
Iniciación a la experimentación en el ámbito de la 
Biología Celular, Molecular, Genética y Evolutiva

Tema 4. Técnicas de Genética 
Molecular que permiten el 
análisis de la función de 
una proteína



• Existen diversas técnicas de Genética Molecular
que permiten el análisis funcional de secuencias
de DNA que codifican proteínas.

• En este tema vamos a presentar algunas de las que
permitirían expresar una proteína recombinante
(por ejemplo, una versión de la proteína MC1R) y,
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(por ejemplo, una versión de la proteína MC1R) y,
posteriormente, analizar el efecto fenotípico que
se produciría a nivel de expresión génica.

• El Esquema de Trabajo en el que se incluyen varias
técnicas moleculares sobre las que se tratará en
este tema, aparece en la siguiente diapositiva.
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Imagen de Nadine90 (autor) (publicada en 
commons.wikimedia 

(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:2ml_eppen
dorf_tubes.jpg?uselang=es) bajo Licencia Creative 

Commons BY-NC-SA)
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En este tema, presentaremos sucintamente las
técnicas que pueden utilizarse para los apartados que
aparecen marcados en rojo en el Esquema de Trabajo
anterior, y que son los siguientes:

1.Extracción y análisis de DNA
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2.Amplificación de secuencias mediante PCR
3.Transfección de plásmidos de expresión en células de
mamífero
4.Análisis del fenotipo: cuantificación de la expresión
de un gen



1.- Extracción y análisis de ácidos 
nucléicos

• Dependiendo del tejido a partir del cual quiera realizarse la
extracción de ácidos nucléicos, es posible que deba aplicarse
alguna metodología previa que permita disociar el tejido y
analizar la viabilidad celular
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•A continuación se presentan algunas metodologías aplicables
para:

A. Disociación de tejidos
B. Separación de células
C. Análisis de viabilidad
D. Lisis celular
E. Extracción, purificación y cuantificación de ácidos nucléicos
F. Separación y análisis de fragmentos



A.- Disociación de una muestra tisular 

• Fragmentación mecánica: corte, triturado, sonicación, abrasión en 

mortero (con arena, albúmina, bolas,…)

• Disgregación química: rotura de matriz extracelular e uniones 

Técnicas de Genética Molecular Tema 4

6

intercelulares (solución isotónica, detergentes, quelantes de Ca++

como EDTA,…)

• Digestión enzimática: proteasas (como colagenasa, proteinasa K, 

tripsina,…)



La separación celular puede realizarse mediante diferentes métodos. Los 
más habituales son:

1.- Por centrifugación diferencial, zonal o isopícnica (Mark Frei. 
Centrifugation Separations. [Internet]. MO, USA: Sigma-Aldrich. BioFiles 
Volume 6, Number 5 [citado el 25 oct.  de 2016]. Disponible desde: 
http://www.sigmaaldrich.com/technical-
documents/articles/biofiles/centrifugation-separations.html)
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B.- Separación celular
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documents/articles/biofiles/centrifugation-separations.html)

2.- Por citometría de flujo (Derek Davies. Cell Sorting by Flow Cytometry. 
[Internet] New Jersey, USA: M.G. Macey Humana Press [citado el 25 oct.  de 
2016]. Disponible desde: http://www.facs.ethz.ch/docs/lit) (Davies 2007)

3.- Por afinidad con partículas magnéticas (MACS Technology [Internet]. 
Miltenyi Biotec [citado el 25 oct.  de 2016]. Disponible desde: 
http://www.dartmouth.edu/~dartlab/uploads/MACS_Technology_Flyer.pdf)



C.- Caracterización y análisis de viabilidad 
celular
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La caracterización y análisis de viabilidad suele realizarse
mediante diferentes técnicas (Schwab, 2014). La más habitual es
mediante microscopía de contraste de fases, que permite
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• Contar las células, determinar su integridad y viabilidad, 
función metabólica,...

• Para el análisis celular se suelen utilizar colorantes (como el 
azul tripan) o fluorocromos

• Más información en: Nexcelom Bioscience [Internet]. 
Massachusetts, USA: Nexcelom  [citado el 25 oct.  de 2016]. 
Disponible desde: 
http://www.nexcelom.com/Applications/measure-cell-
viability-using-trypan-blue-or-AOPI.php#feature1a



D.- Lisis celular
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• A veces, se realiza la lisis celular de forma simultánea a la
preparación de la muestra (homogenización)

• Para ello, se usan medios hipotónicos, detergentes,...
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• Para ello, se usan medios hipotónicos, detergentes,...
• En el proceso se debe garantizar la integridad del DNA, por lo

que es habitual es uso de inhibidores de nucleasas (EDTA,
DEPC,...), guantes,...

