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Resumen 

La Reacción en Cadena de la Polimerasa es una técnica de bio-
logía molecular desarrollada por Kary B. Mullis que permite 
amplificar in vitro una gran cantidad de fragmentos de ADN 
específicos a partir de una mezcla de reactivos sometidos a di-
versas temperaturas. Los componentes de la mezcla incluyen 
una plantilla de ADN, dNTPs, enzima polimerasa, buffer de 
reacción, magnesio y oligonucleótidos. Para este último com-
ponente, resulta indispensable el previo análisis y diseño, ya 
que deberán presentar características que permitan su correcto 
funcionamiento. Gracias a la existencia de plataformas bioin-
formáticas esta tarea se facilita. Diversas variantes como PCR 
anidada, múltiple, touchdown, RT-PCR, qPCR y RACE, han 
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sido desarrolladas con el objetivo de mejorar algunas características como 
sensibilidad y especificidad además de aumentar las aplicaciones.

Introducción 

La Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR; por sus siglas en inglés) es una 
técnica de biología molecular que permite amplificar in vitro una gran cantidad 
de fragmentos de ADN específicos a partir de un molde. En esta técnica se apro-
vecha, aunque con ciertas diferencias, el principio de la replicación de ADN, 
donde, por medio de la exposición a ciclos de diferentes temperaturas y con 
reactivos como dNTPs, ADN molde, oligonucleótidos, buffer y una polimerasa, 
se sintetizan nuevas cadenas de ADN logrando obtener millones de copias.

Kary B. Mullis desarrolló esta técnica a mediados de los 80s del siglo 
pasado tomando en cuenta estudios sobre el uso de oligonucleótidos para la 
síntesis de nuevas cadenas de ADN. Gracias a esto, Mullis ganó el premio no-
bel de química en 1993.

La PCR se caracteriza por su rapidez, facilidad, especificidad, sensibili-
dad y fiabilidad. Gracias a su gran variedad de aplicaciones, resulta de gran 
importancia en laboratorios de investigación. Particularmente, en biotecnolo-
gía vegetal, sus aplicaciones incluyen la identificación, secuenciación y análisis 
de expresión de genes, detección de patógenos, análisis de mutaciones y poli-
morfismos, entre otras.

Componentes para la PCR

Como ya se mencionó, la PCR utiliza una metodología similar a la replicación, 
sin embargo, la síntesis in vivo de ADN depende de varias enzimas y cofacto-
res, mientras que in vitro se utiliza un conjunto de componentes expuestos a 
diferentes temperaturas. Estos componentes se presentan a continuación:

- ADN: Sirve como molde para generar las copias de un fragmento espe-
cífico. Puede ser de cualquier organismo y de cualquier tipo (genómico, 
complementario, plasmídico, etc.).
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- dNTPs: Es una mezcla de los cuatro desoxinucleótidos trifosfatos libres 
(dATP, dCTP, dGTP y dTTP) que serán utilizados para la síntesis del 
fragmento de ADN.

- Enzima ADN polimerasa: Se encarga de la síntesis de la nueva cadena 
por medio de los dNTPs con base en la cadena molde. Actualmente, entre 
las enzimas más utilizadas se encuentran la Taq y la Pfu, obtenidas de la 
bacteria Thermus aquaticus y la arquea Pyrococcus furiosus, respectiva-
mente. Estas enzimas se utilizan por ser termoestables, ya que mantienen 
su actividad durante la reacción a pesar de las altas temperaturas a las que 
son sometidas.

- Buffer de reacción: Provee la fuerza iónica y mantiene el pH de la solu-
ción durante la reacción.

- Magnesio: Es un cofactor de la polimerasa, generalmente provisto como 
MgCl2 o MgSO4. La concentración de este elemento tiene un efecto sobre 
la especificidad de la reacción por lo que debe ser optimizada.

- Oligonucleótidos: También llamados cebadores o iniciadores. Son frag-
mentos cortos de ADN de una sola cadena complementarios a la hebra 
molde. Limitan el fragmento a amplificar y aportan el grupo 3´OH para 
que la polimerasa inicie su actividad. Estos deben ser específicos al am-
plicón que se desea obtener, por lo cual, es necesario llevar a cabo un 
análisis para su diseño.

