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Amplificaci6n de ADN in vitro (peR):
instrumentaci6n y metodologia basica

Hirigoycn D. (1) Bruzzoni Giovanelli H. (1) Azambuja C. (2) Stoll M. (1) (2)

SUMMARY
During the short timein which molecularbiology exits as

a science, several contributions have been made to improve
the technical revolution we are attending nowadays.

The DNA Polimerase Chain Reaction (PeR) is a technic
that allows to indentify new genes, to quantify and charac­
terize nudeotid secuences.

This paper makes a brief description ofa revolutionazy
method that may improve scientific research and may
modify diagnostic areas in a close future. Some of the
recent developments, its instrumentation and meth­
odology areestablised here.
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RESUMEN
Descle la cortaexistencia de la OOo10g[a molecular como

ciencia varias aportes han irnpulsado la veroginosa
revoluci6n tecnol6gica a la que hoy asistimos. La
amplificaci6nde ADN invitro (PeR) es una poderosa tknica
que permiIe iclentificar nuevas genes, as! como cuanti.6car y
caracterizar secuencias m~cleotldicas. En este trabajo se
presenta una breve descriptiOn del revolucionario miHoclo
(PCR),capazde estimular la investigaci6ncienUficaen todos
los 6rdenes y modificar el Mea diagnOstica en un futuro
prOximo. Se planlean brevemente algunos de los recientes
desarrollos en su instrwnentaci6n y metologta.
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INTRODUCCION Los oligonucle6tidos sintl!ricos
rnpidament'ediversasaplicaciones tiene generalmente un tamano que

La REACCION EN CADENA en el campo de la biologfa molecu- oscila entre los 10 y 30 bases de
DE LA POLIMERASA(PCR), es lar y esfera diagn6stica, como 10 largo.Cuandolas2hebrasdeADN
un nuevo.y poderoso ml!todo de indican la gran varied ad de blanco se ha separado (desna-
smtesis enzimAtica "in vitro" de publicaciones que sc reportan. turalizado), los oligonucle6tidos
ADN que permite amplificar Es la intenci6n de este trabajo hibridizanencadenasantiparalelas
ve10zmente segmentos de Acidos introduciraloslectoresenelmanejo consusextremos3'orientadoshacia
nucleicos copiandolos millones de de esta poderosa herramienta mo- el centro del segmento aamplificar.
veces en pocas horas. Su uso y lecular, describir su desarrollo, La DNA-Polimerasa lee la infor-
popularidad esta creciendo rApi- factoreslimitantesyetapascrfticas, maci6ncontenidaenlahebramolde
damenteenlamedidaqueseexplo- de la manipulaci6n y del diseno (templado) y va extendiendo la
ran nuevos campos de aplica- experimental. hebra en formaci6n por incor-
bilidad. po"ci6ndedeoxinule6tido5 trifos-

La t~nica fue desalTollada en DESCRlPCIONDELA fatos(dNTPs) en losextremos3' de
1985 por un grupo del Depar- TECNICADE cadacadena (fig. 2). Deestamanera
tamento de Genl!tica Humana de AMPUFICACIONIN se genera un par de secuencias
CETUSCorporationenEmeryville, VITRODEADN(PCR) complementarias al ADN molde
Califomiaparalaamplificaci6ndel original que pasarAn a enriquecer
gen de la B-globina humana (17) y El principio delml!todo dePCR el pr6ximo cicIo de amplificaci6n
diagn6stico prenatal de la anemia (fig, 1) es una amplificaci6n enzi- actuandocomonuevostemplados.
falciforme. (2) (19) mAtica de secuencias de ADN que Sucesivos ciclos que constan de

Avances simultAneos en el son flanqueadas por 2 oligonu- distintasfases:1)desnaturalizaci6n
campo de caracterizaci6n y puri- cle6tidos (primers) que hibridizan del ADN, 2) Hibridizaci6n del
ficaci6n de protelnas asl como el en hebras opuestas de 1a secuencia primer, y3) extensi6n por la DNA
avance de la tl!cnica, surgiendo a amplificar. polimerasa-, se repilen uno a olro,

