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5′-TTTACTTGTACTTCATTCATTCACATTCCTATCATGTTTCTACGCCACCTCCCGACCCTCCCCACCACTCACCCAACCGCTACC-3’(-) RG1(-)

5′-CCATCGCCAACCCACTCACCACCCCTCCCAGCCCTCCACCGCATCTTTGTACTATCCTTACACTTACTTACTTCATGTTCATTT-3′(-) RG2 (-)

RG2 dúplex
5′-CCATCGCCAACCCACTCACCACCCCTCCCAGCCCTCCACCGCATCTTTGTACTATCCTTACACTTACTTACTTCATGTTCATTT-3′(-)

3’-GGTAGCGGTTGGGTGAGTGGTGGGGAGGGTCGGGAGGTGGCGTAGAAACATGATAGGAATGTGAATGAATGAAGTACAAGTAAA-5’(+)
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Terminador transcripcional T7 
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   TAMRA-3'-ATTAAATGAGTAAAAGGCGGTCGTCAGTTGAAGCTAAATTAAGCATTTGT-5'         Grupo 1 

Cy5-5'-AAACTATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAAACAGATCT-3' 

 

   TAMRA-3'-ATTAAAGGAGTAAAAGGCGGTCGTCAGGTGAAGCTAAATTAAGCATTGGT-5'         Grupo 2 

Cy5-5'-AAACTATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAACCAGATCT-3' 

 

   TAMRA-3'-ATTAAACGAGTAAAAGGCGGTCGTCAGCTGAAGCTAAATTAAGCATTCGT-5'         Grupo 3 

Cy5-5'-AAACTATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAAGCAGATCT-3' 

 

   TAMRA-3'-ATTAAAAGAGTAAAAGGCGGTCGTCAGATGAAGCTAAATTAAGCATTAGT-5'         Grupo 4 

Cy5-5'-AAACTATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAATCAGATCT-3' 

 

 

AAA:     5' ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAAACA 3'    Homólogo Grupo 1 

CCC:     5' ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAACCA 3'    Homólogo Grupo 2 

GGG:     5' ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAAGCA 3'    Homólogo Grupo 3 

TTT:     5' ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAATCA 3'    Homólogo Grupo 4 

 

AGA:     5' ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAAACA 3' 

ATA:        ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAAACA    

ACA:        ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAAACA    

AAG:        ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAAGCA 

AAT:        ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAATCA 

AAC:        ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAACCA 

AGG:        ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAAGCA 

ACG:        ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAAGCA 

ATG:        ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAAGCA 

AGC:        ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAACCA 

ACC:        ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAACCA 

ATC:        ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAACCA 

AGT:        ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAATCA 

ACT:        ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAATCA 

ATT:        ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAATCA 

GAA:        ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAAACA 

GGA:        ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAAACA  

GCA:        ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAAACA  

GTA:        ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAAACA  

GAG:        ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAAGCA  

GCG:        ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAAGCA 

GTG:        ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAAGCA 

GAC:        ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAACCA 

GGC:        ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAACCA 

GCC:        ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAACCA 

GTC:        ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAACCA 

GAT:        ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAATCA 

GGT:        ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAATCA 

GCT:        ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAATCA 

GTT:        ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAATCA 

CAA:        ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAAACA 

CGA:        ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAAACA 

CCA:        ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAAACA 

CTA:        ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAAACA 

CAG:        ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAAGCA 

CGG:        ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAAGCA 

CCG:        ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAAGCA 

CTG:        ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAAGCA 

CAC:        ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAACCA 

CGC:        ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAACCA 

CTC:        ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAACCA 

CAT:        ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAATCA 

CGT:        ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAATCA 

CCT:        ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAATCA 

CTT:        ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAATCA 



TAA:        ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAAACA 

TGA:        ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAAACA 

TCA:        ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAAACA 

TTA:        ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAAACA 

TAG:        ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAAGCA 

TGG:        ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAAGCA 

TCG:        ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAAGCA 

TTG:        ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAAGCA 

TAC:        ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAACCA 

TGC:        ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAACCA 

TCC:        ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAACCA 

TTC:        ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAACCA 

TAT:        ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAATCA 

TGT:        ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAATCA 

TCT:        ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAATCA 

 