• Si se quiere trabajar con RNA: deben adoptarse medidas
adicionales que eliminen las RNasas (temperaturas
elevadas, uso de productos químicos específicos como

DEPC, etc) ya que el RNA es especialmente degradable por
ribonucleasas (Brown & Audet, 2008)



Pueden utilizarse diferentes metodologías, dependiendo de los objetivos (Nicholl, 
2008, Wink, 2011):

•Disolventes orgánicos: es la técnica más común para extraer y precipitar 
cualquier tipo de ácido nucléico (Sambrook J. and Russell DV. Purification of 
Nucleic Acids by Extraction with Phenol:Chloroform. Protocols  [Internet]. USA: 
Cold Spring Harbor Press  [citado el 25 oct.  de 2016]. Disponible desde: 
http://cshprotocols.cshlp.org/content/2006/1/pdb.prot4455.full)

E.- Extracción de ácidos nucléicos
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•CsCl: se suele utilizar para obtener grandes cantidades de DNA plasmídico 
purificado (Noles SR.Traditional Methods for CsCl Isolation of Plasmid DNA by 
Ultracentrifugation. [Internet].  USA: Thermo Fisher Scientific [citado el 25 oct.  de 
2016]. Disponible desde: 
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/brochures/D17309~.pdf)

•Columnas con material adsorbente: se suelen utilizar para cualquier tipo de 
ácidos nucléicos y son la base de los kits comerciales para extracción y 
purificación (Kennedy S. How DNA extraction kits works in the lab [28 jun. De 
2010; citado el 25 oct.  de 2016] In: The missing manual for bioscientists. USA: 
BitesizeBio [Internet]. Disponible desde: http://bitesizebio.com/13516/how-dna-
extraction-rna-miniprep-kits-work/)



Cuantificación de ácidos nucléicos
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Habitualmente, la cuantificación se realiza por espectrometría
de luz u.v a 260 nm: se mide la densidad óptica (OD) de una
muestra acuosa que contiene el ácido nucléico de interés. La
absorbancia u OD es dependiente del tipo de ácido nucléico y
proporcional a la concentración existente en la solución acuosa
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• 1 mg/ml de DNA duplexo tiene una A260 de 20, por lo que 1 OD 
de dsDNA corresponde a una concentración de 50ug DNA/mL

• 1 mg/ml de RNA simplexo tiene una A260 de 25, por lo que 1 OD 
de ssRNA correspode a una concentración de 40 ug RNA/mL

proporcional a la concentración existente en la solución acuosa
(Nicholl, 2008; Wink, 2011):



Pureza de una muestra de ácidos nucléicos
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•Las muestras de ácidos nucléicos suelen estar asociadas a 
proteínas, las cuales tienen una absorción máxima a 280 nm. 

•Para estimar el grado de pureza de una solución de ácidos 
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•Para estimar el grado de pureza de una solución de ácidos 
nucléicos, se estima la relación A260/A280.

•Para DNA, si esta relación es ≥ 1,8 se considera que la solución 
es pura

•Para RNA, si esta relación es ≥2,0 se considera que la solución 
es pura



F.- Separación y análisis de fragmentos 
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•Existen diferentes métodos para separar moléculas de 
ácidos nucléicos

•Para diferenciar fragmentos de diferente tamaño, el 
método habitualmente utilizado es la electroforesis en gel 
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método habitualmente utilizado es la electroforesis en gel 
de agarosa

•Información adicional sobre métodos de separación:

Separation[Internet]. Vermont, USA: University of Vermont. 
[citado el 25 oct.  de 2016]. Disponible desde: 
http://www.uvm.edu/~biology/Classes/296D/12_Separation
.pdf

(Lee et al. 2012)



Electroforesis en gel de agarosa
• Se genera un gel con un entramado molecular que ayudará a separar 
fragmentos de diferente tamaño en una mezcla de fragmentos de DNA o 
RNA, tras la aplicación de una corriente eléctrica

• Para generar el gel se prepara una solución de agarosa al 1-2% en un tampón 
(normalmente TAE) a un pH 8.2-8.4