1)Divisi6n CilOg~tica. InIIlitulo de InvesligadollCll Biol6gicas ~a<:mcnte &table~ (JIBCE). Avda ltalia 3318. ...
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Fig, 1. El ADN plude extracrse de diferentesfucntcs celutares por licnicas
convendonales. A) La secuenda a a mp'ificar de In InO MOl la de ADNdoble hebra
aparece indicada dentro del recuadro. B) Luego que elADNse ha desna tura lhada
los 2oligonucletStidos (Pl yP2) se pegnn a las zonas que Ie soncomplcmcntarias,
flanqueando elfragmento deseado. Se observa undeta/leder apnreamiento del
ofigonucUotido con fa hebra de ADN que figura dentro del reeuadro. C) La
Polimerasa ertiende los 201igonucle6tidos, copiando las hebrns moides. D) En
esfe segundo cicio de peR. cada una de las Ctmtro hebras mostTadas en C,
nparecen unidas a ,zucvas moUculas de oligonucle6tido5, y van a ser tambilfn
extendidas. As{aIfinal tie este segundo cicio se obtiene cuatTo copias doble hebra
que son idlfnticas a las iniciales. Estos productos se vtm acumulando
exponencialmente durante los sucesivos cielos.
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con temperaluras apropiadas
logrando Ja polimerizaci6n de
nuevas copias de AON que
incrementan el producto final.

La reacci6n puedeefectuarseen
hebras simples 0 dobles de AON,
asl como ADN complementario
(ADNc) originado por lranscripci6n
reversa de ARN.

EI producto generado durante
la amplificaci6n tiene una longitud
quees igual a la suma de laslongi­
tudes de las 2 primeras, m~s la
distancia entre ambos.

Este ml!todo de sfntesis "in
vitro" altamente precise y eficaz
permite en teoria duplicar el
n6.mero de copias de las hebras de
ADN en cada cicio.

Como el producto obtenido de
esa slntesis sirve de modelo para
los siguientes, cada vez que se
repiten los mismos la cantidad de
secuencias ampli-ficadas se
incrementa por 20, donde (n) es el
numero de cielos (fig.3). De esta
manera un PCR de 20 cidos
producir~ en leorfa al cabo de 2
horasaproxlmadamenleunaampli­
ficaci6n de un mill6n de veces, (2:zD)

Fig. 2. En el senD de la muestra a
amplificar se establecen diversas
interacciones entre los componentes.
A) Se esquemati%an las moliculas de
ADN que sirven de molde, los dNTPs,
sustrato para que las nuevas hebras
crezcan, los oligonucle6tidos que
inician el evenlo de neoformad6n y la
enzima que polimcri%a ta reacci6n. B)
Luego de desntlluTlIlizar las hebras de
ADN los 0ligonucle6tidos y las
moUculas deenzi,M sedisponenentre
lascadetUlSseparadasdondetienelugar
fa copia de nuevas cadenas, basadasen
la inforlMo'6n del molde. C) La en.zima
trabajando en co,ulidones de pH Y
fuerza i6nica proporcionadas por su
buffer, capta del /nedio dNTPs y los
incorpora a partir del extremo 3' del
oligonucle6tido, donde se establecen
sucesivos enlaces fosfodiester que
integran la nueva cadena.
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se dispone de programas de
computaci6n espedficos para los
0ligonucleotidos,loscualescontem4
plan e1 tamafio que debe tener el
primer, contenido en Guanina4
Citocina,energfa libre, Iugar y grado
de pegado al tern plado, etc.

A1 elegir los 2 oligonule6tidos
para PCR es importante que no
tengan bases complementarias en­
tre sf, particu1armente en los ex­
tremos3' a fin de evitar la incidencia
de dimerizaci6n entre ellos. Este
artefactodelaamplificad6n,aligual
que la formaci6n de estrocturas
secundarias denn-o de cada primer
deben tenerse en cuenta porque
ambos disminuyen la eficacia de la
reacci6n.

La especificidad del pegado del
oligonule6tido al ADN a amplificar
es proporcional a la longilud de los
mismos, es decir, cuanto mAs bases
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COMPONENTES DE LA
REACCION

De 10 antedor se ded uce que las
complejas inleracciones cinHicas y
bioqulmicas que tienen lugarentre
los componentes de la reacci6n
determinan Ia calidad del producto
y porconsiguienteel correcto ajuste
de los mismos.