         5' ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAAACA 3'    Homólogo Grupo 1

          5' ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCACTTCGATTTAATTCGTAAACA 3'    Del1T 
           5' ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCCTTCGATTTAATTCGTAAACA 3'    Del2T 
        5' ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCTAACTTCGATTTAATTCGTAAACA 3'    In1T 

       5' ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCTTAACTTCGATTTAATTCGTAAACA 3'    In2T 

 







http://www.ebi.ac.uk/compneur-srv/melting/
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RecA de E. coli

8000

12400

16800

21200

25600

30000

34400

0 300 600 900 1200

1 mismatch

0

8000

16000

24000

32000

40000

0 300 600 900 1200

Tiempo (seg)

E
m

is
ió

n
d

e
 F

lu
o

re
s
c
e
n

c
ia

midTG

EIC

Homo

3’TG

5’TG

1

0.79

0.42

0.64

Het 0.03

48000

8000

12400

16800

21200

25600

30000

34400

0 300 600 900 1200

3MMunif

EIC

Homo

3MM3’

3MMmid

1

0.78

0.19

0.49

Het 0.02

3 mismatches

0

8000

16000

24000

32000

40000

0 300 600 900 1200

Tiempo (seg)

E
m

is
ió

n
d

e
 F

lu
o

re
s
c
e
n

c
ia 48000



Grupo 1 
(MM TG, TC, TT)

Grupo 3 
(MM CC, CA, CT)

Grupo 4 
(MM AG, AC, AA)

Grupo 2 
(MM GG, GA, GT)

T

C

T

C

T

C

T

C



Grupo 2 (MM GG, GA, GT)

+

T

C C
G
C

G
C
G

D

D
A

D

A
D

A

D
D2MM

3’5’ C C CHomo

D D D3MM

B

C

D

A

E
fi

c
ie

n
c
ia

d
e
 I

n
te

rc
a
m

b
io

d
e
 C

a
d

e
n

a
(E

IC
)

0
0,2
0,4
0,6
0,8

1
1,2
1,4

0
0,2
0,4
0,6
0,8

1
1,2
1,4

0
0,2
0,4
0,6
0,8

1
1,2
1,4

0
0,2
0,4
0,6
0,8

1
1,2
1,4

5’ 3’

5’ 3’

5’ 3’

Dmc1

1.2

1.0

0.8

0.6

1.4

0.4

0.2

0

5’ 3’

1.2

1.0

0.8

0.6

1.4

0.4

0.2

0

1.2

1.0

0.8

0.6

1.4

0.4

0.2

0

1.2

1.0

0.8

0.6

1.4

0.4

0.2

0

E



RecA 0.4 µM +/- Hop2-Mnd1 0.1 µM 

RecA 0.2 µM +/- Hop2-Mnd1 0.05 µM 
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“A” “B”

Homo-sin proteína (Cy5 NOcomplementario) 15259,3 4042,7

Homo (oligoCy5 NOcomplementario) 13185,7 11256

Homo-sin proteína (Cy5 complementario) 31707 3620,7

Homo (oligoCy5 complementario) 31499,4 20458.6

Homo (oligoCy5 complementario)

Homo-sin proteína (oligoCy5 complementario) 

Diferentes oligoCy5:
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“A” “B”

Al utilizar el oligoCy5 NO complementario se observa una disminución de fluorescencia de ~15000 en la

etapa “A” la cual se debería a la presencia de los dos fluróforos en el mismo tubo de reacción.