•La solución se hierve para homogenizar la agarosa

•Se deja enfriar ligeramente y se añade EtBr, un agente que se intercala en 
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•Se deja enfriar ligeramente y se añade EtBr, un agente que se intercala en 
moléculas de ácidos nucléicos duplexas y que es fluorescente a la luz 
ultravioleta 

•La solución se vierte en un molde en el que se marcan pocillos en los que 
luego se introducirán soluciones de DNA o RNA y se deja enfriar hasta su 
solidificación

•Tutorial sobre electroforesis en agarosa: Agarose Gel Electroforesis 
[Internet] BioRad [11 oct. De 2012; citado el 25 oct.  de 2016]. Disponible 
desde: https://www.youtube.com/watch?v=vq759wKCCUQ
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2.- Amplificación de secuencias mediante PCR

• La PCR (reacción en cadena de la polimerasa) es un método que

permite amplificar de un modo eficiente y rápido fragmentos

de DNA mediante el uso de un enzima denominada Taq DNA
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de DNA mediante el uso de un enzima denominada Taq DNA

polimerasa, que tiene capacidad de síntesis de moléculas de

DNA a partir de una hebra molde, a temperaturas óptimas

elevadas (entre 75-80ºC)
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PCR

• La técnica consiste en realizar in vitro múltiples copias de un
fragmento de DNA específico (amplificar una región
genómica concreta), utilizando para ello el DNA duplexo
original como molde.

• La especificidad en la región genómica a amplificar se
consigue utilizando pequeñas secuencias de nucleótidos
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consigue utilizando pequeñas secuencias de nucleótidos
(oligos) complementarios a las secuencias que flanquean la
región genómica que se quiere amplificar (cebadores). Estos
cebadores hibridan con el DNA molde en las secuencias que
flanquean la región genómica de interés.

• El DNA molde se replica in vitro mediante un enzima termo-
resistente (enzima Taq polimerasa) tras su desnaturalización
e hibridación de los cebadores.

• La reacción de replicación se repite cíclicamente.
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•dNTP

•Cebadores (oligo o primers)

Elementos necesarios para realizar una reacción 
de PCR
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•Mg2+ (co-factor de la polimerasa)

•Tampón (para mantener el pH de la 
reacción)

•Taq polimerasa

•DNA molde (el genoma que se quiere 
amplificar)

Equipo para realizar las 
reacciones cíclicas de PCR 

de forma automática:  
Termociclador

Imagen de Database Center for Life Science (DBCLS) (autor) 
publicada en commons.wikimedia 
(https://commons.wikimedia.org/wiki/Category:Thermocyclers#
/media/File:Thermal_cycler_2.png bajo Licencia Creative 
Commons BY-NC-SA)



Cada ciclo contiene 3 etapas:
• Desnaturalización: el DNA duplexo molde se calienta a 92-

95ºC para que las dos hebras se separen
• Hibridación: cuando la temperatura baja (a unos 50-55ºC) los

cebadores que están en la reacción hibridan con las
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Etapas de una PCR
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cebadores que están en la reacción hibridan con las
secuencias complementarias del DNA molde

• Elongación: a partir del extremo 3’ del cebador hibridado, el
enzima Taq polimerasa añade nucleótidos por
complementariedad con la hebra molde. Esta reacción se
realiza a 72-75ºC



Ciclos de una PCR
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• Puesto que se trata de generar múltiples copias de una región
genómica concreta, el proceso que sucede en cada etapa se
repite durante múltiples ciclos.

• Cuantos más ciclos se realicen, mayor será el número de copias
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que contendrá el producto final (hasta la saturación del sistema
o el agotamiento de los productos necesarios para la síntesis).
Un número de ciclos habitual es 30.

