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Célula: hepatocitos con 20 micras, espermatozoides de 53 ym, évulos de 150 um.

Nucleo: 6 pm.

El cromosoma 1 humano: 247.199.719 pb, 7,3 cm (46 cromosomas: 2 metros)
En metafase mitética: 0,001 cm (0,01 mm, 10 pm)

0,2-20pm

Cromosoma eucariotico duplicado y
condensado (metafase mitdtica).

(1) Cromatida, cada una de las partes
idénticas de un cromosoma luego de
la duplicacién del ADN (en la
interfase).

(2) Centromero: lugar del cromosoma
en el cual ambas cromatidas se
tocan.

(3) Brazo corto.

(4) Brazo largo.

" en cad Fibra de 30 nm
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ADN MITOCONDRIAL

- En organismos unicelulares pode haber unha soa mitocondria, € nunha células do figado
1.000-2.000 e
- 2 a 10 copias de ADN en cada mitocondria e et R
- 100 a 10.000 copias en cada célula, como excepcion un évulo ; e fof s
contén 100.000 a 1.000.0000 de copias e un esperma 100 a 1.000.

- Nos mamiferos ten unha lonxitude de 15.000 a 17.000 pb.

Control region
or "d-loop”

125 rRNA

Cytochrome b

NADH
Dehydrogenase
165 rRNA subunits
[0 22 tRNA-encoding genes
NADH W | | 13 protein-encoding regions
Dehydrogenas!
subunits
NADH
Dehydrogenase
subunits

" Cytochrome Oxidase
subunits

Cytochrome Oxidase ATZU?J]:R:SE

subunits

¢ 4 Gl -
Electron microscopy reveals mitochondrial DNA in discrete foci. Bars: 200 nm.

(A) Cytoplasmic section after immunogold labelling with anti-DNA; gold particles
marking mtDNA are found near the mitochondrial membrane



ACIDOS NUCLEICOS, NUCLEOTIDOS, NUCLEOSIDOS E

BASES NITROXENADAS

EXISTEN 8 NUCLEOTIDOS, QUE SE DIVIDEN EN DOUS
GRUPOS:

‘DESOXIRRIBONUCLEOTIDOS (4): COMPONEN O ADN
‘RIBONUCLEOTIDOS (4): COMPONEN O ARN

OS NUCLEOTIDOS ESTAN COMPOTOS POR:

*UNHA PENTOSA: AZUCAR DE TIPO DESOXIRRIBOSA O
RIBOSA

‘UNHA BASE NITROXENADA: PURICA (A,G) O
PIRIMIDINICA (T, U, C)

‘GRUPO FOFATO: UNE OS NUCLEOSIDOS (PENTOSA
+BASE NITROXENADA)

H

H
OH (H)

B-Deoxyribose

HOH,C OH




BASES NITROXENADAS Purines Pyrimidines
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EXTRACCION DO ADN
EXTRACCION “CASEIRA”

1° DISGREGACION DO TEXIDO: En caso de usar texidos duros, como as lentellas: Engadir auga
e usar a batidora.

2° ELIMINACION DOS RESTOS NON DISGREGADOS: Filtrado cun pano (non necesario no caso
da extraccion de cuspe).

2° ROTURA DAS MEMBRANAS CELULARES: Mezclar cun chorrino de deterxente ou xabron.

3° FACILITAR A AGREGACION DO ADN: Engadir unha pizca de sal para que anule a repulsion
entre hebras de ADN causada pola carga negativa das mesmas.

4° ENGADIR O ALCOHOL: Unha vez a sal esta disolta, depositar con coidado o alcohol polas
paredes do vaso para que se formen duas fases.