Al utilizar el oligoCy5 complementario se observa una disminución de fluorescencia de ~31000 en la etapa “A”

la cual se debería, por un lado, a la presencia de los dos fluróforos en el mismo tubo de reacción (~15000 ), y

por otro lado, a la hibridación entre el oligoTamra que queda libre (que no se hibridó con el oligoNO-

MARCADO) y el oligoCy5 complementario. Esta hibridación sería independiente de RecA, ya que se observa

la misma disminución en presencia o ausencia de RecA.

oligoCy5



 

LacZC      ATGAAGACCAGCCCTTCCCGGCTGTGCCGAAATGGTCCATCAAAAAATGGCTTTCGCTAC 60 

LacZN      ATGAAGACCAGCCCTTCCCGGCGGTGCCGAAATGGTCCATCAAAAAATGGCTTTCGCTGC 60 

           ********************** *********************************** * 

 

LacZC      CTGGAGAGACGCGCCCGCTGATCCTTTGCGAATACGCCCACGCGATGGGTAACAGTCTTG 120 

LacZN      CTGGAGAAATGCGCCCGCTGATCCTTTGCGAATATGCCCACGCGATGGGTAACAGTCTTG 120 

           ******* * ************************ ************************* 

 

LacZC      GCGGTTTCGCTAAATACTGGCAGGCGTTTCGTCAGTATCCCCGTTTACAGGGCGGCTTCG 180 

LacZN      GCGGCTTCGCTAAATACTGGCAGGCGTTTCGTCAGTACCCCCGTTTACAGGGCGGCTTCG 180 

           **** ******************************** ********************** 

 

LacZC      TCTGGGACTGGGTGGATCAGTCGCTGATTAAATATGATGAAAACGGCAACCCGTGGTCGG 240 

LacZN      TCTGGGACTGGGTGGATCAGTCGCTGATTAAATATGATGAAAACGGCAACCCGTGGTCGG 240 

           ************************************************************ 

 

LacZC      CTTACGGCGGTGATTTTGGCGATACGCCGAACGATCGCCAGTTCTGTATGAACGGTCTGG 300 

LacZN      CTTACGGCGGTGATTTTGGCGATACGCCGAACGATCGCCAGTTCTGTATGAACGGTCTGG 300 

           ************************************************************ 

 

LacZC      TCTTTGCCGACCGCACGCCGCATCCAGCGCTGACGGAAGCAAAACACCAGCAGCAGTTTT 360 

LacZN      TCTTTGCCGACCGCACGCCGCATCCGGCGCTGACGGAAGCAAAACACCAACAGCAGTATT 360 

           ************************* *********************** ******* ** 

 

LacZC      TCCAGTTCCGTTTATCCGGGCAAACCATCGAAGTGACCAGCGAATACCTGTTCCGTCATA 420 

LacZN      TCCAGTTCCGTTTATCCGGGCGAACCATCGAAGTGACCAGCGAATACCTGTTCCGTCATA 420 

           ********************* ************************************** 

 

LacZC      GCGATAACGAGCTCCTGCACTGGATGGTGGCGCTGGATGGTAAGCCGCTGGCAAGCGGTG 480 

LacZN      GCGATAACGAGTTCCTGCACTGGATGGTGGCACTGGATGGCAAGCCGCTGGCAAGCGGTG 480 

           *********** ******************* ******** ******************* 

 

LacZC      AAGTGCCTCTGGATGTCGCTCCACAAGGTAAACAGTTGATTGAACTGCCTGAACTACCGC 540 

LacZN      AAGTGCCTCTGGATGTTGGCCCGCAAGGTAAGCAGTTGATTGAACTGCCTGAACTGCCGC 540 

           **************** *  ** ******** *********************** **** 

 

LacZC      AGCCGGAGAGCGCCGGGCAACTCTGGCTCACAGTACGCGTAGTGCAACCGAACGCGACCG 600 

LacZN      AGCCGGAGAGCGCCGGACAACTCTGGCTAACGGTACGCGTAGTGCAACCAAACGCGACCG 600 

           **************** *********** ** ***************** ********** 

 