• Como el proceso de amplificación es exponencial, en una
reacción con 30 ciclos se obtendrán 230 copias por cada doble
hebra de DNA original.
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En la web, existen numerosos vídeos que se pueden consultar para 

obtener más detalles sobre la técnica de PCR. Aquí recogemos un 

vídeo explicativo y un tutorial:

• PCR-Polymerase Chain Reaction- Simple Animated Tutorial 
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Información adicional sobre PCR
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• PCR-Polymerase Chain Reaction- Simple Animated Tutorial 

[Internet]. Thermo Fisher Scientific  [1 jun. de 2012; citado el 25 oct.  

de 2016]. Disponible desde:

https://www.youtube.com/watch?v=DkT6XHWne6E

• How to Set up the PCR Reaction[Internet]. Thermo Fisher 

Scientific [28  feb. de 2013; citado el 25 oct.  de 2016]. Disponible 

desde: https://www.youtube.com/watch?v=NYlT3f-

MZ5o&nohtml5=False
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Diseño de cebadores (o primers)

• Para realizar una reacción de PCR que amplifique
específicamente una región genómica, resulta
fundamental diseñar correctamente los cebadores
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fundamental diseñar correctamente los cebadores
(Diffenbach et al 1993)

• Para ello, la secuencia del DNA molde debe ser conocida

• Cada primer individual debe contar con una longitud de
18-24 bases.

• La distancia entre los cebadores (tamaño del fragmento a
amplificar) no debe ser superior a 1 kb



Para una correcta amplificación, no debe existir complementariedad intra–
o inter– primers.

Complementariedad intra – primer (si es de más de 3 bases), facilita que los 
primers se plieguen y formen estructuras de doble cadena, lo cual interfiere 
en su alineamiento al DNA molde
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Complementariedad en cebadores

TGTACGAGGCC5´
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en su alineamiento al DNA molde

Complementariedad inter – primer: los dímeros entre los cebadores, 
producen una disminución en la formación de producto, por competencia 
(tiene más efecto negativo si ocurre en extremos 3’, donde se une la DNA 
polimerasa).

23

ACCGA

TGTACGAGGCC
G

5´

3´

GGTTCACGCTGCAGGTCT

TGTACGAGGCCAGCCCA5´

3´ 5´

3´
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Tm de los cebadores

• Tm (T melting) es la temperatura a la cual la mitad de las bases del primer
están apareadas con el ADN molde.

• Es importante considerar el valor de Tm porque una pareja de cebadores
debe tener Tm parecidas (±5ºC ) y su valor debe estar entre 50-65ºC. Esto
significa que el contenido GC debe ser similar entre ambos cebadores y que
debe estar entre 50% y 60%
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debe estar entre 50% y 60%
• El valor de Tm se puede calcular utilizando las fórmulas de abajo,

dependiendo de si el tamaño del cebador es menor o mayor de 13
nucleótidos (nt)

Tm = 4 x GC + 2 x AT <13 nt
Tm= 64.9 +41*(yG+zC-16.4)/(wA+xT+yG+zC) >13 nt

Existen programas para calcular automáticamente el Tm de cebadores
http://www.biophp.org/minitools/melting_temperature/demo.php?formula=basic
http://www.promega.com/a/apps/biomath/index.html?calc=tm
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Secuencia de los cebadores

• La secuencia de los primers individuales debe iniciarse y
terminarse con 1 ó 2 bases púricas

• Deben evitarse regiones con potencialidad para formar
estructuras secundarias internas
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• Pueden agregarse secuencias adicionales en el extremo 5’ del
primer (no incluirlas cuando se estima la Tm del primer)

• Se pueden agregar degeneraciones en algunas posiciones del
primer

• Debe evitarse una T en la última base del extremo 3’

• Deben evitarse mismatches en el extremo 3’
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Otras variables a considerar en el diseño de 
cebadores

• La Temperatura de hibridización (T annealing) de la reacción de
PCR depende de la Tm de los primers
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• T annealing debe ser 5ºC menos que la Tm más baja del par de
primers elegidos

• T annealing debe ser de, al menos, 50º C.
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Diseño de cebadores: Denominación

5’__________________/ ……………………/__________________3’

CATTCCGTCAATTCCGG            GATTCCAGCGTATAAGC

GTAAGGCAGTTAAGGCC            CTAAGGTCGCATATTCG
3’_________________/  …………………/ __________________5’

DNA MOLDE 
DUPLEXO, 

DESNATURALIZADO

2727

5’__________________/ ……………………/__________________3’

CATTCCGTCAATTCCGG            GATTCCAGCGTATAAGC
3’CTAAGGTCGCATATTCG5’

5’CATTCCGTCAATTCCGG3’
GTAAGGCAGTTAAGGCC            CTAAGGTCGCATATTCG

3’_________________/  …………………/ __________________5’

Cebador directo
Cebador reverso

CADA CEBADOR 
HIBRIDA CON UNA 

HEBRA MOLDE 
DIFERENTE. AMBOS 

CEBADORES 
FLANQUEAN LA 

REGIÓN QUE 
AMPLIFICARÁ
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Diseño de cebadores