5° OBSERVAR O ADN: O ADN esta disolto na auga, pero € insoluble no alcohol, polo que as
hebras agréganse frotando nel, arrastradas por pequenas burbullas de gas, semellando “pelusilla”
de algodoén.
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EXTRACCION DO ADN
METODO DO FENOL CLOROFORMO

Trocear e introducir no tubo.
200 ul de tampon de dixestion: TENS (Tris, EDTA, SDS).
10 ul de Proteinasa K.
Incubacion a 37°C.
Un volumen de fenol/cloroformo/isoamilalcohol (25:24:1).
- Axitar 1°.
- Centrifugar.
- Fase acuosa superior: ADN e ARN.
- Interfase: proteinas desnaturalizadas polo fenol e o cloroformo.
- Fase organica inferior: lipidos de membrana.
- O isoamilalcohol favorece a separaciéon das fases.
Recoller a fase superior.
Repetir 3 veces os pasos 5 e 6.
Un volumen de etanol 95%=> insolubilizacién do ADN (precipita).
Centrifugar.
. Secar péllet (ADN e ARN).

0. Resuspender en Tris-HCI ou auga estéril.



EXTRACCION DO ADN

METODO DO FENOL CLOROFORMO

muestra (acuosa) .l n 2 muestra (acuosa)
N Procedimientos alternativos +
cloroformo
+ .
cloroformo alcohol isoamilico
mezcla por agitacion mezcla por agitacion
ok -

fas proteinas .
desnaturalizadas
por ¢l
clorotormo y ¢l
fenol, se sithan
en la interfase

(2)
Purificacion por
precipitacion

al wse mezclando
el alcohol
insolubiliza el
DNA, que va
quedando en
forma de fibras
que s¢ enrollan
en la varnilla

centrifugacion

:/cn fa fase acuosa )
{superior, menos
densaj quedan

disueltos
DNA y RNA

: en la fase \

organica (inferior,
mas densa)

quedan los liptdos

de membrana

El alcohol
isoamilico favorece
la separacion nitida
de las fases

las proteinas |
desnaturalizadas
por ¢l
cloroformo, s¢
sitan ¢n la

interfase

fasc acuosa
+
1 vol. de etanol absoluto o de isopropanol
(con agitacion suave)

extraccion con
varilla

centrifugacion

centrifugacion

=I en la fase acuosa )
(superior, menos

quedan los lipidos
de membrana

densa) quedan
disueltos

DNAYRNA )
( en la fasc \

organica (inferior,
mas densa)

en presencia del
alcohol ¢l DNA
es insoluble




EXTRACCION DO ADN

Mostra

!

T Dixestion

Elucion

T

ADN listo para usar



5-20 mg 0.5cm
Grind up, cut or homogenize

\d

Resuspend in 180 pl
Digestion Solution

v

Add 20 pl Proteinase K, mix,
incubate at 56°C

1-3h 6h

\d

Add 20 pl RNase A, mix,
incubate 10 min
at room temperature

\d

Add 200 pl Lysis Solution, mix

v

Add 400 pl ethanol 50%, mix

\d

Apply to column

GeneJET™ Genomic DNA Purification Kit

Mammalian
tissue

Bind DNA

Load the sample lysate onto GeneJET™ Purification Column

Centrifuge for 1 min at 6000 x g
Discard the collection tube containing the flow-through
Transfer the column into a new collection tube (included)

\/

Wash the column
Add 500 pl of Wash Buffer |

Centrifuge for 1 min at 8000 x g
Discard the flow-through

Wash the column

Add 500 pl of Wash Buffer Il

Centrifuge for 3 min at 212000 x g

Discard the collection tube containing the flow-through

\

Elute DNA

Transfer the column into a new microcentrifuge tube
Add 200 pl of Elution Buffer

Incubate for 2 min

Centrifuge for 1 min at 8000 x g

Collect the flow-through



EXTRACCION DO ADN
PROTOCOLO (A: Tecido animal)

0 1) Identificar dous tubos de 1.5 ml escribindo o nimero da mostra.

