
PCR EN TIEMPO REAL: 
FUNDAMENTOS Y APLICACIONES EN 

INVESTIGACIÓN

DISEÑO DE PRIMERS 



REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA CUANTITATIVA (QPCR)

Método enzimático in vitro de amplificación exponencial de una región de ADN determinada 

que permite su cuantificación en tiempo real

Involucra ciclos de desnaturalización del molde, apareamiento de cebadores y extensión de 

estos iniciadores

Los iniciadores empleados (“primers”) hibridan con hebras opuestas y flanquean la región de 

interés

Iniciadores = primers = cebadores = oligonucleótidos
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SELECCIÓN DE INICIADORES: ESPECIFICIDAD

Reconocer una SECUENCIA ÚNICA dentro del ADN molde 
FLANQUEANDO la región de interés

ADN molde

Primer reverse

Primer forward

ADN molde



SELECCIÓN DE PRIMERS 



EL DISEÑO DE PRIMERS PARA UNA PCR ES FUNDAMENTAL

❑ Longitud 

❑ Contenido GC

❑ Especificidad

❑ Temperatura de melting (Tm)

❑ Complementariedad de secuencias

Características a evaluar:

✓18 a 25 nucleótidos (Evitar A o T en 3’ si es posible)

✓Entre 40 - 60 % (Evitar repeticiones de más de 4 nt)

✓Blast

✓ Entre 55 y 65 ºC

✓ Evitar estructuras secundarias,  auto- complementariedad, dímeros de 

primers

Amplicones de entre 80 y 150 pb



LONGITUD DEL PRIMER

Asegurar la unión estable entre el primer y el ADN molde

La longitud de la secuencia es fundamental para la asociación (Especificidad)

Muy cortos: falla especificidad

Muy largos: fallas en el annealing (bajo rendimiento)



TEMPERATURA DE MELTING (TM)

Temperatura a la cual la mitad de las moléculas de primer están apareadas al ADN molde

Depende de la longitud y la composición del primer. Tm teórica = 2 (A+T) + 4 (G+C)

Los primers deben tener Tm similares entre sí (menos de 3ºC de diferencia)

La temperatura de annealing depende de la temperatura de melting o fusión (Tm) de los primers:

 Temperatura de annealing por debajo de la Tm más baja del par de primers (hasta 5ºC por debajo)



TEMPERATURA DE ANNEALING

Bajo rendimiento o
no amplificación

Óptima

Inespecificidad

SYBR Green



COMPLEMENTARIEDAD DE SECUENCIAS

Intra-primer

El primer se pliega sobre sí mismo en una

estructura doble cadena

(interfiere con el annealing al ADN molde)

Inter-primer

Formación de dímeros

Disminuye la formación de producto por competencia
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DISEÑO DE PRIMERS

Búsqueda de la secuencia de interés en bases de datos 



DISEÑO DE PRIMERS

Búsqueda de la secuencia de interés en bases de datos 



DISEÑO DE PRIMERS

Búsqueda de la secuencia de interés en bases de datos 



DISEÑO SOBRE ADNC SIN INTRONES

DNAsa I



DISEÑO DE PRIMERS

Dependiendo del modelo pueden existir bases de datos específicas



DISEÑO DE PRIMERS

Dependiendo del modelo pueden existir bases de datos específicas



HERRAMIENTAS DE DISEÑO DE PRIMERS

https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi



HERRAMIENTAS DE DISEÑO DE PRIMERS



HERRAMIENTAS DE DISEÑO DE PRIMERS



HERRAMIENTAS DE DISEÑO DE PRIMERS



Herramientas de análisis de primers
Oligo Analyzer (IDT)

https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer





HERRAMIENTAS DE ANÁLISIS DE PRIMERS 
HAIRPIN

La Tm debe ser menor que la temperatura de annealing propuesta para la reacción. 



HERRAMIENTAS DE ANÁLISIS DE PRIMERS 
SELF-DIMER

El valor de ΔG debe estar entre 0 y -9 kcal/mol



HERRAMIENTAS DE ANÁLISIS DE PRIMERS 
HETERO-DIMER



HERRAMIENTAS DE ANÁLISIS DE PRIMERS 
HETERO-DIMER

El valor de ΔG debe estar entre 0 y -9 kcal/mol
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UN 100% DE EFICIENCIA IMPLICA QUE EN CADA CICLO SE DUPLICA 
EL NÚMERO DE AMPLICONES

USANDO LA ECUACIÓN DE PCR

Xn = X0(1 + E)n

Xn = PCR product after cycle n
X0 = initial copy number
E = amplification efficiency
n = cycle number



EFECTO DE LA EFICIENCIA DE AMPLIFICACIÓN

Caso 1: Eficiencia 90%

Xn = 100 (1+0.9)30

Xn = 2.3 x 1010

Caso 2: Eficiencia 80%

Xn = 100 (1+0.8)30

Xn = 4.6 x 109

Xn = X0(1+E)n

Resultado
Una diferencia de 0.1 en la eficiencia de amplificación 
resulta en una diferencia de 5 veces menos producto a 

partir de la misma cantidad inicial luego de 30 ciclos



EFICIENCIA DE LOS PRIMERS

A partir de un gráfico de log10 concentración de molde vs CT,
la eficiencia de una reacción de PCR puede calcularse a partir de la siguiente

ecuación:

Eff = 10(-1/slope) –1

➢ Curva estándar con concentraciones de molde conocidas

➢ El molde a usar debe ser idealmente el mismo que se usará para los ensayos

➢ Duplicados o triplicados

➢ NTC



CÁLCULO DE EFICIENCIA DE PRIMERS

Promedio CT Conc Log10 Conc

16.385 1 0

19.785 0.1 -1

23.12 0.01 -2

26.495 0.001 -3

29.825 0.0001 -4
y = -3,359x + 16,404

R² = 1
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Eff=10(-1/slope) –1

Eff=10(-1/-3.359) –1 = 0.98 = 98%

Idealmente, la eficiencia del PCR debería ser entre 90-110% (ideal slope = 3.32)

Variables que afectan la eficiencia:

➢ Largo del amplicon

➢ Estructura secundaria de los primers

➢ Inhibidores



o Mal diseño de cebadores 

o Concentraciones de reactivos no óptimas

o Condiciones de reacción no óptimas

o Inhibidores de la reacción (material remanente
en la muestra o cantidades excesivas de ADN/ARN)

o Contaminantes comunes: heparina,
hemoglobina, polisacáridos, clorofilas, proteinasa
K, acetato de sodio. O transferidos en el paso de
aislamiento: etanol, fenol y SDS

Eficiencia de los primers

y = -2,7506x + 16,891
R² = 0,9872
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Menos del 10%

de diferencia



PFAFFL METHOD

Se usa para calcular la expresión génica relativa entre dos genes cuyos 
primers tienen eficiencias diferentes



¿Preguntas?


