A ‘ ‘
. —r 1
RNA Transcriptoma £ of ; ;
g 2004 salt E AProtein | ﬁ
Traduccion $1 8 '
Proteina {C} Proteoma ) I S N —

1 Wavelength nm

Extraccion de DNA en casa
METABOLOMA http://learn.genetics.utah.edu/content/labs/extraction/howto/



El DNA debe ser fragmentado para su andlisis

Mas de 100 millones de bases (100 Mb)

| —

Enzimas que se pueden utilizar:

ACTGACGTATCTAAGTCACTG
TGACTGCATAGATTCAGTGAC

DNasas (cortan enlaces fosfodiester en
general; se utilizan para enriquecer
fragmentos de tamano definido: por ejemplo
nucleosoma — 200 pb)

Endonucleasas tipo | (reconocen secuencias
en el DNA y cortan enlaces fosfodiester a
cierta distancia de estas)

Endonucleasas tipo Il (reconocen secuencias
palindromicas en el DNA y cortan enlaces
fosfodiester en la misma secuencia que
reconocen; son las mas utilizadas)



Fraccionamiento controlado del DNA

Digestion de un fragmento de DNA con la endonucleasa e

(Enzimas de restriccion) EcoRl £ —
l l 1 1 1 l i_ Disminucién
Més de 100 ) [ | Disminucit
millones de bases Grupos A 7 B "C " D 7 E Fe "B
(100 Mb) Fosfatos C, —
Sitios de corte EcoRI () A |
@

Secuencia de reconocimiento

Secuencias cortas (4-8pb) en una posicién determiada

Palindrémicas
Las enzimas de restriccion son
Sitio Reconocimiento Sitio Reconocimiento
endonucleasas que cortan el EcoRl Hpal
DNA en sitios particulares me- gmg o
diante el reconocimiento de Corte
una secuencia de nucledtidos
especifica. extremos extremos
cohesivos romos
)
Las enzimas de restriccion fueron aisladas de bacterias. 5’ G s 55_/ 3
., , ~ 3'?— 3 E 5
Su funcién natural es proteger la célula contra DNA extrano




Las enzimas de restriccidn fueron aisladas de bacterias; su funcién natural es
proteger contra DNA extrafio ya que este tiene un patrén de METILACION

/\

Sitios de
reconocimiento
EcoRI

D@:\w@&um

DNA de Fago

Sitios de
reconocimiento
EcoRI METILADOS

ENZIMA DE
RESTRICCION

Cromosoma bacteriano

protegido mediante
Y, ZZBW metilacién de DNA




Separacion de moléculas de DNA
(electroforesis)

Fuente de poder

L. ee
v

Pozo carga

© electrode

Migracién @ electrode

Buffer
TAE
TBE

El DNA se separa por tamaifio en matriz de Agarosa
El DNA migra hacia el polo (+)
Desde el catodo hacia el anodo

Visualizacion de moléculas de DNA
(Agentes intercalantes)

N N

N
"
) B

Bromuro de Etidio
EtBr

A

nucleotide

/Q\ backbone

Gel tenido con EtBt
en transiluminador

molecule

Sistema de Scanning & Image

& 3 Kb

1022bp 1022 bp
-_ s bp ‘ 1 Kb
A .

$80 bp
P ——

500 bp

100 bp




Reconocimi,ento de secuencias especificas de DNA mediante
HIBRIDACION con sondas (fragmento de DNA con alta homologia)

Denatured
DNA sample sSDNA
gene of
interest
= — +
La muestra de DNA se DESNATURALIZA
Temperatura
95°C

Desnaturalizacion
alcalina

DNA probes

F P

¥

N\

FF

Sonda marcada

La HIBRIDACION promueve apareamiento

Temperatura
65°C

La hibridacion se puede realizar:

* En solucién

* En membrana

* En portaobjeto de microscopio




Fluorescent In Situ Hybridization (FISH) — en portaobjeto

DNA Target

Probe and Target DNA
Denatured and Hybridized

Target DNA DNA probe
retains fluorescence labeled with
fluorescent dye

Fluorescent
tag

DNA-DNA

Permite analizar anomalias cromosomicas

Vorsanova et al., 2010



Southern blot — en membrana

. \_ Hibridacion con una
\. _sonda de &cido nucleico

Gel para electroforesis
la Sonda de hibridiza con

: // s
2 Filtro de nitrocelulosa. -
2 D
N\ \ X
\ @ Y > Q
' z \\‘ b, /_/I/' g ,,-"
=7 N\ secuencias complementarias a la
s secuencia de ADN
< Papel secante ™
WA 2

————— El filtro se expone a rayos X

> ADN transfendo al filtro

Permite analizar genes, polimorfismos,

mutaciones....