El desarrollo del peR involucra
basicamente lacombinaci6n de una
muestra de ADN, oligonule6tidos,
dNTPs y la enzimaTaq Polimerasa
cansu buffer, loscuales se somelen
a reiterados cidos de aumento de
temperatura y enfriamiento.

Los iniciadores de la reacci6n
"oligonucle6tidos" son pequeiios
segmentos deADN de10a3Obases
en promedio, imprescindibles para
la correcta ampHficacilm de seg­
mentes g~nicos.

Existen publkados bancos de
secuencias g6nicas donde Hguran
1a composici6n en bases de los
diferentes genes animales, vege­
tales, humanos, de agentes mkro­
bianos, etc.

Es posible acceder a ellos para
efecluarconsultas buscando la 0 las
regiones mtis adecuadas en el
diseiio de los oligonule6tidos, se-

A continuaci6n se analizan leccionando aquellas zonas que
variosdeloseJementosquesedeben pennitan amplificaciones mtis efi4
tener en cuenta para realizar una dentes.

i1am~n~PJl~iH~'c~a~c~i6~n~ti~ti."p(O~d~e~A~D;;;;,:,N~,:,.,,,,,,,,,,,,,,,,,~p~a~,~a~fa~c~il~i~laraun mtis 5u diseno

Fig. J. A) GrafieR del perfil termal con tres ciclos
cOn5ecutivDs de una reacd6n de peR comnmcionn.l.£n este
ejmplo: se utiliza 9.9<: para desnaturatizar las dobles
hebras de ADN, 54RC para penniN,. el pegado de los
oligonucle6tidosa sus sitios complementarios, y 72'Cpara
que fa. enzima incorpore sNfPs extendiendo la hebra
naciente.B) Incremento exponencial de secuendas
atnplificadas, la cantidad de producto obtenido es{unci6n
del ntl.mero de cidos a que se sotnete la reacd6n. Como se
indiM enelesquema si tooas Ins hebras moltlesonextendidas
en cada cido, se obtiene un producto que nuevamente
servirdde molde y que es eldoble del cido anterior. En estas
cotuiiciones una reacd6n de amplificaci6n con 20 ddos
incrementarfa losfragmentos aproximadnmente un mil16n
deveces.



tenga el primer menos posibilidad
existe de que su secuencia serepila
en la hebra molde.

Cuando se realiza la uni6n de
Wl pardebases Guanina y Citocina
(G+q se hace por 1 puente de
hidr6genom~squeelparAdenina~
Timina (A+T), volviendo la uni6n
m~sestable.

Basado enesto se busca que los
oligonucle6tidos tengan Wl mayor
contenidoenGyCquedeAyT,asi
se asegura una buena hibridaci6n
del complejo oligo~templado.

Las amplificaciones conven­
conales (pcR sim~trico)utilizan la
mismaconcentraci6ndecadaoliga.
nucle6tido, sin embargocuando se
hace PCR asim~trico se efectUan
amplificaciones con uno de los dos
primers enconcentraci6nlimitan teo
De esta forma luego de 10 0 15
cidos uno de los 0ligonude6tidos
disminuye y en los cidos reslantes
segenerancopiassolamente de una
hebra del ADN original (9). Este
m~todo se puede efectuar en 2
etapas, 0 bienenunasolacolocando
inicialmente una relaci6n dese­
quilibrada en la concentraci6nmo~
lar de primers.

Con este encare metodol6gico
se puede efectuar el secuen­
ciamiento de la hebra amplificada
(13) (14).

Losoligonule6tidosel igualque
las proteinas y los anticuerpos
pennitendisei\arinteresantesestra­
tegiasdeacoplamiento desusl:ratos.

Es posible la adici6n de
infonnaci6n sm alterar la reacci6n
de amplificaci6n, por ejemplo,
secuencias no complementarias at
ternplado quesefijan en el extremo
5' de los oligonucle6tidos y que se
incorporan en el producto ampli~

ficado bajo forma de nuevos sitios
de restricci6n enzim~tica (20) 0

elementos regulatorios (promo­
tores).