Diseño de oligonucleótidos

El diseño de oligonucleótidos es un paso fundamental, ya que, de él dependerá 
el éxito de la PCR. De acuerdo con diversos autores los parámetros varían li-
geramente, pero de forma general, los oligonucleótidos deben cumplir con las 
siguientes características:

- Longitud: Esta característica influye en la especificidad; a mayor tama-
ño más específico, sin embargo, oligonucleótidos muy largos dan como 
resultado una lenta hibridación. Generalmente el tamaño va de 18 a 24 
nucleótidos de longitud.

- Temperatura de fusión (Tm): Es la temperatura en la cual el 50% del 
ADN bicatenario se desnaturaliza. Es recomendable una Tm de 55 a 60 
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°C con una diferencia máxima de 5 °C entre ambos oligonucleótidos. El 
cálculo preciso de este parámetro se realiza por medio del modelo ter-
modinámico del vecino más cercano, sin embargo, una fórmula simple 
para el cálculo de este parámetro con oligonucleótidos de 20 nucleótidos 
o menos es la siguiente:

Tm ≈ 4 (G + C) + 2 (A + T)

Por medio de este parámetro es posible estimar la temperatura de alinea-
miento, frecuentemente calculada a 5 °C por debajo de la Tm, aunque, el 
valor óptimo debe ser obtenido experimentalmente.

Ta ≈ Tm - 5 °C

- Contenido de G y C: Influye directamente en la Tm de los oligonucleóti-
dos. Se recomienda un porcentaje de G y C del 45 al 60 %.

- Presencia de 2 a 3 G o C dentro de los últimos 5 nucleótidos: Una de estas 
C o G debe estar en el extremo 3´. Esto ayuda a la unión específica de los 
oligonucleótidos.

- Especificidad: Los oligonucleótidos utilizados deben ser específicos al 
gen de interés, buscando regiones no conservadas con otros genes para 
evitar amplificaciones no deseadas.

- Longitud del amplicón: Para la PCR convencional la longitud recomen-
dada es de alrededor de 500 pb. Para una PCR en tiempo real el fragmento 
recomendado es de 70 a 200 pb, además, cuando este tipo de PCR se 
utiliza para análisis de expresión, es recomendable que cada uno de los 
oligonucleótidos hibriden en un exón diferente, y de ser posible, en la 
unión de dos exones para evitar la amplificación no deseada de ADN.

Adicionalmente, debe evitarse la complementariedad entre oligonucleó-
tidos, repeticiones consecutivas de dos nucleótidos (por ejemplo, ATATAT) y 
repetición de 4 veces o más el mismo nucleótido con el fin de evitar la forma-
ción de dímeros o estructuras secundarias.

Es importante señalar que por medio de los oligonucleótidos es posible 
agregar una secuencia corta en los extremos 5´ o 3´ del amplicón, por ejemplo, 
sitios de restricción. Para esto, además de la secuencia de reconocimiento de 
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la enzima, es necesario agregar de 3 a 6 nucleótidos extra hacia el extremo 5´ 
para permitir el correcto anclaje de la enzima de restricción para el corte.

Para el diseño de oligonucleótidos, existe una gran variedad de progra-
mas o plataformas informáticas que facilitan la tarea. Entre estas se encuentran 
PrimerSelect de DNAStar, FastPCR, Primer designing tool de NCBI [https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/], Primer3Plus [http://www.bioin-
formatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi] y PCR Primer Design Tool 
[https://www.eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/pcr-primer-design/].

Proceso de la PCR 

Una PCR se basa en la repetición de ciclos de tres etapas: 1) desnaturalización, 
2) alineamiento y 3) extensión. La temperatura y tiempo de cada una de estas 
etapas dependerá del amplicón, de los oligonucleótidos y del kit utilizado.

La desnaturalización consiste en la separación de las dos cadenas de ADN 
por el rompimiento de los puentes de hidrógeno que las unen. En este paso, la 
mezcla de reacción se lleva a una temperatura de 94 o 95 °C.

