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FUNDAMENTOS DE LA REACCIÓN EN CADENA
DE LA POLIMERASA (PCR) Y DE LA PCR EN TIEMPO REAL



Introducción
• Es así como han ido apareciendo diferentes tecnologías cuyos protocolos 
están dirigidos al estudio del ADN; probablemente, la más importante sea la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), 
desarrollada por Kary Mullis y que revolucionó la biología molecular y la 
forma en cómo se estudiaban los ácidos nucleicos en ese momento.



• Actualmente sabemos que la
misión de la PCR es copiar
millones de veces una secuencia
específica de ADN blanco
mediante una poderosa catálisis
llevada a cabo por una enzima
conocida como ADN polimerasa,
de tal manera que cantidades
pequeñas de ADN pueden ser
sintetizadas y copiadas fielmente
para analizarse con diferentes
fines.







FUNDAMENTOS: QUÉ ES LA 
PCR?

• La reacción en cadena de la polimerasa
es una reacción enzimática in vitro que
amplifica millones de veces una
secuencia específica de ADN durante
varios ciclos repetidos en los que la
secuencia blanco es copiada fielmente.

• Para ello, la reacción aprovecha la
actividad de la enzima ADN polimerasa
que tiene la capacidad de sintetizar
naturalmente el ADN en las células.



• En la reacción, si usamos como sustrato
ADN genómico, entonces típicamente
hablamos de una PCR, pero si usamos
ADN complementario (ADNc)
proveniente del ARNm (ácido
ribonucleico mensajero) se le conoce
como RT-PCR (Reverse Transcription-
PCR, por sus siglas en inglés). Esta
conversión se logra mediante una
reacción conocida como transcripción
reversa y controlada por la enzima
transcriptasa reversa, capaz de
convertir el ARNm en una molécula de
ADNc.

• Este método fue copiado de los retro
virus que usan una transcriptasa
reversa para convertir su genoma de
ARN en ADN duplicarse en millones de
partículas virales. El ADNc se utiliza
cuando analizamos la expresión del
ARNm de algún gen de interés.



• Los elementos importantes en la reacción
son:

• El templado o molde (ADN o ADNc), la
enzima, los oligonucleótidos o primers, los
desoxirribonucleótidos trifosfatados (dNTPs:
adenina, timina, citosina y guanina), el ión
magnesio (Mg +), una solución
amortiguadora o buffer y H2O.



• Todos estos elementos interactúan en
tres etapas principales de las que se
compone la PCR: desnaturalización,
hibridación y extensión.

• Los equipos en donde se realiza la
reacción son llamados termocicladores, los
cuales están diseñados para establecer un
sistema homogéneo en donde las
condiciones de temperatura y tiempo
necesarios no se modifiquen en cada uno
de los ciclos.



Al final de la reacción, para corroborar si
se amplificó la secuencia blanco de
interés, los productos de la PCR o
también llamados amplicones son
analizados en geles de agarosa para
confirmar si la reacción fue exitosa.



¿Qué elementos químicos se necesitan?

El elemento principal en la PCR es el ADN,
cuya naturaleza química ofrece ventajas
para su manipulación. Para entrar en
contexto, es importante recordar que la
molécula de ADN está formada por tres
componentes: un azúcar (desoxirribosa), un
grupo fosfato y una base nitrogenada
(adenina, timina, guanina o citosina) que es
complementaria con la base de otra cadena
de tal forma, que el ADN se estructura en
una doble hélice.



• La complementariedad entre las bases está dada
por puentes de hidrógeno e interacciones
hidrofóbicas, generando estabilidad a la doble
hélice, la carga eléctrica del ADN es negativa y está
dada por los grupos fosfatos.

• En la PCR, el templado son las cadenas de ADN
que se separan y funcionan como molde para que
la enzima sintetice las nuevas cadenas que llevan la
secuencia blanco de interés. Por su parte, la ADN
polimerasa se encarga de la catálisis de la reacción,
sintetizando las nuevas cadenas de ADN que llevan
la secuencia blanco.



La enzima más usada con frecuencia se llama Taq
ADN polimerasa, que proviene de una bacteria
termófila llamada Thermus aquaticus, la cual vive
en condiciones de temperatura muy altas y por eso
su ADN polimerasa es capaz de soportar ese tipo de
temperaturas. El rasgo que distingue a esta enzima
bacteriana de otras ADN polimerasas de otros
organismos es su capacidad para mantener su
funcionalidad a temperaturas altas, por lo que se le
considera una enzima termoestable.



Para que la enzima funcione con alta especificidad y la reacción
transcurra exitosamente, también se necesita de los elementos
ya mencionados como: primers, dNTPs, Mg +, buffer y H2O.



Los primers son secuencias de oligonucleótidos que flanquean y delimitan la
secuencia blanco que se desea amplificar y son complementarios a ésta.
Generalmente su tamaño oscila entre 15-25 pares de bases y la cantidad de G-
C no debe ser más del 55% de la secuencia. Si no se respetan estas reglas,
existe la posibilidad de la formación de dímeros de primers, es decir, de
productos inespecíficos. Esto repercutiría en el rendimiento de la reacción, así
como en la especificidad del producto esperado.



• Son dos secuencias diferentes de
primers las que se utilizan en la PCR, una
denominada «forward» o sentido y otra
«reverse» o antisentido; ambas deben
estar diseñadas para que hibriden con el
templado y las cadenas de ADN puedan
ser extendidas por la Taq polimerasa en
dirección 5’-3 (como sucede
endógenamente).

