
Mutagénesis de 
fragmentos aislados de 

DNA



En el año 1927 Hermann J. Muller demostró los efectos mutagénicos de los
rayos X en Drosophila.

Años más tarde (1946) demostraban que el gas mostaza tenía un gran poder
mutagénico, dando así paso a las substancias químicas como otro grupo de
agentes inductores de mutación, además de las radiaciones.

Por años la mutagénesis experimental fue un proceso de azar donde se
controlaba la eficacia de la técnica utilizada (tipo de radiación, dosis,
substancia química, concentración, etc.), pero escapaba a su control la
posibilidad de dirigir la mutación.

En la década del 60 se comienzan con las primeras síntesis química de
oligonucleótidos y a partir de la década del 70 comienza la era del DNA
recombinante, se generan varias herramientas para biología molecular y se
desarrolla la primera técnica de secuenciación

Un poquitín de Historia…
Introducción



 Premio novel de química en 1993 compartido con Kary Mullis
"por su contribución fundamental al establecimiento de la mutagénesis dirigida mediante
oligonucleótidos y su desarrollo para estudios de proteínas"

A final de la década del 70, Michael Smith y colaboradores
introdujeron la técnica de mutagénesis dirigida basada en la
utilización de oligonucleótidos sintéticos

Introducción



Mutagénesis de 
Fragmentos 
aislados de DNA

ó
Mutagénesis 
Genómica

Mutagénesis  sitio dirigida

Mutagénesis  al azar
Sabemos lo que queremos obtener pero no 
sabemos lo que tenemos que modificar
(Naturales, Sustancias Químicas, Radiaciones
PCR al azar, Transposones, DNA shuffling)

En que casos se hace mutagénesis dirig ida y en que 
casos al azar??

Mutagénesis

Sabemos lo que queremos obtener y lo que 
tenemos que modificar para lograrlo
Sabemos lo que queremos modificar para 
estudiar  el efecto que esa modificación produce



Mutagénesis de fragmentos  - Aplicaciones



Mutagénesis  sitio dirigida

Mutagénesis

Sabemos lo que queremos obtener y lo que tenemos que modificar para lograrlo
Sabemos lo que queremos modificar para estudiar  el efecto que esa 
modificación produce

Técnicas basadas en PCR

Inserciones Deleciones Fusiones
(ligación por PCR)

Puntuales



PCR solapada

PCR inversa

PCR inversa + DpnI

Megaprimer

Técnicas basadas en PCR



PCR solapada
Mutación puntual

Técnicas basadas en PCR



Inserciones deleciones

PCR solapada
Técnicas basadas en PCR



Fusiones por PCR 
PCR solapada

Técnicas basadas en PCR

 No agrega secuencia 
extra entre los dos 
fragmentos



 Que hay que tener en cuenta 
en cuanto a los primers y la 
polimerasa??

PCR inversa
Técnicas basadas en PCR



PCR inversa + DpnI
Técnicas basadas en PCR

 DpnI reconoce dsDNA metilado o 
hemimetilado en la posición N6 de 
la Adenina en la secuencia GATC.



Técnicas basadas en PCR
Megaprimer



Mutagénesis al azar Evolución molecular 
Sabemos lo que queremos obtener pero no sabemos lo que tenemos que modificar 
para lograrlo

Mutagénesis

 Naturales
 Sustancias Químicas
 Radiaciones

Basadas en PCR
 PCR al azar (Error prone PCR ó EP-PCR)
 DNA shuffling

Mutagénesis in vivo
 Cepas especiales



Frecuencia de mutación controlada
Distribución homogénea de mutaciones
Rendimiento
Polimerasa sin exo 3´-> 5´

Parámetros

Tenemos que disminuir la fidelidad de la Taq

 Modificar cofactor
 Desbalance de dNTP´s
 Modificar Enzima 

PCR al azar

Generación de bibliotecas de mutantes ---Necesito 
buen método de screening



Se obtuvo por EP-PCR 
Mayor tasa de error (8-10/kpb)
Mayor rendimiento
Regulación de mutaciones por molde y  ciclos



PCR al azar

Mutazyme

El primer ORF usado fue el de GFP, así se consiguieron 
RFP, YFP, BFP

Luego se evolucionó la Taq polimerasa



PCR al azar

DNA shuffling

Generación de bibliotecas de mutantes ---Necesito buen método de 
screening

Simula la variabilidad que se genera por recombinación homóloga en la 
reproducción sexual ( intervienen más de un alelo) 



PCR al azar

DNA shuffling



Mutagénesis al azar

Es deficiente en tres de las rutas primarias de 
reparación del DNA.
Tiene el siguiente genotipo 
mutS (reparación de mismatch propensa a 
errores)
mutD (deficiente en la exonucleasa 3´- 5´ de la 
DNA polymerasa III)
mutT (no puede hidrolizar 8-oxodGTP)

XL1-red



Quick change (Stratagene)
Gene-editor (Promega)
Gene-tailor (Invitrogen)
LA-PCR (Takara)

Diversify® PCR Random 
Mutagenesis Kit (clontech)
GeneMorph II Random 

Mutagenesis Kits
(Stratagene)

Kits comerciales

http://www.google.com.ar/url?sa=t&source=web&cd=8&ved=0CFUQFjAH&url=http%3A%2F%2Fwww.clontech.com%2Fproducts%2Fdetail.asp%3Ftabno%3D2%26product_id%3D10585&ei=k1_tTYHdPOPz0gHEssiWAQ&usg=AFQjCNH2sg8323dR8pHZt4mcvBp9oAsvhA
http://www.google.com.ar/url?sa=t&source=web&cd=14&ved=0CDIQFjADOAo&url=http%3A%2F%2Fwww.genomics.agilent.com%2FCollectionSubpage.aspx%3FPageType%3DProduct%26SubPageType%3DProductDetail%26PageID%3D375&ei=WGDtTd3JPKbt0gHp17GdAQ&usg=AFQjCNG0n0zlwjYjw1wN84NYcWzZjgfYEA


Gene - editor Quick change

Kits comerciales



Kits comerciales

Gene - tailor LA - PCR 
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