Para diseñar cebadores específicos para un gen determinado, 
se proponen los siguientes pasos:
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1.- Buscar la secuencia del gen en la web NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Por ejemplo, buscar la secuencia del gen MC1R o Melanocortin 
1 receptor, de Homo sapiens)

2.- Diseñar los cebadores empleando herramientas 
bioinformáticas, como la página del NCBI y el software libre 
Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)
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1.- Buscar la secuencia del gen MC1R o Melanocortin 
1 receptor humano

2929
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Interfaz gráfico obtenido
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La secuencia corresponde siempre a la hebra 
codificante: 5´→3´
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Para diseñar los 
cebadores, seleccionar 
la secuencia codificante 

(CDS): 6381-7334

Interfaz parcial  en formato Genebank

3131

(~ 1 kb)
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2.- Obtener la secuencia del gen en formato 
FASTA

3232
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3.- Introducir la secuencia en formato FASTA en el programa Primer3

4.- Proponer un cebador, el tamaño de amplicón que se quiere obtener y 
pedir análisis de cebadores

Secuencia del gen en 
formato FASTA

3333

Secuencia de 
cebador directo

Tamaño de amplicón (~ 1 kb)

Analizará el cebador propuesto y propondrá
el cebador reverso
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5´→3´

Cebador directo
Cebador reverso

Interfaz parcial  de la respuesta de Primer 3: características de 
cebadores

Tamaño de 

3434

5´→3´Tamaño de 
amplicón
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5´

Forward 
o Directo

Interfaz parcial  de la respuesta de Primer 3: lugar de hibridación de cebadores

3535

3´

Reverse o 
Reverso
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PCR para realizar una clonación molecular: cebadores con 
colas portando dianas de restricción

Diana de 
restricción B

5’__________________/ ……………………/__________________3’

CATTCCGTCAATTCCGG            GATTCCAGCGTATAAGC
3’CTAAGGTCGCATATTCG5’

3636

Diana de 
restricción A

3’CTAAGGTCGCATATTCG5’

5’CATTCCGTCAATTCCGG3’
GTAAGGCAGTTAAGGCC            CTAAGGTCGCATATTCG

3’_________________/  …………………/ __________________5’

Cebador directo
Cebador reverso

A los cebadores diseñados, se les puede añadir una corta 
secuencia en el extremo 5’ que incluya una secuencia diana de 

un enzima de restricción concreto
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PCR para realizar una clonación molecular: cebadores con 
colas portando dianas de restricción

Tras la amplificación, cada fragmento obtenido por PCR estará
flanqueado en cada extremo por una diana para un enzima

5’

5’3’

3’

3’

5’

Diana Diana Diana Diana 

3’

5’

3737

Diana 
A

Diana 
B

Diana 
A

Diana 
B

Si digerimos con ambas enzimas, se obtienen fragmentos con 
extremos diferentes que pueden ser clonados en un vector de 

expresión digerido con A+B

5’ 3’
3’ 5’
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3.Transfección de células de mamífero

• La transfección es la introducción de genes en células eucariotas mediante

el empleo de constructos de DNA, utilizando para la transferencia plásmidos

recombinantes (u otras herramientas) y alguna metodología que facilite la

introducción de estas construcciones en el núcleo celular.

3838

• Los plásmidos muestran una baja toxicidad y, en general, son de bajo coste

y fácil manejo, por lo que suelen ser frecuentemente utilizados.

Los plásmidos de expresión  permiten obtener gran cantidad de la proteína 
obtenida a partir de la secuencia nucleotídica clonada e investigar el 
fenotipo que se produce por esa expresión. 

• Algunos plásmidos de expresión permiten regular los niveles y las 
condiciones en las que expresar la proteína de interés.
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Ejemplo de un plásmido de expresión en mamíferos

Polylinker 
(agrupación de dianas 
únicas de enzimas de 

restricción)

Resistencia a la 
Ampicilina (selección de 
bacterias transformadas)

Promotor vírico, expresión 
constitutiva en células de 

mamífero

HinDIII

KpnI

BamHI

BstXI

EcoRI

EcoRV

AmpR

Pcmv

3939

Origen de replicación 
bacteriano

(independiente de la 
replicación del 

cromosoma bacteriano)

Neomicina (selección de 
células de mamífero 

transfectadas)

Señales para el uso del plásmido 
en bacterias

Señales para el uso del plásmido 
en células de mamífero

pcDNA3

5446 bp

EcoRV

..