Grupo 1 10% CABALO EN VACA
Grupo 2 HAMBURGUESA
Grupo 3 SALCHICHA
Grupo 4 COMIDA DE GATO
Grupo 5 PENSO SECO DE GATO

0 2) Pesar 50 mg da mostra, cortar en anaquiiios, para facilitar a dixestion, e meter no primeiro
tubo:

0 3) Meter no outro tubo un fragmento maior da mostra, e engadir etanol para almacenalo no
conxelador

4) Engadir no primeiro tubo
0 180 ul de Digestion Solution
0 20 pl de Proteinasa K

0 5) Incubar a 56 C durante 3 horas ou toda a noite. Pddese acelerar o proceso remexendo o contido
do tubo.



EXTRACCION DO ADN

0 6) Engadir 200 pl de Lysis Solution. Mesturalo completamente co vortex 15 segundos.

0 7) Engadir 400 pl de etanol 50%. Mesturalo como no paso anterior .

i) <=t

Wy

0 8) Coller unha columna dentro dun tubo de 2 ml.

° 0 9) Pipetear todo o contido do tubo de 1.5 ml dentro da columna (~800 pl).

«» 0 10) Centrifugar a 6.000 xg durante 1 minuto (o ADN queda retido na membrana).

o 11) Pofier a columna nun novo tubo de 2 ml e tirar o vello co filtrado.

E’ 0 12) Pipetear 500 ul de Wash Buffer I na columna.

5
&

O (antes de usalo, asegurarse de que o stock xa ten engadido o etanol).
«» O 13) Centrifugar a 8.000 xg durante 1 minuto (0 ADN permanece retido na membrana).

0 14) Tirar o liquido filtrado e vover a empregar o tubo de 2 ml.
E o 15) Pipetear outros 500 ul de Wash Buffer II na columna.

5
&

e« O 16) Centrifugar a =12.000 xg durante 3 minutos.
0 17) Pofier a columna nun tubo de 1.5 ml e tirar o de 2 ml co filtrado.
< 0 18) Centrifugar a =12.000 xg durante 1 minuto (eliminamos os restos de etanol).

~<= 0 19) Pofier a columna nun novo tubo de 1.5 ml co nimero da mostra, € tirar o que contén os resto

E
’j de etanol.



EXTRACCION DO ADN

0 20) Pipetear 100 pl de Elution Buffer (Tris-HCI pH 8.0, no que se disolve o ADN) (podese
aumentar a concentracion final reducindoo a 50 ul, ainda que se recuperarda menos cantidade
total).

0 21) Incubar 2 minutos a temperatura ambiente (podese aumentar a cantidade de ADN incubdandoo
a 60 C e co buffer prequentado).

T 0 22) Centrifugar a 8.000 xg durante 1 minuto (0 ADN atravesa a membrana).

mg 0 23) Tirar a columna. Almacenar (cuantificar, ver a calidade e a integridade, PCR,...) o tubo de 1.5
- ulco ADN.



CUANTIFICACION

- ESPECTROFOTOMETRO: Cuantificacién da concentracion do ADN extraido.
Medimos a absorbancia a duas lonxitudes de onda:
- A260 nm: 1 unidade de absorbancia (OD) = 1000 ng/ul (Take 3:lonxitude de paso de 0,5 mm)
= 50 ng/ ul (cubeta de espectrofotometro: 1 cm)

- nm: sin proteinas si A260/A280 € maior que 1.8 ____ Espectro de ADN
Outras medidas: o ~
- A230 nm: fenol, cloroformo ou carbohidratos e N
- A320 nm: material particulado, background . ::Z \
Detector ;gm | \\
E 3.00 e \
. 1 \
Exit slit b N \
AN

o
5

-0.86-, 1 1 1 1 1 1 1 ! ! 1
240 250 260 270 280 290 300 310 § 320 Q330 340
1 favelel gth nm

