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Genética molecular

—

Aislar un gen o cualquier otra secuencia concreta de DNA y amplificarlo en cantidades suficientes que permitan su estudio.
Clonacién molecular 4 El proceso de la clonacion molecular implica la transferencia de una secuencia de DNA de interés a una célula de un microorganismo.
A continuacidn se cultiva el microorganismo para que reproduzca la secuencia de DNA junto con su propio DNA.

Enzimas que reconocen secuencias de doble cadena especificas en el DNA y las escinden a nivel de los elementos fosfodiéster de la doble hélice del
Enzimas de restriccion <4 DNA en el lugar de reconocimiento o cerca de éste. La digestion del DNA de todo el genoma humano con la enzima EcoRI genera una coleccion de

aproximadamente 1 milléon de fragmentos EcoRI de longitudes variables, cada uno de ellos correspondiente a un lugar especifico en el genoma.
Analisis de secuencias

individuales de DNAY 4 _ -
RNA

Replicarse de manera autdnoma en un huésped, como las células de levadura o bacterias, y que posteriormente puede ser aislado en forma pura
Vectores = paraser analizado. Tras la insercion de un fragmento de DNA humano en un vector por accién de la DNA ligasa, la nueva molécula que resulta
puede ser introducida en un huésped bacteriano para la propagacion del fragmento insertado junto con la molécula vector.

Coleccidn de clones cada uno de los cuales contiene un vector al que se ha insertado un fragmento diferente del DNA derivado del DNA o el RNA totales de una
Genotecas - célula o tejido. Si la coleccion de clones tiene el tamafio suficiente, tedricamente deberia contener todas las secuencias existentes en la fuente original de DNA. Es
posible identificar en la genoteca un clon que contenga un fragmento del DNA de interés utilizando para ello métodos sensibles de deteccidon que son capaces de
detectarlo en un conjunto de millones de fragmentos clonados diferentes.

Permite la deteccién y el analisis de un subconjunto de fragmentos de DNA de interés existentes en un conjunto aparentemente poco informativo

Transferencia Southern 4 . . . . . L
de aproximadamente 1 millédn de fragmentos obtenidos por accidn de las enzimas de restriccion.

Andlisis con sondas La sonda de eleccién a utilizar para la deteccién de una mutacidon que afecta a una sola base, o bien que resulte en una pequeiia insercién o
Métodos de analisis de oligonucledtidos <4  delecion, es un oligonucleétido sintético debido a que su menor longitud lo hace mucho mas sensible, siendo posible incluso llegar a detectar el
de los acidos nucleicos con especificidad de cambio de un solo par de bases entre la sonda y la muestra analizada.

Técnica de analisis de muestras de RNA equivalente a la transferencia Southern es la denominada transferencia Northern o
transferencia de RNA. La transferencia Northern es el método estdndar para determinar el tamafio y la abundancia de un
mRNA derivado de un determinado gen en una muestra de RNA

Transferencia Northern o de RNA <

Reaccién en cadena La PCR puede amplificar selectivamente una sola molécula de DNA o RNA varios miles de millones de veces en pocas horas, y ha
de la polimerasa ] revolucionado el diagnéstico y el andlisis molecular de las enfermedades génicas. La PCR consiste en una amplificacién
enzimatica de un fragmento de DNA (la diana) localizado entre dos oligonucleétidos «cebadores»

La técnica mas utilizada para el analisis de secuencias de DNA es la secuenciacién Sanger.
Analisis de secuencias El método de la secuenciacidn Sanger aprovecha ciertos andlogos quimicos de los cuatro nucleétidos conocidos como
—
de DNA dideoxinucleétidos

Técnicas avanzadas con

métodos de captura de imagen o o .
digital de los nucledtidos e Hibridacion genémica comparativa

marcados con fluorescencia * Matrices de expresion de RNA
e Andlisis de transferencia western de las proteinas

e Hibridacidon in situ fluorescente en los cromosomas.
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