Col1E
NeoR
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Métodos de transfección en células de 
mamíferos

La transfección con plásmidos se puede realizar utilizando métodos químicos

(como la utilización de liposomas) o físicos (como la electroporación, el

bombardeo de partículas, la micro-inyección directa de DNA, etc.)

METODOS COMENTARIOS

Liposomas eficaz, no tóxico, sencillo

4040

Fosfato cálcico baja eficiencia

Electroporación eficaz, supervivencia comprometida 

Microinyección       cara, difícil, eficaz

Biobalística células vegetales

Retrovirus muy eficaz, trabajoso, requiere habilidad

(Kim & Eberwine, 2010) 
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Transfección mediante liposomas

•La transfección mediante liposomas tiene una alta eficiencia y una reducida

toxicidad por lo que suele ser un procedimientos de elección.

•Se trata de polímeros de poliamidoaminas y lipopoliaminas con cargas positivas

que se unen a las cargas negativas del DNA formando vesículas multilaminales.

•Las vesículas portadoras de DNA interactúan con los lípidos de la membrana celular,

facilitando la transferencia de su carga (los ácidos nucléicos) al interior de los

4141

facilitando la transferencia de su carga (los ácidos nucléicos) al interior de los

núcleos de las células eucariotas.

•Ejemplo: One focus. Transfection [Internet]. USA: Mirus Bio LLC [citado el 25 oct.  de 

2016]. Disponible desde: https://www.mirusbio.com/transfectopedia/methods

•Tutorial de transfección:

DNA transfection using jetPRIME reagent [Internet]. USA: Chain de Polyplus 

Transfection . Polyplus [15 mar. de 2011; citado el 25 oct.  de 2016]. Disponible desde: 

http://www.youtube.com/watch?v=G39wNXaZPX4&feature=em-share_video_user



Los plásmidos recombinantes transfectados llevan 
secuencias que permiten:

1.- la selección de las células que portan los plásmidos de 
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Expresión de genes transfectados
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1.- la selección de las células que portan los plásmidos de 
interés
2.- la sobre-expresión del gen clonado

Información adicional: Patrick M. Plasmids 101: Mammalian 
Vectors [25 mar. de 2014; citado el 25 oct.  de 2016]. In:  
Addgene´s Blog [Internet] Addgene. Disponible desde: 
http://blog.addgene.org/plasmids-101-mammalian-vectors



EXTRACCIÓN 
de RNA total

EXTRACCIÓN 
de RNA total
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4. Análisis del fenotipo tras sobreexpresar una proteína: método sencillo 
para evaluar cambios en la expresión génica

Línea celular  
que 

sobreexpresa P 

Línea celular  
control 
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PCR PCR

Retrotranscripción Retrotranscripción
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RNA

Migración en 
electroforesis

cDNA

RNA

Migración en 
electroforesis

cDNA

Comparar 
intensidad 
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Extracción de RNA con el reactivo TRIzol®  

• El TRIzol® es un reactivo comercial (Life Technologies Inc., Gibco BRL),

consistente en una solución de fenol y tiocianato de guanidina que permite

aislar RNA total intacto a partir de células y tejidos mediante un solo paso de

extracción.

• Durante el proceso, el TRIzol permite separar el RNA del DNA, las proteínas y

4444

demás componentes celulares. El reactivo TRIzol contiene los siguientes

componente.

a) Fenol saturado: provoca la separación y estabilización de lípidos y

permite la separación de las proteínas, DNA y RNA en diferentes fases

(ver después)

b) Tiocianato de guanidina: provoca la desnaturalización de las proteínas

(incluidas RNasas), la ruptura de membrana plasmática y la separación

del RNA de los ribosomas.



La extracción de RNA se realiza en varios pasos:

1. HOMOGENIZADO de la muestra: la resuspensión de las células en 
trizol permite su lisado y la estabilización de sus componentes 
celulares. Cuando se incuba en trizol la muestra homogenizada, se 
consigue la disociación completa de los complejos de nucleoproteína.

Extracción de RNA con el reactivo TRIzol®  
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consigue la disociación completa de los complejos de nucleoproteína.