En el alineamiento, los oligonucleótidos se hibridan a cada una de las ca-
denas previamente separadas. Aquí, la temperatura juega un papel importante 
en la eficiencia de amplificación y de ella depende la especificidad de la reac-
ción: a mayor temperatura, mayor especificidad. En esta etapa, la temperatura 
varía entre 40 y 60 °C de acuerdo con la secuencia de los oligonucleótidos 
utilizados.

Por último, la extensión es el proceso en el que la polimerasa genera una 
nueva cadena en dirección 5´ a 3´ a partir de los oligonucleótidos al unir los 
dNTPs. Este proceso se lleva a cabo a una temperatura de alrededor de 72 °C 
con una duración variable de acuerdo con la enzima y la longitud del ampli-
cón. En la Figura 8.1 se muestra un esquema de un ciclo de PCR.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
https://www.eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/pcr-primer-design/
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Figura 8.1. Esquema de un ciclo de PCR donde se muestran las tres etapas que lo componen: 
desnaturalización, alineamiento y extensión.

Por cada ciclo de la PCR se aumenta exponencialmente el número de copias 
del gen (durante el primer ciclo se obtienen dos copias, durante el segundo ciclo 
se obtienen cuatro copias, durante el tercero se obtienen ocho copias y así sucesi-
vamente), por lo que, después de 30 ciclos, es posible obtener más de mil millones 
de copias del fragmento por cada molde de ADN de doble cadena inicial.

Entonces, una PCR convencional o también llamada PCR punto final, 
consiste en la repetición de alrededor de 30 ciclos (comúnmente entre 25 y 40 
ciclos) de estas tres etapas, en la que, además se adiciona una desnaturalización 
inicial previa a los ciclos para asegurar la separación de las hebras de ADN, y 
una extensión final después de los mismos, para garantizar la completa exten-
sión de los amplicones. Para esto, se utiliza un equipo llamado termociclador 
que permite mantener diferentes temperaturas durante periodos controlados.

Tipos de PCR más utilizados  

Se han realizado algunas modificaciones a esta técnica, lo que ha dado como 
resultado el desarrollo de diversas variantes de la PCR, aumentando así, sus 
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aplicaciones y mejorando sus características. Algunas de estas variantes se pre-
sentan a continuación.

PCR anidada

Este tipo de PCR consiste en dos reacciones por separado, cada una, con un 
par de oligonucleótidos diferente. En la primera reacción, se utiliza un par 
de oligonucleótidos denominados externos para amplificar una secuencia 
de ADN de interés. El producto que se obtiene se toma como molde para la 
segunda amplificación, donde se utiliza el segundo par de oligonucleótidos 
(internos) para obtener un fragmento dentro del primer amplicón. De esta 
forma se obtiene mayor especificidad y sensibilidad en el producto final. En la 
Figura 8.2 se muestra un esquema de esta técnica.

Figura 8.2. Esquema de PCR anidada. A) Se muestra una plantilla de ADN, a partir de la 
cual, con el par de oligonucleótidos externos (flechas color verde) se amplifica un fragmento 
de 654 pb; este amplicón es utilizado en una segunda reacción con el par de oligonucleótidos 
internos (flechas color rojo) que dan como resultado un fragmento de 326 pb que se encuen-
tra dentro de la región del primer amplicón. B) Representación de la electroforesis de la PCR 

anidada, en el carril 1 se muestra la amplificación con los oligonucleótidos externos, en el 
carril 2 se muestra la amplificación obtenida con los oligonucleótidos internos.
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Cabe mencionar que cuando se utiliza ARN como molde, este debe ser 
convertido a ADN complementario (ADNc); proceso donde actúa la transcrip-
tasa reversa (este proceso se explica más adelante en el apartado de RT-PCR). 
Cuando se utiliza ADNc la técnica recibe el nombre de RT-PCR anidada.

La PCR anidada ha sido ampliamente utilizada para la identificación de 
patógenos de plantas como hongos, bacterias, virus y fitoplasmas.

