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PCR (Polymerase&hainreactiorn)

Reaccion en cadena de
la polimerasa




La reaccion en cadena de la polimerasa, ya mas
conocida como PCR, es una técnica que permite
replicar entre cientos de miles y millones de veces,
en el transcurrir de pocas horas e In vitro,
peguenas cantidades de ADN.




1- Desnaturalizacidon del ADN doble cadena.

2- Hibridacion de los iniciadores a la zona 3°
especifica de cada una de las hebras.

3- Extension del cebador por actuacion de la
DNA polimerasa.




b- ADN Polimerasa —
PRIMER

c- Deoxinucleétidos L —
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\ Polimerasa

TGTGAGGATTCTGAATTATC

ACACTCCTAAGACTTAATAG

ADN objetivo




ADN polimerasa de la bacteria Escherichia coli. Pero esta enzima
resulta desactivada debido a la alta temperatura requerida para
desnaturalizarla doble cadena del ADN, por lo cual debia agregarse
enzima fresca al comenzar el tercer paso de cada ciclo. Este
inconveniente fue solucionado de manera ingeniosa cuando se la
reemplazo por su equivalente de la bacteria "termofila" Thermus
aquaticus. En efecto, la ADN polimerasa de este microrganismo,
denominada Taq polimerasa, actua eficientemente entre los 75°C y
los 80° C y resiste mas de dos horas a 93°C. De es ta manera es
posible mezclar todos los componentes de la PCR al comenzar el
primer ciclo y la reaccion en cadena puede llevarse a cabo mediante




Los primers , también conocidos como “iniciadores” o
“cebadores” , son cadenas cortas de nucledtidos
(oligonucleotidos). Cada uno de ellos debe ser complementario del
tramo al que tienen gque unirse en las cadenas separadas del ADN
objetivo. Es importante aclarar gue los primers no deben ser
complementarios entre si para evitar la propia replicacion.
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producira cuando la temperatura disminuya.




realiza gracias a la bajada de la temperatura (50-65° C)

5'rrnmﬂm:mu:Iilﬂ'ITrlTITﬂTfrﬁl“nnmmmingyni-llllfHIm.!iilfﬁm ¥ Paso 2 Hibi
3. | % 1 ]. i : Eq.

| 'T‘ :
Lu‘“wlullh g %m 45 seqgundos a 54 °C
W Ir
5 £ 3'

5




incorpora los deoxinucleo6tidos fosfato presentes en el medio siguiendo la
cadena molde.
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Al cabo del primer ciclo de tres reacciones (desnaturalizacion,
apareamiento, extension) el tramo de ADN elegido se ha
duplicado y el doble de su cantidad original se encuentra
disponible para ser nuevamente replicado en un segundo
ciclo. El resultado de la aplicacion de numerosos ciclos "en
cadena" da lugar a la amplificacion geométrica del segmento
de ADN delimitado por los primers.







POLYMERASE
CHAIN REACTION




-Biotecnologia y Ciencias agropecuarias
-Secuenciacion de ADN

-Estudios de evolucion molecular
-Diagnostico de enfermedades hereditarias
-Diagnostico de enfermedades oncologicas

-Diagnostico prenatal




Secuenciacion de ADN

Es una técnica propia de la Ingenieria Genética que
consiste en la determinacion de la secuencia de
nucledtidos de un ADN.




de uno de los grupos hidroxilo de la pentosa, de manera que cuando
uno de estos nucleodtidos se incorpora a la cadena de ADN en
crecimiento, la misma no puede continuar elongandose ya que la
ADN polimerasa necesita un extremo 3’ OH para afnadir el siguiente
nucleotido.

Nucleoétido dideoxi (ddNTP)
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