Se pueden maI'Car los o1igo~

•

nucle6tidoscon fluorocromos (Iso~

tiocianato de Fluoresceina), Roda~
mina, etc) 0 componentes enzj­
m~ticos (Biotina, etc), desa~

1T01lando ingeniosos ensayos de
complernentaci6n de colores que
permiten distinguir varios agentes
infecciosos 0 distin tos loci de ADN
amplificados simult.1neamente (3)

Con la u tilizaci6n de oligo­
nucle6tidos disei\ados al azar, que
peganarbitrariamenteen diferentes
zonas del ADN tambi~n es posible
encararun rastreo gen6mico, iden­
tificado los patrones de bandas
genotipo especificos obtenidos
luego de Wla amplificaci6n con
estos primers (1) (24).

Este es uno de los m~s recientes
encares de mapeo gen6mico por
PCR que se viene llevando a cabo
conmultiplesaplicacionesentrelos
que se destacan el identificar
marcadores que identifiquen loci
asociados a caracteres de inter~s

p,oductivo. (11) (12) (23).

ENZIMAS

Inicia1mentelaamplificaci6ndel
ADN se efectuaba con el fragmento
Klenow de laDNA polimerasa Ide
E. coli (16), una enzima que se
inactiva con allas lemperaturas a
!,as que se somete la reacci6n para
desnaturalizarel ADNencadaciclo.

Hoy gracias a la existencia de
microorganismos arquibacteriales
termofilicos ca paces de crecera 7fP
y 7[,Q, Yal ingenio del hombre por
reconocersuaplicabilidad sepuede
obtener a partir de Temtophilu8
aquaticu8, cepa Y11, aislada de un
geiserenYeUowstoneNationalPark
(2), enzimas que trabajan con
temperaturas6ptimasmAselevadas
(18).

Con esta enzima, y otras
comercialmentedisponibles, ya-sea
naturales 0 recombinantes, se sim­
plifica su adici6n una sola vez,

permitiendo que la enzima "foto~

copie" el ADN en millones de
ejemplares mejorando la espe­
cificidaddel productoamplificado.

Estas polimerasas son muy
rnpidas llegando en eI caso de la
Taq ADN Polimerasa a sintetizar
aproximadamente150 nucle6tidos
/ segundo / mol de enzima. (8)

La Taq Polimerasa nativa puri­
ficada de Termophilus aquaticus
existe de fonna recombinante ex­
presada en E. coli, presentando
ambasactividad5'~3' exonucleAsica
equivalente.

Se estima que el porcentaje de
incorporaci6nerr6nea porparte de
estas durante cada cicio es de Wla
base cada 10· nude6tidos (18),
variando esla ciha segt1n sean las
condiciones en que se efectUe la
reacci6n (4).

LaVent~Polimerasaobtenida de
una Archibacteria marina tenno­
filica Thermococcus liloralis oJTece
una mayor resistencia ~rmica,pero
tambi~n mayor actividad exo~

nucle~sica que debe tenerse en
cuenta al momenta de su uso.

Sin embargo, estcin surgiendo
nuevasenzimasmutadas para estas
actividades exo-nule~sicas que
reunen mejores condiciones de
tennoestabilidad.

Hay enzimas que poseen
adem~sde la funci6n polimerizante
actividad de trasncriptasa reversal
permiliendo obtenereficientemente
cADN directamente de ARN (15),
luego amplificarlo en un simple
tubo, con tan s610 modificar las
condiciones i6nicas.

Tienen 1a ventaja de que
funcionan a elevadas ternperaturas
desestabilizAndose las regiones
secundarias de RNA y superando
los problemas vistos con 1a
Transcriptasa reversa del virus de
leucemia murina (RT).
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OBTENCION Y TIPOS DE
MUESTRAS

TABLAI. PROCEDIMIENTOS PARA MINIMIZAR LOS
ERRORFS DE LA REACCION

• AUCUarAR TOOOS LOS REACTIVOS

• SEPARAR lAS REACCIONES ANTES Y DESPUES DEL PeR

• DISPONER CONTROLES POSITIVOS YNEGATIVOS

• USAR PIPETAS DE DESPU\ZAMIENTO POSUNO

previas (carry over), 0 bien mate­
rial ex6geno que incide ruanda la
secuencia blanco se halla en poca
cantidad at iniciarse la reacci6n.

