
Principios de Ingeniería Genética
I. Análisis de DNA



Propiedades del DNA que facilitan su análisis

Metaboloma



El DNA debe ser fragmentado para su análisis

Enzimas que se pueden utilizar:

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

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

- Endonucleasas tipo II (reconocen secuencias 
palindrómicas en el DNA y cortan enlaces 
fosfodiester en la misma secuencia que 
reconocen; son las más utilizadas)



Las enzimas de restricción fueron aisladas de bacterias.
Su función natural es proteger la célula contra DNA extraño

extremos 
cohesivos

extremos 
romos



Las enzimas de restricción fueron aisladas de bacterias; su función natural es
proteger contra DNA extraño ya que este tiene un patrón de METILACIÓN
diferente al propio.



El DNA se separa por tamaño en matriz de Agarosa
El DNA migra hacia el polo (+)
Desde el cátodo hacia el ánodo



Reconocimiento de secuencias específicas de DNA mediante 
HIBRIDACIÓN con sondas (fragmento de DNA con alta homología)

Temperatura
65oC

Temperatura
95oC

Desnaturalización 
alcalina

Sonda marcada La muestra de DNA se  DESNATURALIZA La HIBRIDACIÓN promueve apareamiento

La hibridación se puede realizar:
• En solución
• En membrana
• En portaobjeto de microscopio



Fluorescent In Situ Hybridization (FISH) – en portaobjeto

Vorsanova et al., 2010

DNA-DNA
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Permite analizar anomalías cromosómicas



1. Aislamiento de DNA
2. Cortar con enzimas de 

restricción
3. Separar fragmentos por 

electroforesis
4. Desnaturalizar el DNA
5. Transferir a membrana de 

nitrocelulosa o nylon
6. Hibridar con sonda específica
7. Revelar con placa de Rayos X ó 

pantalla de fosforimager

Southern blot – en membrana



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

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



Técnicas para el análisis GLOBAL de DNA
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Affymetrix oligonucleotide arrays

Affymetrix oligonucleotide arrays
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Agilent DNA microarray platform

Single long oligonucleotide probes
(25-60 bases)

High density
(244,000 features per chip)

In situ synthesis printing process
(highly consistent SurePrint technology)

Supports 1 or 2 samples hybridization

Great design flexibility
(rapid design of custom arrays using eArray)

Possibility of multiplexing
(as many as 8 arrays in one slide)

Comparison of microarray platforms

higher ($500)lower (<$100)Cost
model (sequenced)anyOrganisms

a posterioria prioriComparison design
highmoderateSpecificity

higherlowerReplicability
lowerhigherVariability

~absoluterelativeQuantification
single colortwo colorHybridization

highmoderateRepresentation
10,000-40,0005,000-10,000Gene density

25-60 mer oligoscDNAs/BACsProbes

Oligonucleotide
arrays

Custom
microarrays

Métodos de análisis global (Genoma, Transcriptoma)
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454 sequencing method

http://www.solexa.com/

Solexa Genome Analyzer

Chemistry based on 
reversible terminators

Sample amplified by solid-
phase amplification

Read length 30-75 bp

>100 million reads per run

~10 Gb of sequence

4-8 days run

Solexa Genome Analyzer (Illumina)
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Solexa sequencing method

1. DNA fragmentation and adapters ligation

2. Solid-phase amplification and cluster 
generation by bridge PCR

Solexa sequencing method

3. Flowing of fluorescent 
reversible terminator dNTPs
and incorporation of a single 
base per cycle

4. Read identity of each base of a 
cluster from sequencial images
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Solexa sequencing method

1. DNA fragmentation and adapters ligation

2. Solid-phase amplification and cluster 
generation by bridge PCR

Solexa sequencing method

3. Flowing of fluorescent 
reversible terminator dNTPs
and incorporation of a single 
base per cycle

4. Read identity of each base of a 
cluster from sequencial images

• Microarreglos de DNA

• Secuenciación masiva de DNA

• Metilomas

Hibridación con sondas de DNA

Amplificación por PCR
Secuenciación de DNA



Burguener GF, 2017

Uso de las 
“OMICAS”

Transcripción Transcripción Traducción Función

SNP
Rearreglos
Promotores
Enhancers

Metilación DNA
Modificaciones  de 
histonas
Tipo de cromatina

Expresión
Splicing alternativo 
microRNAs
RNAs no codificantes

Expresión
Fosforilación
Glicosilación
Isoformas

Aminoácidos
Azúcares
Lípidos
Precursores

Fenoma

Cáncer

Síndrome 
metabólico

Enfermedad 
Neuro-
degenerativa



Reacción en cadena de la polimerasa PCR y sus aplicaciones

Presentación Equipo 8

Kary Mullis, 1983



Edición de Genomas mediante CRISPR-Cas

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

Cas: CRISPR associated protein

Lagunas-Rangel, 2019

Presentación Equipo 4