Un ejemplo de esta técnica es la detección temprana de Alternaria car-
thami, hongo que produce la enfermedad de la mancha foliar (una de las 
principales enfermedades de cultivos como el cártamo), con el fin de establecer 
medidas para restringir su transmisión y proliferación. Para esto, en la prime-
ra amplificación se han utilizado oligonucleótidos universales (externos) que 
se unen a ITS, mientras que en la segunda amplificación, los oligonucleótidos 
(internos) son específicos de la especie. Así mismo, se han identificado otros 
organismos fitopatógenos como Ralstonia solanacearum en papa, Pilidiella 
granati en granada, entre muchos otros que representan un grave problema en 
el cultivo de diversas especies vegetales.

PCR múltiple

Este tipo de PCR surgió como una variante de la PCR convencional para ob-
tener por medio de una sola reacción diferentes amplicones objetivo. Para 
llevarla a cabo, es necesario el uso de más de un par de oligonucleótidos en 
una única reacción y puede utilizarse una o varias plantillas. Las ventajas que 
presenta este tipo de PCR son el ahorro de tiempo y reactivos y menor canti-
dad de muestra necesaria, además, es útil para genes muy grandes donde se 
requiere obtener amplicones de varias regiones dentro del mismo gen. Una 
desventaja de este tipo de PCR es que se ve reducida la sensibilidad en compa-
ración con una PCR simple. En la Figura 8.3 se muestra un esquema del uso 
de esta técnica con tres pares de oligonucleótidos.



Capitulo 8. PCR y diseño de oligonucleótidos

203

Figura 8.3. Esquema de PCR múltiple. A) Se muestra una plantilla de ADN, a partir de la cual, 
con tres pares de oligonucleótidos (flechas color verde indican par 1, flechas color beige indican 
par 2 y flechas color rojo indican par 3) se amplifican tres fragmentos de longitudes de 682, 419 
y 351 pb, respectivamente. B) Representación de la electroforesis de la PCR múltiple, en el carril 
1 se encuentra la muestra con la PCR múltiple donde se utilizaron los tres pares de oligonucleó-

tidos en una sola reacción, en los carriles 2, 3 y 4 se observan las muestras de PCR individual 
con cada uno de los tres pares de oligonucleótidos. 

La PCR múltiple tiene aplicaciones en el genotipado mediante marcado-
res moleculares, en la detección de organismos genéticamente modificados y 
en la detección de patógenos en plantas.

Por ejemplo, esta técnica se ha utilizado en el genotipado de microsatéli-
tes de algunas especies de roble, así como en especies de la familia Salicaceae. 
En cuanto a la identificación de fitopatógenos, se ha aplicado en la detección 
simultanea de tres especies de hongos del género Phytophthora en plantacio-
nes de kiwi mediante oligonucleótidos específicos al gen Ypt1 para cada una 
de las especies. Por último, en la identificación de organismos genéticamente 
modificados, se han utilizado eficiente y simultáneamente oligonucleótidos 
específicos al promotor 35S, al terminador NOS y al gen epsps en maíz y soya, 
además de proponerse su utilidad en otras especies vegetales.
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RT-PCR

La PCR con transcriptasa reversa o RT-PCR consiste en la síntesis de ADNc 
a partir de ARNm. Esta reacción se lleva a cabo por medio de la enzima 
transcriptasa reversa capaz de retrotranscribir el ARNm a ADN. Para esto, 
se pueden utilizar tres tipos de oligonucleótidos: oligo dT, oligonucleótidos 
aleatorios u oligonucleótidos específicos.

El oligo dT consiste en una secuencia de 12 a 18 desoxitimidinas que se 
unen a la cola de poliA del ARNm por lo que se obtiene el ADNc completo. 
Para el uso de este oligonucleótido es necesario que el ARNm no se encuentre 
degradado.

Los oligonucleótidos aleatorios son secuencias cortas generalmente de 
seis bases en orden aleatorio. Estos pueden mejorar la síntesis de ADNc debi-
do a que pueden unirse a cualquier sitio dentro del ARNm incluso degradado, 
siempre que este sea complementario, sin embargo, no produce la misma efi-
ciencia para todos los objetivos de la muestra.

Los oligonucleótidos específicos son diseñados a partir de secuencias co-
nocidas para obtener en un solo paso el gen de interés a partir de ARNm. Este 
es el método de mayor especificidad y sensibilidad, sin embargo, la cantidad 
de ARNm puede ser un factor limitante.