LacZC      CATGGTCAGAAGCCGGGCACATCAGCGCCTGGCAGCAGTGGCGTCTGGCGGAAAACCTCA 660 

LacZN      CATGGTCAGAAGCCGGACACATCAGCGCCTGGCAGCAATGGCGTCTGGCGGAAAACCTCA 660 

           **************** ******************** ********************** 

 

LacZC      GTGTGACGCTCCCCGCCGCGTCCCACGCCATCCCGCATCTGACCACCAGCGAAATGGATT 720 

LacZN      GCGTGACACTCCCCTCCGCGTCCCACGCCATCCCTCAACTGACCACCAGCGGAACGGATT 720 

           * ***** ****** ******************* ** ************* ** ***** 

 

LacZC      TTTGCATCGAGCTGGGTAATAAGCGTTGGCAATTTAACCGCCAGTCAGGCTTTCTTTCAC 780 

LacZN      TTTGCATCGAGCTGGGTAATAAGCGTTGGCAATTTAACCGCCAGTCAGGCTTTCTTTCAC 780 

           ************************************************************ 

 

LacZC      AGATGTGGATTGGCGATAAAAAACAACTGCTGACGCCGCTGCGCGATCAGTTCACCCGTG 840 

LacZN      AGATGTGGATTGGCGATGGAAAACAACTGCTGACCCCGCTGCGCGATCAGTTCACCCGTG 840 

           ***************** **************** ************************* 

 

LacZC      CACCGCTGGATAACGACATTGGCGTAAGTGAAGCGACCCGCATTGACCCTAACGCCTGGG 900 

LacZN      CGCCGCTGGATAACGACATTGGCGTAAGTGAAGCGACCCGCATTGACCCTAACGCCTGGG 900 

           * ********************************************************** 



 

LacZC      TCGAACGCTGGAAGGCGGCGGGCCATTACCAGGCCGAAGCAGCGTTGTTGCAGTGCACGG 960 

LacZN      TCGAACGCTGGAAGGCGGCGGGCCATTACCAGGCCGAAGCGGCGTTGTTGCAGTGCACGG 960 

           **************************************** ******************* 

 

LacZC      CAGATACACTTGCTGATGCGGTGCTGATTACGACCGCTCACGCGTGGCAGCATCAGGGGA 1020 

LacZN      CAGATACACTTGCCGACGCGGTGCTGATTACAACCGCCCACGCGTGGCAGCATCAGGGGA 1020 

           ************* ** ************** ***** ********************** 

 

LacZC      AAACCTTATTTATCAGCCGGAAAACCTACCGGATTGATGGTAGTGGTCAAATGGCGATTA 1080 

LacZN      AAACCTTATTTATCAGCCGGAAAACCTACCGGATTGATGGGCACGGTGAGATGGTCATCA 1080 

           ****************************************    *** * ****  ** * 

 

LacZC      CCGTTGATGTTGAAGTGGCGAGCGATACACCGCATCCGGCGCGGATTGGCCTGAACTGCC 1140 

LacZN      ATGTGGATGTTGCGGTGGCAAGCGATACACCGCATCCGGCGCGGATTGGCCTGACCTGCC 1140 

             ** *******  ***** ********************************** ***** 

 

LacZC      AGCTGGCGCAGGTAGCAGAGCGGGTAAACTGGCTCGGATTAGGGCCGCAAGAAAACTATC 1200 

LacZN      AGCTGGCGCAGGTCTCAGAGCGGGTAAACTGGCTCGGCCTGGGGCCGCAAGAAAACTATC 1200 

           *************  **********************  * ******************* 

 

LacZC      CCGACCGCCTTACTGCCGCCTGTTTTGACCGCTGGGATCTGCCATTGTCAGACATGTATA 1260 

LacZN      CCGACCGCCTTACTGCAGCCTGTTTTGACCGCTGGGATCTGCCATTGTCAGACATGTATA 1260 

           **************** ******************************************* 

 

LacZC      CCCCGTAC 1268 

LacZN      CCCCGTAC 1268 

           ******** 

 
