Dispersion device
Entrance slit

0 3 I
Source
w— c, a

Espectro de proteing
0.5

1
b HEna
= el gl I
q

A=-logz(I/Iy)=¢€-c-L

0.1
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Solvents,
Salt,
Protein

RNA/DNA

\

Protein

280

Pureza

14-
134
1.2+
1.1+
1.04
0.9-
0.8
0.7
0.6 -
0.5+
0.4-
0.3+
0.2+
0.1+

A = Normal
B = Guanidine
C = Phenol

0.0

—

230

20 260 260

270

280 290 300 310 320 330 A0
Wavelength nm




EXTRACCION DO ADN

Epoch Microplate (Biotec) coa placa Take3




EXTRACCION DO ADN

Espectofotdbmetro NanoDrop

1000
ometer

;u.»sosfg’c'trophot




EXTRACCION DO ADN

Epoch Microplate (Biotec) coa placa Take3

Micro-Volume Microplate BioCell
(Take3 Plate) (96- or 384-well) (or cuvette)

Tt T

ITT 11 1

Pathlength: 0.2 mm Variahle 1cm
~5 <mm<~10

Programa GEN 5

¢ lx
------ _6 Procedure
- ;:ah::nnﬂbbrlsulhs A ._
| 1 : Plate Layout

Daka Reduction

Ready Stdata read Syst dministeat




EXTRACCION DO ADN

Epoch Microplate (Biotec) coa placa Take3




CUANTIFICACION

Epoch Microplate (Biotec) coa placa Take3

%

;'rpr?tuwl‘
éggs::m | 1 o - m Procedure

;g”&a‘::pmﬂ:nrtﬁu‘i?s ) o ..... plate LaYOUt

L& Infaematicn a .
L L0 saple D5

R 2 1| oo gl Drata Reduction

0 - 3 Report [ Export Builders

ﬂl .

Ready Siwdata read X System Administrator | CAP WU SCRL




CUANTIFICACION

2 3
0,025 260
0,043 280
109 !
0% C 0,58 260/280
24,7 ng/pL
0,347| 0,003 [260
0,231 0,002 [280
HAMBURG ’ ’
SA Li5 1,502 1,435 |260/280
347,4
78 3,322  |ng/uL

0,03 0,002 [260
0,017| 0,001 |280
SALCHICHA (1,731| 1,833 |260/280

29,50 2,212 |ngiL

0,014/ 0,001 |260
0,025 0 280
PENSO (0,576 12 260/280

e 1,229 |ngiuL

0,098/ 0,001 [260
0,061 0 280
PENSO SECO|1,593 2 260/280

97,97 0,616 |ng/uL




DEGRADACION
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1. Control, DNA not treated 6. Skin nucleases G: genémico _
2. Physical shearing 7. Freezing Lambda DNA : AND linela de 48 kb
’ T Plasmido: AND circular con tres conformaciones:
3. Autoclave 8. Boiling -nicked (una de las cadenas esta rota
4. Sonication 9. Alkali treatment -lienar (las dos cadenas se han roto)
5. Mouth nucleases 10. UV exposure -circular covalentemente cerrada (ccc; puede presentar una

conformacion superenrollada, supercoiledmation).



CONTAMINACION




Polimerasa Chain Reaction: Reaccion en
Cadena da Polimerasa

 Foi desenada polo Dr. Kary
Mullis en 1987.

« Ganou o premio Nobel de
Quimica en 1993 polo seu
invento.

« Utilizou a PCR para
amplificacion do gen de B-
hemoglobina humana, e a
diagnose prenatal de anemia
falciforme.