El carry over ha sido un pWlto
sabre el cual se dirige mucho la
atenci6n, pues es posible que la
contaminaci6n con secuencias de
ADN multiplicadas millones de

* SELECClONAR CRrrERIOSAMENlE CADA CONTROL

• EN LO POSIBLE DESTINAR UN AREA EXCWSNA PARA PCR

donde es similar el caso.
Debido a la enorme capacidad

amplificadora del m~lodo, se
pueden generar millones de copias
de una secuencia g~nica, asf como
de secuencias no deseables. Esto
6ltimo se ve agudizado funda­
mentalmente por contaminaci6n
con productos de amplilicaciones

La efectividad de la reacti6n
depende del estado de pureza en
que se encuentra la muestra que se
va a analizar. Es posible efectuar
diagn6sticos a partir de muestras
crudas 0 semiprocesada sin nece­
sidad deextraer to lalmenteel ADN,
at tratar los especimenes con
algunos detergentesysolventes que
los exponen faci1itando la reacti6n
de amplificaci6n. Entre los espe­
ctmenes a analizar se cuentan san­
greentera, suero,leche, semen, de­
trituscelulares, mMula 6sea, restes
tisulares en diferentes grados de
descomposici6n, etc. (7) (10).
Tambi~n es posible rastrear
pat6genos en aguas residuales
donde existe bastante materia
orgAnica agregada, 0 en alimentos

Albendazole polvo
ALBENDAZOLE AL 75%

LAlIOlIA10RlO

Revan
.Guayaq1l1 3095 Montevideo



veces en PCR antedores puedan
interferir con la reacci6n, al ser
vehiculizadas por los buffers, agua,
micropipetas de rrabajo, etc.

Para reduCrestos problemas se
prescriben una serie de medidas
(5), como las que se resumen en la
Tabla 1, y otras que se cHan
seguidamente: reducir el niimero
de ciclos al minima para evitar el
aumento del contaminante. Se­
leccionar con buen criterio los
controles positivos y negativos.
Colocar tubos sin ADN que
permitan detectar productos no
deseables.

Usar buffers y reactivos ali­
cuotados; utilizaci6n de areas y
micropipetas exclusivas para el
desarrollo de la t~otica.

Adicionar los distintos com­
ponentes de la reacci6n de ampli­
ficaci6n antes deadidonarel AON.

Tapar cada rubo luege de la
adici6ndeADN y antes de proceder
con los otros rubos.

Inactivar el producto con
irradicaci6n ultravioleta de corta
longitud de onda previa a la
amplificaci6n de 1a mezcla (21).

LlMITES DE LA
AMPLIFlCAClON

El tamafio del fragmento g~nico

capaz de copiarse por la repctici6n
de los cidos es bastante grande
existiendo reportes de fragmentos
de 10.2 kb que han pediclo ser
amplificados a partir de tejidos
fijados y embebidos en parafina
(22).Con la purificaci6n de nuevas
y mAs potentes enzimas, ast como
con el desarrollo de mejores
cidadores (6), se van oplimi7.ando
las condiciones tl!oticas de ampli­
ficaci6n y por consiguiente
aumentando el tamano de los
fragmentosobtenidos; porotro lado
el m~todo tambi~n va cobrando
mayorespecificidad.

La atenuaci6n de la velocidad
de amplificaci6n exponencial del
producto acumulado ocurreen los
ultimos dclos, existiendo una
marcadacaldaa partir de losciclos
30. En este fen6meno la propia
enzima determina el agotamiento
ademAs de varios otros factores;
como ser:1) u tilizaci6nde sush'a tos
(dNTPs), enzima), 3) com petencia
de! los maccionanles por productos
no especlficos 4) incompletas
desna-turalizaciones del producto
poraumento desu concentraci6n,
5) polimerizaci6nyreanillamiento
del producto de la amplificaci6n
ruando supera los 10" moles.
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