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OBJETIVOS DE LA CONSTRUCCIÓN DE UNA BIBLIOTECA GÉNICA

►AISLAMIENTO DE SECUENCIAS Y GENES.

► CONSERVACIÓN DEL DNA DE UNA ESTIRPE, 
UNA ESPECIE O UN INDIVIDUO 

►ESTUDIO DE GRANDES REGIONES GENÓMICAS 
O DE GENOMAS COMPLETOS.



Esquema de la construcción de una
genoteca. Perera, J et al., (2002) Ingeniería
Genética Ed. Síntesis. ISBN: 84-7738-966-7

TIPOS DE BIBLIOTECAS O BANCOS GÉNICOS

►BIBLIOTECAS GENÓMICAS O GENOTECAS: fragmentos
clonados, el genoma completo de una especie.

►GENOTECAS PARCIALES, MINIGENOTECAS O BANCOS
GÉNICOS

►BIBLIOTECAS DE ADN o ADNc: construidos a partir
de la población de mensajeros aislados de un tipo
celular..

►BIBLIOTECAS DE CLONACIÓN: Construidas con vectores
de clonación simples.

►BIBLIOTECAS DE EXPRESIÓN: aportan las señales activas
en el hospedador que permiten la transcripción y traducción in
vivo de sus pasajeros.

ADNc=	ADN	complementario



Las cualidades más importantes de una biblioteca genómica son:

►REPRESENTATIVIDAD.

►COMPLEJIDAD O TAMAÑO: número mínimo de clones independientes que debe
contener para que la totalidad del ADN de partida esté representado

►LONGITUD O TAMAÑO MEDIO DE LOS INSERTOS

►FACILIDAD DE PREPARACIÓN Y ANÁLISIS SENCILLO.

DIFERENTES MÉTODOS DE FRAGMENTACIÓN DEL DNA GENÓMICO 
PARA LA CONSTRUCCIÓN DE UNA GENOTECA

• La digestión total o parcial con endonucleasas de restricción.



Generalidades

Los procedimientos básicos incluyen una serie de pasos: 

1. Los fragmentos de ADN se generan utilizando enzimas de restricción

2. Los fragmentos producidos mediante la digestión con enzimas de restricción se unen 
a otras moléculas de ADN que sirven de vectores

3. La molécula de ADN recombinante, formada por un vector que lleva un segmento 
de ADN insertado, se transfiere a una célula huésped. 

4. Al replicarse las células huésped, descendientes heredan el ADN recombinante, 
creándose una población de células idénticas, que llevan todas la secuencia clonada

5. Los segmentos de ADN clonados pueden recuperarse de las células huésped, 
purificarse y analizarse. 



Biblioteca de genes

http://download.springer.com/static/pdf/683/chp%253A10.1007%252F978-3-540-77587-
4_310.pdf?auth66=1413290296_1bc4f750f4125cb54198fce82daed4c5&ext=.pdf

ADN Ambiental

PCR con primers del gen 
16S ARN

Si se tiene el mismo número de 
copias del gen 16S rARN por
célula: misma proporcion a ser
amplificada

1er paso



2o paso

Ligación

Biblioteca de genes



Transformación del ADN

La transformación artificial se lleva a cabo en el laboratorio

Diversas	técnicas

Tratamiento de las células con cloruro cálcico, que
aumenta la permeabilidad de sus membranas al DNA.

Concentraciones altas de DNA

Método habitual para introducir DNA recombinante 
en las células bacterianas. 



Biblioteca de genes

3er paso

¿plaquear… cómo?



“Rastreo” 

Para	vectores	como	pBR322,	el	rastreo	es	un	proceso	que	consiste	en	dos	etapas:	

Otros vectores, como pUC18

Klug and Cummings. Conceptos de Genética 8a Edición

Producen colonias azules cuando están en células bacterianas sembradas en un medio
que contiene una sustancia denominada “X-gal”. Los sitios de restricción del sitio de
clonación múltiple de pUC18 están dentro del gen lac, el gen responsable de la capacidad
de formar colonias azules, y la inserción de DNA en el sitio de clonación múltiple interrumpe
esta capacidad.



Biblioteca de genes

4o paso

¿Cuántas clonas (colonias) debemos seleccionar?

Seleccionar colonias (individualmente)



El número de clones necesarios para contener todas las secuencias de un genoma 
depende del tamaño medio de los insertos clonados y del tamaño del genoma a clonar. 

N = ln(1 − P )/ ln(1 − a/b)

N:	es	el	número	de	clones	necesarios

P:	es	la	probabilidad	de	recuperar	una	secuencia	determinada

F:	representa	la	fracción	del	genoma	presente	en	cada	clon.	