Diapositiva de Juan Carlos Codesido



REACCION EN CADENA DA POLIMERASA (PCR)
COMPORENTES

1. Auga desionizada estéril.
2. Os 4 dNTPs: dATP, dCTP, dTTP, dGTP.

3. Enzima: Por exemplo Taq polimerasa (Termus Acquaticus). Termoestable.
4. Cofactor para enzima: Mg+2.

5. Dous cebadores.
6. Termociclador: Ciclos variando as temperaturas en cada paso.







REACCION EN CADENA DA POLIMERASA (PCR)

TERMOCICLADOR: CICLOS

1. Desnatuarizacion (95°C) para separar as duas hebras da dobre
hélice.

2. Anilamento (40°-70°, segun a secuencia dos oligos) para permitir a
union dos cebadores as suas secuencias dianas.

3. Extensidn (60°) para que a enzima que se uniu 6 oligo empece a
engadirlle os nucleétidos complemetarios a cadea molde.

Este ciclo repitese un numero de veces (30-40)

a4
: 95°C____ 95°C
® s 2N IRSSEE 72°C 72°C
@ .
g ,/ \ 60°C ,’ 45 5 fmin oy
_ \
et 305 AT

Tiempo

(Abrir)



REACCION EN CADENA DA POLIMERASA (PCR)
TERMOCICLADOR: CICLOS

Por cada copia de ADN inicial obtémos mil milléns:
- ciclo 1: un
- ciclo 10: mil (103)
- ciclo 20: un millén (106)
- ciclo 30: mil milléns (10°)

AMPLIFICACION DE PCR

Polymerase Chain Feaction: Cycle One PCR: Amplification Graph

TlEvoEs 30

1,073,741,824
1,073,741,74

94-96'C

W
—
a
N . S
A PCR reaction starts with a denaturing
slep, Samples are healed (o 94-96°C {or ¢
one to several minutes to denature ' /
[separate into single strands) the tarpget N

DMA

/
/7

m @ CYCLES -_Clear Graph

(Abrir)




Os cebadores ou primers previamente deseniados,
reaccionan coa febra sinxela de DNA e xuntanse en
lugares especificos por complementariedade de
bases. Para isto, baixase a temperatura (ex: 55°C
durante 30" ). A temperatura e o tempo pode variar
entre cebadores segundo a formula:

Tm = 2(A+T) + 4(G+C)

Thymine M Adenine
y
HalC 9 ------ H—MN _
! \ 4 \\ 7 e ~al
ol FR |
V4 V4 W _N
H—r ——H sreresN £
\ N/ \
N—-=¢C /C—-—N
3
/ \b H
\
H N ssnans o N /H
\ ‘/'I \( / *a(
C—C ; —C |
4 , / A\
H—rC Noes H--N c-
\
\._/ SV
N—rC C===N

' . % / o
Egtosg(e o......,,_N\ Guanine

H

Diapositiva modificada dunha de uan Carlos Codesido



REACCION EN CADENA DA POLIMERASA (PCR)
FOTO DE XEL CON PRODUTOS INESPECIFICOS




A ELECTROFORESIS

«O ADN, CON CARGA NEGATIVA,
NUN CAMPO ELECTRICO, VESE
ATRAIDO O POLO POSITIVO.

1 3
— Well Cathode (-)
2 @ T ®y0y
-0 XEL E UN MEDIO POROSO, UN w0 | © | ,ﬁ,%@
TAMIZ, POLO CAL OS & s ey
FRAGMENTOS MAIS PEQUENOS DNA 280 . o
T, r fragments @ @ Current applied @ \g&%
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¢ @ L . w1 Gel
@ QZ @ @ 'a%@ particle
" 9 ® " e
a @ . s 9
. @ ¢ "9
® ® Anode (+) L ® Pores
4 5
N . [
@w%ﬁ
Molecules move ; w@gw Perform
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proportional m or incubate with ——— Fand with
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®e 9
&“‘\%\\ e — Band with
@ ® o shorter
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CUANTIFICACION

Epoch Microplate (Biotec) coa placa Take3




CUANTIFICACION

PCR Tradicional PCR en tempo real

10° 1 Amplification - LMC QUAN. LAL LAM3 8-1-04

10°0 3
3 = i

] 7
107=1 s
§ = 4"‘ ;F
: e
] - ¥
10°-2 f £ 4
,' i
!ﬁ C} 1 " '{, o )