2.- SEPARACIÓN EN FASES: si al trizol se le añade cloroformo, tras 
centrifugación aparecen dos fases: una roja en la parte inferior (fase 
de fenol-cloroformo) y otra superior (fase acuosa) y transparente. Los 
lípidos quedan en la fase orgánica, las proteínas y el DNA en la 
interfase y el RNA en la fase acuosa (la fase acuosa suele representar 
el 60% del volumen de trizol utilizado en la homogenización). 
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Extracción de RNA con el reactivo TRIzol®  

3.- PRECIPITACIÓN DEL RNA: el RNA de la fase acuosa puede precipitarse 
con isopropanol, un alcohol miscible en agua que provoca la deshidratación 
del RNA, de forma que se puede precipitar mediante centrifugación. El RNA 
precipitado forma un ligero pellet en el fondo del tubo

4.- LAVADO DEL RNA: El RNA precipitado suele estar acompañado de sales. 
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4.- LAVADO DEL RNA: El RNA precipitado suele estar acompañado de sales. 
Para la eliminación de las sales el RNA se lava con etanol 75%. El lavado 
reduce las sales porque éstas son solubles en el 25% de agua, mientras el 75% 
de etanol mantiene el RNA precipitado.

5.- RESUSPENSIÓN DEL RNA: se emplea agua libre de RNasas, para evitar la 
degradación del RNA, que a diferencia del DNA es muy inestable. 
Información adicional:
Benson C. RNA extraction Tutorial [Internet] [3 ene. de 2015; citado el 25 oct.  de 2016]. 
Disponible desde: 
https://www.youtube.com/watch?v=MgNicWbANkA&nohtml5=False



• La expresión génica puede analizarse mediante diversos 
métodos.

• Los métodos tradicionales se centran en analizar la 
expresión de un gen cada vez en un momento

• No obstante, existen diversos métodos para analizar la 

Análisis de la expresión génica
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• No obstante, existen diversos métodos para analizar la 
expresión de múltiples genes simultáneamente

Información adicional:
Robertson S. Gene Expression Techniques. News Medical Life 

Sciences [Internet] USA: AZO NEtwork [actualizado 2 dic. de 
2014; citado el 25 oct.  de 2016]. Disponible desde: 
http://www.news-medical.net/life-sciences/Gene-
Expression-Techniques.aspx
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Análisis de expresión génica mediante RT-PCR: 
Retrotranscripción y PCR  

• Uno de los métodos habituales para analizar la expresión de un gen es

la RT-PCR, que consiste en amplificar mediante PCR el mRNA obtenido

tras la expresión de un determinado gen (Pfaffl, 2004).

• El enzima Taq polimerasa empleado en la reacción de PCR sólo es capaz

4848

• El enzima Taq polimerasa empleado en la reacción de PCR sólo es capaz

de sintetizar DNA a partir de un molde de DNA, por lo que para poder

utilizar esta técnica para amplificar moléculas de RNA es necesario

generar previamente una cadena de DNA complementario (cDNA) a

partir de cada molécula de mRNA, mediante una DNA polimerasa

dependiente de RNA, un enzima conocida como transcriptasa inversa o

RT (Reverse Transcriptase).



Análisis de expresión génica mediante RT-PCR: 
Retrotranscripción y PCR  

Técnicas de Genética Molecular Tema 4

• Mediante la reacción de RT se consigue una muestra de moléculas
de cDNA que será representativa de los tipos de mensajeros
expresados en la muestra de estudio.

• Los cebadores o primers habitualmente utilizados para esta

49

• Los cebadores o primers habitualmente utilizados para esta
reacción de RT suelen ser random primers (hexanucleótidos de
secuencias aleatorias) que permiten la síntesis representativa de
regiones 5’ y 3’ de la práctica totalidad de los RNAs.

• Información adicional:
Simplified RT- Reverse Transcription Animation [Internet]. Thermo 
Fisher Scientific [6 dic. de 2012; citado el 25 oct.  de 2016]. 
Disponible desde:
https://www.youtube.com/watch?v=0MJIbrS4fbQ&nohtml5=False
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Retrotranscripción

mRNA
5’                                       ………..                                                   3’

AAAAn

Alineamiento de 
cebadores

5’                                       ………..                                                   3’
AAAAn

50

N  N  N  N  N  N    3’ <                          5’

50

3’<                         5’N  N  N  N  N  N   

Transcriptasa inversa

5’                                       ………..                                                   3’
AAAAn
5’N  N  N  N  N  N     N  N  N  N  N  N     …………..3’ cDNA