Aislamiento de DNA

. Cortar con enzimas de

restriccion

. Separar fragmentos por

electroforesis

. Desnaturalizar el DNA
. Transferir a membrana de

nhitrocelulosa o nylon

. Hibridar con sonda especifica

. Revelar con placa de Rayos X ¢

pantalla de fosforimager




Base

didesoxinucleotido

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

@ O
o

OH H
desoxinucleotido

Base

Si acepta elongacion de la
cadena de nucleotidos por
la DNA polimerasa

4 reacciones de PCR
(DNA molde, dNTPs, Oligo, TagPol)
- -

- B
ddTTP ddGTP ddCTP

los 4 tubos

: ) TagPol 3’
5 ( .
<[] [s] [ [<][7]{7] Hljsﬁﬁf
OOOO Oligo
S| [Allc][T][s][a]la
\FETEEE
2\ TN ac
] | e | plicones que
Em se obtienen de entre
AllA]

B

|>|||>|

Grande
A

Pequeno

ddATP ddTTP  ddGTP ddCTP
Tubo Tubo Tubo Tubo
1 2 3 4
| [ | [ | | | |
—
——
——
——
——
——
______________

Secuenciacion tipo Sanger |




écnicas para el analisis GLOBAL de DNA

+ Microarreglos de DNA

Métodos de anélisis global (Genoma, Transcriptoma)

* Secuenciacidon masiva de DNA
Amplificacién por PCR
“ I'# IH Secuenciacion de DNA

e Metilomas e e e

GATCGACGATCGGAGCGTAGGTACGACGTT

i ﬂ"[fnniﬂ’ ﬂ]nnuln ﬂ] [I[ll I""[fu

||I|]'|" nl|lu |]l|'fl|1'lll Illl'

Solexa Genome Analyzer 5-methyl Cytosine

NH, NH, * Bisulfite Conversion
il | C & NI‘e NI‘e Nl|e
numinag’ 1

e NZ NC e, NP b B o AT A CIE TACETAYCAETT
| ¢ | (_—’ (|: 5-mC é
o /C\N _C o? - e * PCR Amplification
Cytosi I | |
yoshme GATCGATGATCGGAGTGTAGGTATGACGTT




 SNP

Rearreglos
Promotores
Enhancers
Genome
DNA
{
TFbs 8
TFbs 2
,1
ra
,
>3
~
~§
&
TFbs

Metilaciéon DNA Expresion Expresion
Modificaciones de Splicing alternativo Fosforilacion
histonas microRNAs Glicosilacion
Tipo de cromatina RNAs no codificantes  Isoformas
Epigenome Transcriptome Proteome
EEEEEEEE------- ... - '
]
Gene mRNA :
) TF
=) _ — | B
Me o5 i ) -
2N *> Alternative 5 —_ df.,zr
S / splicing | ¢ |
Histone Protein
> ) Q >
A
]
]
]
miRNA '
:
L]
3 _ -
Transcripcion Transcripcion Traduccion

Aminoacidos

Azlcares Uso de las
Lipidos cc ’
Precursores O M ICAS
Metabolome ' Fenoma
Metabolites Cancer
—
@ O
p— ‘ ) —3p Sindrome
i
n\' /\ metabdlico
Enfermedad
Neuro-
degenerativa
Funcion Burguener GF, 2017



Reaccion en cadena de la polimerasa PCR y sus aplicaciones

DNA
(Genoma)

> I
I R

-

: ‘ Cebador reverso
Kary Mullis, 1983 I
+ DNA polimerasa
i Hibridacion de Ll Sintesis de DNA

Sepa;acnon de cebadores £ dCTR a partir de
dsDNA cadenas especificos +dGTP cebadores
Cebador directo

- 5 I
., — > I

PASO 1 PASO 2 PASO 3
Desnaturalizacion Alineamiento Polimerizacién

94°C 55°C - 65°C 72°C

Cycle number



Edicion de Genomas mediante CRISPR-Cas

CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
Repetidas Palindromicas Cortas Agrupadas Regularmente Espaciadas

Cas: CRISPR associated protein

Sistema CRISPR/Cas

i 5 224
12 infeccion \/ Bacteridfago

Genes Cas l Arreglo CRISPR

COEE-000

l ‘ Transcripcion

Procesamiento l

crRNA
maduro

Bacteria
0 arquea

2% infeccion

Lagunas-Rangel, 2019