En la Figura 8.4 se presenta un esquema donde se observa la diferencia 
del amplicón que se obtiene de una PCR convencional utilizando como plan-
tilla una muestra de ADN y ADNc (después de realizar RT-PCR).
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Figura 8.4. Esquema de PCR convencional diferenciando el uso de plantilla de ADN y ADNc. 
A) Se muestra el proceso donde el ADN, compuesto por dos exones separados por un intrón, 
es transcrito a ARNm, y este, es retrotranscrito a ADNc mediante RT-PCR utilizando un oligo 
dT. A partir de la plantilla de ADN, al amplificar mediante un par de oligonucleótidos especí-
ficos (diseñados en los exones), se obtiene un fragmento de 743 pb, mientras que, si la plantilla 

utilizada es ADNc, con los mismos oligonucleótidos se obtiene un fragmento de 576 pb. La 
diferencia de tamaño entre estos amplicones se debe a la ausencia del intrón en el ADNc. B) 

Representación de la electroforesis de la PCR realizada utilizando como plantilla ADN y ADNc, 
donde se observa la diferencia de tamaño, en el carril 1 se muestra la amplificación a partir de 

ADN, en el carril 2 se muestra la amplificación a partir de ADNc.

Por medio de este tipo de PCR (en algunos casos con algunas modifica-
ciones, por ejemplo, el uso de oligo dT modificado) se sintetiza ADNc que es 
utilizado para la PCR cuantitativa, para la construcción de librerías de ADNc 
y el análisis de splicing alternativo.

Se han construido librerías de diversas especies de plantas bajo diferentes 
condiciones con el fin de identificar la respuesta de genes que ayuden al mejo-
ramiento vegetal. Por ejemplo, el tabaco es una planta con gran capacidad de 
acumulación y tolerancia al cadmio, por lo que ha sido utilizada como planta 
fitorremediadora. Por ello, se han construido librerías de ADNc de la planta 
bajo condiciones de estrés por este metal para identificar genes involucrados 
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y así, poder generar plantas con mejores características. También existen mu-
chos estudios con diferentes tipos de plantas y condiciones como estrés por 
sequía, salinidad y altas y bajas temperaturas para dilucidar el mecanismo de 
respuesta con el fin de obtener cultivos mejorados.

PCR en tiempo real o cuantitativa

La qPCR, PCR cuantitativa o PCR en tiempo real permite cuantificar la cantidad 
de copias de ADN presentes en una muestra. Es ampliamente utilizada debido 
a su sensibilidad, reproducibilidad y precisión. Durante la reacción se detecta 
por medio de fluorescencia, la cantidad de producto de PCR obtenido tras cada 
ciclo, lo que permite calcular la cantidad de cadenas de ácidos nucleicos. Uno de 
los fluorescentes más utilizados es SYBR Green que al unirse a ADN bicatenario 
y ser excitado emite fluorescencia. Una desventaja de este colorante es que puede 
unirse a cualquier producto bicatenario incluyendo dímeros de oligonucleóti-
dos. Debido a esto, se ha recomendado el uso de sondas fluorogénicas TaqMan, 
ya que por la forma en que funcionan presentan mayor especificidad. El equipo 
que se utiliza es un termociclador de PCR en tiempo real capaz de excitar al co-
lorante, medir la señal que emite y realizar el análisis cuantitativo.

En esta técnica se utilizan al menos dos pares de oligonucleótidos en di-
ferentes reacciones: un par específico al gen de interés, los demás a genes de 
referencia.

El gen de referencia cumple la función de normalizar la expresión del gen 
diana y se caracteriza por tener una única copia dentro del genoma, expresarse 
de forma constitutiva y no presentar variación en diferentes tejidos y etapas 
fisiológicas. Es recomendable usar más de un gen de referencia para disminuir 
el error en el análisis de la expresión, ya que se ha demostrado que ciertos ge-
nes utilizados presentan variación en su expresión bajo diferentes condiciones 
experimentales. Algunos de los genes de referencia más utilizados son Glice-
raldehído-3-fosfato deshidrogenasa, gen codificante a la subunidad ribosomal 
18S, ubiquitina, β-actina y β-tubulina. Para determinar si un gen es adecuado 
debe validarse su uso como gen de referencia para cada especie.

