
Técnicas del ADN recombinante  

Introducción 



Estructura primaria del ADN 



Enzimas de restricción (ER)  

Son enzimas (endonucleasas) de origen bacteriano que reconocen y cortan secuencias 

específicas (4-8 pb) en el ADN doble  cadena. 

Pueden dejar extremos romos (blunt ends) o cohesivos con extremos 3ô · 5ô de  cadena simple 

(overhangs) 

Digestión de un fragmento de ADN con Hind III  

(HIII) y EcoR1 (R1) y fraccionamiento de los 

productos por electroforesis en gel de agarosa 



Southern blotting 

Permite detectar moléculas 

de ADN fijadas en una 

membrana con sondas 

marcadas 

(oligonucleótidos) 

complementarios a la 

molécula blanco  

Desnaturalización del 

ADN con NaOH 



Diseño de una sonda para detectar el gen de una proteína conocida por 

hibridación 



Clonado de genes: Aislamiento y amplificación de un gen de interés para su 

posterior manipulación genética 

 

Pasos: 

 

1. Aislamiento de la fuente de ADN: ADN genómico (fragmentación), ADN copia o 

amplificación del gen por PCR. 

 

2. Inserción en vector 

 

3. Introducción y amplificación en organismo huésped 

 

4. Identificación del gen de interés (hibridación con sonda de ADN, inmunodetección, 

análisis funcional) 

 

5. Secuenciación del inserto 

Cómo aislar un gen de un organismo? 



Elementos de un vector de clonado 
 
 

Deben contener ori (replicación autónoma) y marcador de selección (ej. resistencia a un 

antibiótico).  

Los plásmidos son muy usados. 

Poseen secuencia con sitios de reconocimiento para varias ER (sitio múltiple de clonado o 

polylinker). 

Permiten amplificar un fragmento de ADN exógeno (inserto). 



Ligación de un fragmento de ADN (inserto) a un vector 



Tratamiento del vector con fosfatasa alcalina para evitar religación del vector  



Vector pBs.  

- Combina propiedades de plásmidos y fagos filamentosos.  

- Posee ori de plásmido (pUC) y ori de fago filamentoso (F1, M13), pueden producir ADN circular doble 

cadena o simple cadena. 

- Sitio múltiple de clonado (MCS) interrumpe marco de lectura de gen lac Z (B-galactosidasa), permite 

selección de clones recombinantes en presencia de IPTG (inductor de Plac) y X-gal (sustrato de B-gal). 

 Vectores de clonado: plásmido pBs 



Estrategia de clonado 

Pasos: 

1. Construcción de vector recombinante. 

2. Transformación de células competentes. 

3. Plaqueo en medio selectivo con antibiótico + 

IPTG y X-Gal  

4. Validación de la presencia de inserto mediante: 

 

a. Digestión de plásmidos de colonias con ER y análisis 

en gel de agarosa. 

 

b. Amplificaci·n del inserto por ñcolony PCRò y gel. 



- Genotecas de ADN copia (ADNc) 

Generadas a partir de ARN total de un organismo. No posee intrones. 

 

- Genotecas de ADN genómico (ADNg) 

Generadas a partir de ADNg de  un organismo. Posee intrones (eucariotas) y secuencias 

regulatorias. 

Colección de secuencias de ADN individuales que representan todo o parte del genoma de 

un organismo. 

Genotecas 



Bacteriófagos: Fago λ 

Los vectores construídos a partir del fago ɚ 

son más eficientes que los plásmidos para 

clonar grandes cantidades de fragmentos 

de ADN y de mayor tamaño (~hasta 25 

kpb).  

Se usan para construir genotecas. 



Proceso de 

Clonado en 

Fago λ y 

Análisis de los 

Resultados 



Construcción 

de una 

genoteca de 

cDNA 



Las genotecas pueden 

analizarse mediante 

hibridación con sondas de 

oligonucleótidos 



Análisis de una genoteca con una 

sonda radiomarcada para 

identificar un clon de interés 



Las genotecas construidas en vectores de expresión (ej pBs) que 

producen ARNm y Proteina a partir del inserto clonado se pueden analizar 

por inmunodetección o por ensayos funcionales 



Los ensayos funcionales son muy usados para la detección de genes 

codificantes de exoenzimas de microorganismos ambientales (proteasas, 

lipasas, amilasas, etc). Se agrega el sustrato al medio de cultivo 

 

Se construyen bibliotecas metagenómicas que contienen el ADN de todos los 

microorganismos presentes en un ambiente dado.  

 

Ensayo con caseina para 

detectar actividad de 

proteasas extracelulares 



Secuenciación de ADN por el método de Sanger 



Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)  

Permite amplificar regiones de ADN de secuencias 

conocidas. 

Requiere: templado (ADN), cebadores específicos que 

flanquean la región que se desea amplificar, ADN 

polimerasa termoestable  (ej. Taq), dNTPs, buffer (Mg 2+) 

Se realiza en 3 etapas: 

1. Desnaturalización del templado (94 ºC) 

2. Hibridación de los cebadores. La temperatura depende 

de cada par de cebadores (~50 ºC) 

3. Polimerización (72 ºC) 

 

1-3. Se repite varios ciclos (30-40) 

El producto se analiza en 

gel de agarosa 



PCR en tiempo real 

Se puede medir la 

producción del producto de 

PCR en cada ciclo marcando 

el ADN que se amplifica con 

un colorante fluorescente 

(SYBR  green) que solo se 

une a dobles cadenas. 

 

Este técnica permite 

cuantificar  la cantidad de un  

fragmento de ADN específico  

en el material de partida. 



PCR: Curva de amplificación 

CT= ‘cycle threshold’, es el 

número de ciclos para la 

detección de fluorescencia, 

que depende de cuantos 

nucleotidos fluorescentes 

alcanzaron a polimerizarse y 

esto depende del Nro. de 

templados que haya. 

 

Cuanto más templado hay, 

menor es el valor del CT. 



PCR cuantitativo: función del número de moléculas de templado 





Diferencias entre el PCR convencional y el PCR cuantitativo 