ARn

- | |
s .ll- 'x,‘.‘
10°-3 f‘ a
lIIllIIlIlllIllllIIllIIllIlIIllIIlIllIIl
0 2 4 &6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

Cycle

7000 copias

2500 copias



PCR EN TEMPO REAL

Cycle 5 10 15 20 25 30 45
[ — = —— RS
Gel

Conventional PCR

1.0

Amplification curve obtained with
the LightCycler

0.8 1

Fluorescence
o
N
\D\.\

:
I

0.2

0 10 20 30 40
Cycle Number



PCR EN TEMPO REAL

Holding Stage Cycling Stage Melt Curve Stage
/ \ — -
. V4 N\ /
\ / \ //’
N \ /
N\ / \ /
N\ / \ /
\ Y \ /
40% R 2! A
N\ / /
."\\ \'\l l_"L
l_.\ \\
N\ \ . /
Step 2 Stap 1 Step 2 Step 3

-




PCR EN TEMPO REAL

Peltier-Cooled
CCD Camera

Spectrograph

Optical Multiplexer
(MUX)

Thermal Cycler &
Heated Lid Assembly

Laser
light source

e L

* Detail: fibre opticAens/tube




PCR EN TEMPO REAL

I. SYBR Green: AXENTES INTERCALANTES

b, \ N\ s 1 h .
1. [P

- LAAL 4 LLLLL
)

III. Sondas TaaMan: DE HIDROLISIS O DEGRADACION

h \

W, '
e, "
& A
- . -'.41 . &
~ rrrrrr X N
FEESEEE S S - A |
" /I
’ _ M

Polymerase



PCR EN TEMPO REAL

BALIZAS MOLECULARES

T

hu

Pava o W ‘ /.
M

| 111 AEEN Target DNA strand

hybridized with probe

Reporter and
quencher-marked

/( |\ probe

"‘[‘ \/




PCR EN TEMPO REAL

SCORPIONS

p
Cebador
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PCR EN TEMPO REAL

TagMan MGB (UNION AL SURCOMENOR)  NFQ

R

AGGCCTTGAGAGATAT MGB

AGGCCTTG GATAT

GCTACACAGTCCGGAACTCTCTATAGCATCACAC

O MGB estabiliza o enlace incorporandose 6 surco menor do ADN
bicatenario creado entre a sonda e a secuencia diana. A maior
estabilidade fai que sexa mais curtas (normalmente de 13 a 20
bases frente as 18 a 40 bases das estandar)



PCR EN TEMPO REAL

AXENTES INTERCALANTES
a SYBR Green |

Annealing phase

@
@
a
® @

Extension phase (ll)

a
o
® o]
NN

@
o

End of PCR cycle




PCR EN TEMPO REAL

ure 5: PCR Phases in Linear View

Area of Detection
for Real. Time..

[DNA]

=Exponential

Linear

Tradidonal
PCR detection

ﬂaie/a u

Ethidium-Gel

Cycle #

Detection
g view Traditional
PCR deiection
Avea of Detection H /
for Real e Linear Plateau
High V ariability 'd
Ethidium-Gel
Detection
Log [DNA]

Exponential
High precision
O R TR

Cycle #



ARn

1,500

1300

1.100

1000 E1

000 E1

1000 E1

1000 B4

000 E1

PCR EN TEMPO REAL

1.000

1.000 E1

1.000 B2

1.000 E3

250 nM Probe

150 nM Probe

100 nM Probe

50 nM Probe

250 nM Probe
150 nM Probe
100 nM Probe
50 nM Probe



PCR EN TEMPO REAL

Ciclo A B
23 250,000 1,000,000
24 500,000 2,000,000
25 1,000,000 | 4,000,000
0000000 /7/

0000000 / /

Threshold oo
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MELTING CURVE: CURVA DE DISOCIACION
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