La PCR en tiempo real ha sido ampliamente utilizada para cuantificar la 
expresión de genes bajo diversas condiciones, determinar el número de copias 
de genes y transgenes y detectar patógenos.
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Un ejemplo es la cuantificación del número de copias de un péptido na-
triurético de plantas (PNP) en ajo. Para ello, se utilizaron oligonucleótidos 
específicos de este gen, mientras que, para el gen de referencia, se utilizaron 
oligonucleótidos específicos a actina. Además, esta técnica ha sido utilizada 
para cuantificar la expresión de genes implicados en la respuesta de defensa de 
las plantas y desarrollar estrategias de mejoramiento y control, por ejemplo, 
se ha cuantificado la expresión de genes como PR1, ERF1, CH5b, HPL, GSTa, 
entre otros, durante la interacción de frijol con Rhizoctonia solani (hongo 
que causa enfermedad de raíz e hipocótilos) y Trichoderma velutinum (usado 
como control biológico de enfermedades fúngicas).

PCR touchdown

Es una técnica que permite el aumento de la sensibilidad, rendimiento y espe-
cificidad de la reacción, facilitando la amplificación de fragmentos difíciles y 
en reacciones donde se sospecha que la secuencia de los oligonucleótidos no 
es totalmente complementaria a la cadena molde. En esta, en el ciclo inicial, la 
temperatura de alineamiento es alrededor de 10 °C arriba de la Tm calculada 
y conforme avanzan los ciclos, esta temperatura va disminuyendo de 1 a 2 °C 
cada ciclo durante 10 a 15 ciclos hasta llegar de 2 a 5 °C debajo de la Tm cal-
culada, a partir del cual, se continúa con 20 o 25 ciclos manteniendo la misma 
temperatura de alineamiento.

RACE

La amplificación rápida de extremos de ADNc (RACE por sus siglas en inglés) 
es una técnica utilizada para obtener un fragmento de secuencia desconocida 
a partir de una región conocida. Por medio de este proceso es posible obte-
ner la secuencia completa de ADNc de un gen, a partir de solo un fragmento 
conocido. Existen dos tipos de reacción dependiendo del extremo que se des-
conozca de la secuencia: 5´ RACE y 3´ RACE.

En el 3´ RACE se puede obtener la secuencia desconocida hacia el ex-
tremo 3´. Esto es posible mediante el uso del fundamento de la RT-PCR con 
oligo dT, para lo cual, se aprovecha la cola de poliA del ARNm. En esta técnica 
se sintetiza por transcripción reversa el ADNc mediante un oligo dT unido a 
una secuencia adaptadora. Después, se utiliza un oligonucleótido específico 
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de la región conocida y otro a la secuencia adaptadora y por medio de PCR se 
obtiene la región intermedia entre ambos oligonucleótidos.

En el 5´ RACE se puede obtener la secuencia desconocida hacia el extremo 
5´. Aquí, se utiliza ARNm y un oligonucleótido específico a la región conoci-
da en antisentido, a partir del cual se sintetiza el ADNc. Una vez obtenido, se 
elimina el ARNm, los dNTPs y oligonucleótidos no incorporados y se agrega 
una enzima desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) capaz de agregar nu-
cleótidos sin necesidad de un molde, y alguno de los 4 dNTPs para agregar una 
cadena homopolimérica al extremo 3´ del ADNc. Posteriormente, se realiza una 
PCR con un oligonucleótido que se alinea al extremo 3´del primer oligonucleó-
tido utilizado y uno complementario a la región homopolimérica.

Un ejemplo del uso de la técnica 3´ RACE es la obtención de la secuencia 
de un nuevo gen del factor de transcripción NAC en trigo para predecir la pro-
teína a la que codifica, así como sus dominios y motivos para determinar su 
papel en el desarrollo y bajo condiciones de estrés biótico y abiótico.