5o paso Miniprep

Biblioteca de genes

Birnboim, H. C., and Doly, J.,Nucleic
Acids Res., 7, 1513-1522 (1979)



6o paso

7o paso

PCR con plásmido
flanqueado en el vector

Secuenciación Sanger

Biblioteca de genes



8o  paso

Biblioteca de genes

>Sequence_3 
CGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTA
GCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGAT
CCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATT
TCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGT
CGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG
CAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCA
ACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGG
GTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGGAAGTCGGAATCG

9o  paso



VECTORES UTILIZADOS PARA LA CONSTRUCCIÓN DE BIBLIOTECAS 
GENÓMICAS

Pequeño 

Tamaños
grandes

BACs (Bacterial Artificial Chromosomes)

YACs (Yeast Artificial Chromosomes)

vectores derivados del fago λ o cósmidos

Tomado de Lu, Q. (2005) Trends in Biotechnology. 23: 199-206



Los cósmidos y los vectores transbordadores 
Vectores	híbridos	construidos	utilizando	partes	del	cromosoma	del	fago	lambda	y	
de	ADN	plasmídico

Se replica como un plásmido

Pueden transportar insertos de ADN mucho más grandes casi 50kb 



Cromosomas artificiales bacterianos (BACs)

Para analizar genomas eucarióticos 
complejos

Sitio de donación está flanqueado por
regiones promotoras que pueden
utilizarse para generar moléculas de
ARN y para secuenciar el ADN del
inserto clonado.

(BAC) se basado en el factor F de
bacterias, pueden transportar
fragmentos del cromosoma bacteriano
de hasta 1Mb,



Resumen

1.- Pros	y	contras	del	plaque

2.- Gen	16S	rARN para	propósitos taxonómicos

3.- ¿Quién hace clones	aún?





Región V3 (200 nt)

Illumina genome analyzer.

Desarrollaron un método para secuenciar y
ensamblar millones de lecturas de extremos
pares del gen 16S rARN

Introducción

Profundidad del muestreo 

Preparación de bibliotecas de secuencias por duplicado

Incorpora primes indexados para permitir la caracterización de múltiples 
comunidades microbianas en una sola celda de flujo

Económico 



Materiales y métodos

Una muestra compuesta de suelo de tundra ártica

Toma de muestras y aislamiento de ADN

La misma muestra de suelo se utilizó previamente para la
secuenciación de la etiqueta del gen 16S rARN utilizando el
SARST

SARST : Análisis en serie de etiquetas de secuencias 
ribosómicas

"barcode"

V1 del gen rARN de la subunidad bacteriana pequeña



Para una comunidad definida, se seleccionaron seis cepas
bacterianas como controles:

1) Escherichia coli (ATCC 11303)
2) Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145)
3) Bacillus subtilis (ATCC 6633)
4) Flexibacter canadensis (ATCC 29591)
5) Methylococcus capsulatus Bath (ATCC 33009)
6) Paracoccus denitrificans (ATCC 17741)

Extracción de ADN genómico del suelo y de cultivos bacterianos

FastDNA spin kit for soil (MP Biomedicals)Extraído por triplicado y agrupados 



caagcagaagacggcatacgagatCGTGATgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctATTACCGCGGCTGCTGG

Enlace de la celda 
de flujo

Illumina primersIndex
- barcode

Primers de	la	región	V3

La región V3 del gen 16S rARN se amplificó utilizando primers 341F y
518R

Generación de la biblioteca Illumina:

Total de primers: 25 



Generación de la biblioteca Illumina:

Index- barcode à permitiendo multiplexing
Primers personalizados se sintetizaron y purificaron

PAGE

Se llevaron a cabo tres amplificaciones por PCR para cada muestra

Para cada biblioteca, los productos de PCR del suelo, se mezclaron 
con index únicos.



ADN no definido > ADN definido

La biblioteca fue amplificada à generación de clusters (Illumina, versión 4)

Generación de la biblioteca Illumina:

biblioteca resultante à secuenciaciónà reads pares de 125 bp Illumina
GAIIx

Bibliotecas	de	clones

ADN Genómico: suelo + cultivo puro à Plantillas: Primers 27f y 1492 r

Gen 16S rARN completo

Los productos de reacción se clonaron en el vector TOPO

Se realizaron amplificaciones por PCR



Selección de 95 clones positivos de cada biblioteca (ya sea suelo o
biblioteca de cultivo puro)

Secuenciado con Sanger technology

Filtrado de calidad inicial

PANDAseqAlgoritmo personalizado

Los reads se agruparon según el index à reads de extremos pares se
alinearonà formado “contings” à descarte de secuencias ambiguas

Análisis bioinformático.



Resultados



Sanger

Sanger



















Discusión	y	conclusiones

• La	calidad de	las	librerias generadas en Illumina	es
directamente proporcional a	la	longitud de	las	
lecturas (~	125	bases)	que	se	ensamblen
correctamente

• Agregar bases	adyacentes al	primer	forward,	con	el	
fin	de	mejorar la	secuenciación

El	algortimo identifica mas	rapidamente los
clusters	en la	celda fluida con	mayor	
diversidad nucleotidica dentro de	las	4	

primeras bases



Di
ve
rg
en

ci
a

No.	de	secuencias

Mayor	número de	secuencias
ayuda a	encontrar poblaciones
menos predominantes o	raras



Con	este	método	se	puede comparar y	caracterizar
taxa	de	baja y	alta abundancia,	debido a	que:
• Los	primers	y	adaptadores son	modulares
• El	algoritmo que	utiliza RDP	incrementa la	
profundidad de	estudio de	especies de	baja
abundancia.