Alcali

5’3’
cDNA
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Análisis de expresión génica mediante RT-PCR: 
Retrotranscripción y PCR  

• Una vez sintetizados los cDNAs mediante RT, se toman alícuotas de esa

reacción para estudiar transcritos concretos mediante PCR, eligiendo una

pareja de primers específicos para cada mensajero que se quiera

amplificar. Amplificando un cDNA (específico del mRNA en estudio) se

5151

amplificar. Amplificando un cDNA (específico del mRNA en estudio) se

consigue obtener una señal apreciable incluso partiendo de cantidades

de RNA muy pequeñas.

• La posibilidad de detectar con gran sensibilidad un mRNA mediante la

estrategia RT-PCR representa la mayor aportación de esta técnica al

estudio de la expresión génica. Prácticamente no existe límite para su

poder de detección.
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PCR para amplificar cDNA: el diseño de cebadores 
específicos es clave

5´UTR exon intron exon intron exon 3´UTRPromotor

• Los cebadores deben amplificar cDNA, y no el DNA genómico que pudiera estar 
contaminando la muestra

• El cDNA tiene la misma secuencia que el DNA genómico, excepto porque no contiene 
zonas reguladoras e intrones

5252

3´

5´ 3´

5´

mRNA5´ 3´

3´

cDNA
5´ 3´

5´

Transcripción y 
splicing In vivo

Retrotranscripción In vitro

gen
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PCR para amplificar cDNA: el diseño de cebadores 
específicos es clave

Dos posible estrategias para diseñar cebadores que amplifiquen cDNA, 
pero no DNA

A) Diseñar un cebador que hibride con una zona “a caballo” entre dos exones. En 
este caso, es imposible que hibride en el DNA genómico y sólo  hibridará con el cDNA

5353

cDNA
5´

3´

3´

5´

cDNA
5´

3´

3´

5´

B) Diseñar cebadores de los que cada uno hibride con un exón. Si hibrida en el cDNA 
obtendremos un amplicón del tamaño esperado, pero si hibrida en el DNA genómico, 
el tamaño del amplificado será mucho mayor que el esperado y dendiente del tamaño 
de los intrones. Si el intrón tiene más de 1Kb, la PCR no funcionará, porque la 
secuencia a amplificar será demasiado grande.



Técnicas de Genética Molecular Tema 4

Diseño de cebadores para amplificar el cDNA de 
Tirosinasa: Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) y Primer 3

1.- Buscar la secuencia del gen Tirosinasa en Ensembl

5454



Técnicas de Genética Molecular Tema 4

2.- Localizar los exones

5555

Exones
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3.- Localizar los límites entre exones

1

5656

CDS

Proteín
a

2
3
4

5

Exones
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4.- Buscar el tamaño de los intrones e identificar las secuencias donde 
termina un exón y comienza otro

5757
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5´→3´

Cebador directo
Cebador Reverso

5.- Emplear Primer 3 para obtener la pareja de cebadores

5858

5´→3´
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1

Exones

5959

2

1er intrón: 8,494 kB
Por tanto, empleando estos cebadores únicamente amplificaremos el cDNA
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Control endógeno “Housekeeping gene”

Para el análisis de expresión génica debe utilizarse un buen control
endógeno (control de carga). Estos controles cumplen 2 requisitos:

•Son genes constitutivos, cuya expresión no varía al modificar las
condiciones celulares (tratamiento)
•Deben tener un nivel de expresión similar a la del gen en estudio

6060

Ejemplos

• Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) � Enzima componente 

de la ruta de glicolisis

• a-actin � Componente del citoesqueleto

• Ribosomal RNA (rRNA): 28S, 18S � RNA ribosómico

•Deben tener un nivel de expresión similar a la del gen en estudio
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Tratamiento de los datos  obtenidos mediante RT-PCR

gen A

Células 
control

Células que 
sobreexpresan 

P

control endógeno (B)
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Para medir la expresión relativa de un gen A en las células que 
sobreexpresan la proteína P con respecto a las células control:

1.- Se obtienen los valores de densidad óptica de las bandas que aparecen 
tras la migración electroforética

2.- Se calcula la expresión normalizada del gen A en ambos casos (A/B)

3.- Se calcula el ratio entre células tratadas y control        A/B tratamiento

A/B  control
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