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PCR a tiempo real (PCRrt)

• Aplicaciones:

- Cuantificación de ácidos nucleicos (AQ).

- Estudio de la expresión de los genes (RQ o RT-PCRrt).

- Discriminación alélica o detección de variantes - Discriminación alélica o detección de variantes 
genéticas que afecten a un único nucleótido (single 
nucleotide polymorphism, SNP).

- Establecimiento de la presencia o ausencia de 
secuencias de ácidos nucleicos específicas y de 
particular interés (Plus/Minus Assays).

- High resolution Melting (HRM) (sólo en 7500 Fast).



Real Time PCR Systems

• Descripción: QuantStudio 5 Flex, 7500  y 7500 Fast Real Time PCR 
Systems de Applied Biosystems. Se trata de equipos diseñados para 
trabajar en placa de 96 pocillos.

• Programas disponibles:
QuantStudio Design & Analysis Software, y 7500 Software v 2.0.6: 
para recogida y análisis de datos.

Primer Express v 3.0.1: para diseño de sondas TaqMan y cebadores.

En la nube de 
ThermoFisher:(https://www.thermofisher.com/es/es/home/cloud.html)
DA Design and Analysis Application.

RQ Relative Quantification (análisis multiplaca)



La fase exponencial de la PCR



Passive reference (ROX) 

Terminología en PCRrt

Plateau phase (a)
Linear phase (b)
Exponential phase (c) 
Background (d)
Baseline (e)
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Esquema general de un ensayo de RQ

1) Diseño de un experimento de RQ

1.1. Selección del método de PCR(Single- or Multiplex).

1.2. Elección de los reactivos(SYBR Green or TaqMan).

1.3. Definición de los componentes.

1.4. Métodos para abordar el ensayo(Relative Standard

Curve or ∆∆Ct Methods).

1.5. Elección del endógeno.

1.6. Eleccióndelos cebadoresy sondas.1.6. Eleccióndelos cebadoresy sondas.

2) La retrotranscripción

3) Obtención de los datos

3.1. Preparación de laPCR Master Mix.

3.2. Preparación y lectura de la placa de 96(7500 Software

v 2.0.6).

4) Análisis de los datos(7500 Software v 2.0.6)
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1.1. Selección del método de PCR (Single- or Multiplex).



1) Diseño de un experimento de RQ

1.1. Selección del método de PCR(Single- or Multiplex).

1.2. Elección de los reactivos(SYBR Green or TaqMan).

1.3. Definición de los componentes.

1.4. Métodos para abordar el ensayo(Relative Standard

Curve or ∆∆Ct Methods).

1.5. Elección del endógeno.

1.6. Eleccióndelos cebadoresy sondas.

Esquema general de un ensayo de RQ

1.6. Eleccióndelos cebadoresy sondas.

2) La retrotranscripción

3) Obtención de los datos

3.1. Preparación de laPCR Master Mix.

3.2. Preparación y lectura de la placa de 96(7500 Software

v 2.0.6).

4) Análisis de los datos(7500 Software v 2.0.6).



1.2. Elección de los reactivos (SYBR Green or TaqMan)

Ta
qM

an
SY

B
R

 G
re

en



Curvas de disociación: cuando se utiliza SYBR Green
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• Target:
La secuencia nucleotídica que estamos estudiando.

• Calibrator:
La muestra que se emplea para referir todos los re-
sultados. Es una condición o tipo de muestra (por
ejemplo, tejido sano frente a tumoral).

• Endogenous control:
Gen presente en todas las muestras del estudio, con
unnivel uniformedeexpresión. Seempleacomorefe-

1.3. Definición de los componentes.

unnivel uniformedeexpresión. Seempleacomorefe-
rencia activa para normalizar, ya que permite eliminar:
- Los errores en elinput de ARN.
- Las variaciones en la eficiencia de la retrotranscrip-

ción.
Cada tipo de muestra requiere su control endógeno.
(Cada placa de 96 debe de tener su endógeno).
Ejemplos:β-actina, GAPDH, rRNA.

• Replicate wells: al menos tres por muestra y endógeno.
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2) La retrotranscripción
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v 2.0.5).

4) Análisis de los datos(7500 Software v 2.06).



1.4. Métodos para abordar el ensayo

• Relative Standard Curve Method for Quantification

• Comparative Ct Method for Relative Quantification (∆∆Ct )

Paso 1:Normalización respecto del endógeno
Ct Target gene - Ct Endogenous control = ∆Ct

Paso 1:Normalización respecto del calibrador
∆Ct Sample - ∆Ct Calibrator = ∆∆Ct

Paso 3:Aplicar la fórmula

22--∆∆∆∆∆∆∆∆∆∆∆∆∆∆∆∆CtCt

Resultados de la RQ

¡NB: Es necesario validar el método de los ∆∆∆∆∆∆∆∆Ct !