Protocolos

En el laboratorio de Biología Molecular de plantas de la Universidad Autó-
noma de Aguascalientes se identificó una dehidrina en maíz (Zea mays L.) 
por medio de PCR. Estas proteínas son parte del grupo de las proteínas LEA 
(Late Embryogenesis Abundant), las cuales, son intrínsecamente desordena-
das y cumplen una función como protectoras de estructuras celulares. Las 
dehidrinas se caracterizan por la presencia de regiones conservadas llamadas 
segmentos K, Y, S y F y regiones ricas en histidinas. Se clasifican en 5 grupos 
de acuerdo con la presencia y disposición de estas regiones. 

Se ha visto que estas proteínas responden ante condiciones de estrés abió-
tico, tales como altas y bajas temperaturas, salinidad y sequía, brindando a la 
planta una mayor tolerancia a condiciones adversas. La condición estresante bajo 
la cual se expresan los genes codificantes para  dehidrinas depende de su tipo.

Debido a esto, es importante la identificación y clasificación de los genes 
que codifican a estas proteínas en diversas especies vegetales, determinando 
las condiciones bajo las cuales, se aumenta su expresión. Una vez identificada 
esta característica, es posible sobreexpresarlas en plantas de interés para au-
mentar su tolerancia a un tipo de estrés especifico.
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Para esto, primero se realizó la búsqueda de secuencias codificantes a 
dehidrinas en maíz. En la base de datos de Phytozome [https://phytozome.jgi.
doe.gov/] se seleccionó una de ellas [número de acceso Zm00008a031183] y 
se nombró ZmDHN.

Esta secuencia es de 1075 pb y codifica a una proteína del tipo YSK3, es 
decir, tiene un segmento Y, un segmento S y tres segmentos K (Figura 8.5). De 
acuerdo con diversos estudios, este gen podría ser inducido por deshidrata-
ción y ácido abscísico.

Figura 8.5. Secuencia de dehidrina ZmDHN reportada en Phytozome. El segmento Y se 
encuentra subrayado; en el recuadro con líneas diagonales se encuentra resaltado el segmento 

S; en el recuadro blanco se encuentra resaltado el intrón; en el recuadro gris se encuentran 
resaltados los segmentos K.

Esta secuencia contiene dos exones separados por un intrón de 103 pb. 
El primer exón contiene una secuencia codificante de 603 pb y el segundo de 

https://phytozome.jgi.doe.gov/
https://phytozome.jgi.doe.gov/
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369 pb. Con el fin de obtener una secuencia a partir de la cual sea posible di-
señar oligonucleótidos de PCR en tiempo real, se diseñaron oligonucleótidos 
que amplifiquen parte de los dos exones. El diseño se realizó por medio de la 
plataforma bioinformática de NCBI, agregando parámetros como el tamaño 
de amplicón, la Tm de los oligonucleótidos y la región donde hibriden ambos 
oligonucleótidos (Figura 8.6).

Figura 8.6. Plataforma de NCBI para el diseño de oligonucleótidos.

Las condiciones del par de oligonucleótidos seleccionado se muestran en 
la tabla 8.1.

Tabla 8.1. Características de los oligonucleótidos seleccionados.

Oligonucleótido Secuencia Longitud Tm %GC Longitud 
del amplicón

FZmDHN GCCATCGGAATGCTTGACAC 20 pb 59.90 55
531

RZmDHN TGCTGATGCTGGTCGTAGTC 20 pb 59.83 55

Una vez sintetizados los oligonucleótidos se llevó a cabo la PCR con el 
programa de la tabla 8.2.
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Tabla 8.2. Programa de PCR.

Paso Temperatura Tiempo Número de ciclos
Desnaturalización inicial 94°C 3 min 1
Desnaturalización 94°C 45 s

30Alineamiento 56°C 30 s
Extensión 72°C 1 min
Extensión final 72°C 10 min 1

La PCR se verificó por medio de electroforesis en un gel de agarosa al 1% 
y se visualizó bajo luz ultravioleta en un fotodocumentador DyNA Light Dual 
Intensity UV de Labnet. Se obtuvo un amplicón de aproximadamente 500 pb 
(Figura 8.7).

Figura 8.7. Electroforesis en gel de agarosa del amplicón obtenido del gen parcial de la dehidrina 
ZmDHN. MPM, Marcador de peso molecular 1 Kb (Promega); ZmDHN, dehidrina de maíz.