• Con la finalidad de garantizar la
formación de un complejo estable entre el
templado y los primers, hoy en día existen
programas informáticos para diseñar
primers con alta especificidad, por lo que
se evita la formación de productos
inesperados.



Por su parte, los dNTP’s son los ladrillos o bases nitrogenadas con los que
la Taq polimerasa construye las nuevas cadenas de ADN. Son factores
importantes que contribuyen a la especificidad de la reacción, por ello es
importante que su concentración sea la adecuada ya que de lo contrario
pueden afectar la función de la Taq polimerasa. Normalmente, se utilizan
a una concentración que oscila entre 0.2 a 1.0 mM.



El buffer es la solución amortiguadora que
se usa en la reacción y generalmente está
compuesta de Tris-HCL (pH = 8) cuya
concentración final de trabajo debe ser 1X.
También se usan otros buffers de
composición distinta que son fácilmente
comprados en el mercado.



El magnesio es un cofactor enzimático que
influye en la especificidad de la reacción, por
eso se debe tener una concentración
adecuada para que no afecte el rendimiento
de la Taq polimerasa; regularmente su
concentración oscila entre 0.5 y 2.5 mM. En
ocasiones ya viene incluido en el buffer, pero
en otras se le tiene que agregar. El agua es el
disolvente en la reacción y se usa en su forma
destilada libre de nucleasas, enzimas que
degradan a los ácidos nucleicos.



¿Cómo funciona la reacción?

Recordemos que cada ciclo de la PCR se
lleva a cabo en tres etapas principales:
desnaturalización, hibridación y
extensión.



• Desnaturalización. En esta etapa, las cadenas
de ADN son calentadas y separadas a una
temperatura de 95 °C durante 20-30
segundos; el tiempo depende de la secuencia
del templado, es decir si la cantidad de G-C es
alta, será necesario más tiempo para romper
sus uniones debido a que el apareamiento de
estas bases está formado por tres enlaces,
uno más que las bases de A-T.

• Además, depende de la velocidad en la que el
termociclador aumenta la temperatura, esto
varía de acuerdo al modelo del equipo. Al
final de esta etapa tendremos las cadenas
separadas que servirán como templado para
el siguiente paso.



Hibridación. En esta etapa, los
primers se alinean al extremo 3’ del
templado previamente separado e
hibridan con su secuencia
complementaria. Para que se forme
el complejo templado-primers, es
importante que la temperatura de
hibridación o temperatura melting
(Tm) sea la óptima; ésta
generalmente oscila entre 50-60 °C.
Si el diseño de los primers es el
correcto y la temperatura es la
adecuada, la estabilidad y
especificidad del complejo será
eficiente.



Extensión. En esta etapa, la Taq polimerasa
actúa sobre el complejo templado-primers y
empieza su función catalítica a una
velocidad muy rápida; agrega dNTP’s
complementarios para crear las cadenas
completas de ADN. La extensión de las
cadenas es en dirección de la síntesis del
ADN, es decir, de 5’ a 3’.

• La temperatura óptima para la reacción
es de 72 °C, ya que a esa temperatura la
enzima es funcional. Al final del ciclo, se
habrán formado los amplicones con un
tamaño dictado por el número total de
pares de bases (pb) que deberá ser
conocido por el investigador.



Cómo se analiza el producto de amplificación?

Al final de la PCR, para saber si la reacción transcurrió
eficientemente, los amplicones son visualizados a través
de una electroforesis en geles de agarosa. La
electroforesis consiste en la separación de grandes
moléculas como los ácidos nucleicos a través de una
matriz sólida que funciona como un filtro para separar
las moléculas en un campo eléctrico de acuerdo a su
tamaño y carga eléctrica. Esta separación se hace bajo
un buffer o tampón que puede ser TAE o TBE.











PCR en tiempo real: fundamentos

Los primeros que sentaron las bases
para desarrollar la PCR en tiempo real
fueron Higuchi y colaboradores, en
1992, al videograbar en tiempo real la
incorporación de bromuro de etidio al
ADN durante cada ciclo de la PCR
realizada bajo luz UV. Desde entonces,
el objetivo de la PCR en tiempo real ha
sido detectar y cuantificar las
secuencias específicas de ácidos
nucleicos mediante el uso de reporteros
fluorescentes en la reacción.



• El principio de la técnica se basa en la PCR punto final, sólo que la forma en cómo se detectan
y analizan los productos de la amplificación es diferente.

• El término en tiempo real se refiere a que la detección de los productos amplificados sucede
en cada ciclo de la reacción. Por su parte, el término cuantitativo hace referencia a que es
posible cuantificar la cantidad de ADN en la muestra, a diferencia de la PCR punto final en
donde no es posible detectar en tiempo real ni cuantificar la secuencia blanco.

• Precisamente, estas últimas dos características representan grandes ventajas de la PCR en
tiempo real, ya que el producto de amplificación es monitoreado conforme transcurre la
reacción sin que haya la necesidad de que sea manipulado en un gel de agarosa para conocer
si la reacción fue exitosa como sucede en la PCR punto final.





Actualmente, la PCR en tiempo real es el método más sensible para detectar y
cuantificar los ácidos nucleicos. Aun teniendo una cantidad muy pequeña de
templado, el sistema garantiza una alta sensibilidad, especificidad y eficiencia. Una
de sus aplicaciones más usadas es para cuantificar cambios muy pequeños en la
expresión génica mediante la detección de los niveles del ARNm procedente de
células o tejidos. La cantidad de ARNm que puede detectar la reacción puede ser a
partir de concentraciones bajas a diferencia de la PCR, punto final que necesita una
mayor concentración.