Validación del método de los ∆∆∆∆∆∆∆∆Ct

¿Qué persigue?:descartar que las diferencias en la expresión del
gen sean debidas en realidad a diferencias en laseficienciasde los
distintos procesos de PCR.

¿Cómo se realiza?:mediante diluciones seriadas de las muestras,
para obtener el valor de la pendiente de la recta que resulta de repre-
sentarCt/Log Input. La pendiente está relacionada con laeficiencia
de la PCR.
Además de la eficiencia del proceso, la representaciónCt/Log Input
permite establecer elrango dinámicoy la precisióndel ensayo.

Eficiencia = 10 (-1/slope)- 1

Si la pendiente = -3,32,    
la eficiencia es 1   



Validación del método de los ∆∆∆∆∆∆∆∆Ct



Validación del método de los ∆∆∆∆∆∆∆∆Ct

Criterio de validación



Validación del método de los ∆∆∆∆∆∆∆∆Ct

Detección de la presencia de inhibición
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1.5. Elección del endógeno
Objetivo: seleccionar un gen(es) cuya expresión  sea estable

en todas las condiciones del estudio.

Así, por ejemplo, si estamos validando genes de un estudio
previo demicroarrays, el endógeno se selecciona a partir del
propio estudio.

En caso contrario, elGENEVESTIGATOR en su aplicación
RefGenes tool es un una herramienta que puede ser de gran
utilidad:

RefGenes is a new type of tool that allows the identification of
the genes having the highest stability of expression across a
chosen set of conditions.

RefGenes selects candidate genes from the entire genome. The
primary objective is to provide scientists performing qRT-PCR
experimentsanobjectivechoiceof referencegenesspecificforexperimentsanobjectivechoiceof referencegenesspecificfor
their experimental context.



GENEVESTIGATOR

Web:
https://genevestigator.com/gv/

Manual:
https://genevestigator.com/userdocs/manual/GENEVESTIGATOR
_UserManual.pdf

Tutorial sobre RefGenes:
https://genevestigator.com/gv/doc/video_refgenes.jsp
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1.6. Elección de los cebadores y sondas

(Primer Express v 2.0: para diseño de sondasTaqMan y cebadores)

¿Qué se persigue?Que todas las muestras que se procesen en una
misma placa de 96 se ajusten a las mismas condiciones del termo-
clicador, de manera que todos los procesos de PCR transcurran con
igualeficiencia:

Notas importantes sobre losamplicos (targets):
- Deben de ser de pequeño tamaño (50-150 bp), para lograr las má-
ximaseficiencias.
- Si cubren la unión entre exones, se evita la amplificación del ADN
genómico.



1.6. Elección de los cebadores y sondas

Cebadores de la RT

Guía para el diseño de cebadores y sondas de la PCRGuía para el diseño de cebadores y sondas de la PCR



1.6. Elección de los cebadores y sondas

Concentración de los cebadores

Optimización de las concentraciones (SYBR Green):
- Seleccionar aquéllas con menor Ct y mayor∆Rn.
- Incluir NTCs y realizar Curvas de Disociación.



1.6. Elección de los cebadores y sondas

Concentración de los cebadores
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2) La retrotranscripción

- Es fundamental la calidad del ARN: hay que evitar la
presencia de proteínas contaminantes y de ARN degra-
do. Un ARN con A260/280= o > 2 se considera relativa-
mente libre de proteínas.
Si A260/280< 2, se recomienda añadir un inhibidor de
Rnasas (Cf = 1 U/µl).

- Para determinar elinput de ARN: realizar diluciones
seriadas, para determinar elrango dinámico.

- Para transformar el ARNtotal en ADNc: seguir las ins-
trucciones delkit (pej.,High Capacity cDNA Archive Kit
de Applied Biosystems).

Cebadores de la RT:

Condiciones del termociclador en la RT:



2) La retrotranscripción

RT Master Mix:
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3.1. Preparación de la PCR Master Mix

3) Obtención de los datos

3.2. Preparación y lectura de la placa de 96

Incluir controles:
- NTC.
- De la contaminación de genómico
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4) Análisis de los datos:
7500 Software v 2.0.6

QuantStudio Design & Analysis Software

En la nube de ThermoFisher: 
(https://www.thermofisher.com/es/es/home/cloud.html)

DA Design and Analysis Application.

RQ Relative Quantification (análisis multiplaca).