Hasta este punto se realizó la parte experimental de este protocolo, sin 
embargo, a continuación se puede realizar la secuenciación del amplicón ob-
tenido para confirmar que se trata de la dehidrina deseada. Posterior a esto, se 
puede llevar a cabo el diseño de oligonucleótidos para PCR en tiempo real con 
el fin de analizar su expresión bajo diferentes condiciones y corroborar si solo 
se expresa bajo déficit hídrico o también bajo diferentes condiciones como 
temperatura, salinidad, etc.

500 pb––

ZmDHNMPM
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Finalmente, cabe mencionar que esta investigación puede ser utilizada 
para el mejoramiento genético de plantas con el fin de obtener especies con 
características deseadas como mayor tolerancia a diversos tipos de estrés.

Abreviaturas

A: adenina
ADN: ácido desoxirribonucleico
ADNc: ácido desoxirribonucleico complementario
ARN: ácido ribonucleico
ARNm: ácido ribonucleico mensajero
C: citosina
dATP: desoxiadenosina trifosfato
dCTP: desoxicitidina trifosfato
dGTP: desoxiguanosina trifosfato
dTTP: desoxitimidina trifosfato
G: guanina
ITS: internal transcribed spacer (espaciador interno transcrito)
MgCl2: cloruro de magnesio
MgSO4: sulfato de magnesio
pb: pares de bases
PCR: polymerase chain reaction (reacción en cadena de la polimerasa)
PNP: péptido natriurético de plantas
RACE: rapid amplification of cDNA ends (amplificación rápida de los extre-

mos de ADNc)
T: timina
U: uracilo

Glosario

Ácidos nucleicos: macromoléculas compuestas por nucleótidos unidos por 
enlaces fosfodiéster. Existen dos tipos: ADN y ARN.

ADN: material genético que almacena toda la información de los organismos 
vivos y algunos virus.
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ADN complementario: ADN obtenido a partir de ARNm por medio de una 
retrotranscriptasa.

ADN genómico: ADN contenido en los cromosomas que almacena la infor-
mación genética de cada organismo.

ADN plasmídico: ADN circular que puede encontrarse en bacterias y se repli-
ca y transcribe independientemente del ADN cromosómico.

Amplicón: conjunto de copias de un fragmento de ADN obtenido a partir de 
PCR.

Electroforesis: técnica para separar moléculas de ADN, ARN o proteínas de 
acuerdo con su tamaño y carga por medio de un campo eléctrico.

Enzima: proteína catalizadora de reacciones químicas.
Exón: región del gen codificante a proteína que se mantiene en el ARNm ma-

duro después del proceso de splicing.
Gen: región de ADN que contiene la información necesaria para la síntesis de 

ARNm y proteínas.
Genoma: secuencia de ADN completa de un organismo.
Genotipado: estudio de la diversidad genética para identificar variaciones en 

el genoma entre individuos.
Intrón: región del gen no codificante a proteína que es eliminado durante el 

proceso de splicing.
Librería de ADNc: colección de secuencias de ADNc clonadas que son ob-

tenidas a partir de ARNm mediante retrotranscripción por lo que solo 
representa la región codificante a proteínas.

Mutación: cambio en la secuencia de ADN o ARN de un organismo provo-
cado por un error en la replicación o por la exposición a algún factor o 
agente mutágeno.

Nucleótido: molécula formada por una de las bases nitrogenadas (A, G, C o 
T para ADN y A, G, C o U para ARN), una pentosa y un grupo fosfato.

Organismo genéticamente modificado: organismo cuyo material genético ha 
sido modificado.

Polimorfismo: presencia de variantes de una secuencia específica de ADN en 
una población.

Sitio de restricción: secuencia de ADN que puede ser reconocida y cortada por 
una endonucleasa específica.

Splicing: proceso de maduración del ARNm donde se eliminan los intrones y 
se unen los exones. Comúnmente se le conoce como corte y empalme.
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Splicing alternativo: proceso en el que un gen puede generar diversas isoformas 
de ARNm debido al diferente orden en que se pueden unir los exones.
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