TECNICAS DE DIAGNOTICO MOLECULAR

técnicas que nos.

permiten determinar
mutaciones o polimorfismos

Ta determinacion de la causa de Una
enfermedad pudiendo ser de
origen genético o bien infeccioso

PCR ELECTROFORESIS
¢ SOUTHERN BLOT £
técnica para hacer muchas co d
una determinada regién de ADN tecnica de separacion de Tecnica de separar moléculas de acuerdo
ARN on su tamafio y carga eléctrica
técnica analitica para identiicar
secuencias especificas do ADN
aplicacion
aplicacion
para

~clinica: deteccion enfermedades humanas
- genéica: secuenciacion molecular y clonacion y mutagénesis
- industrias alimentariasla determinacion de toxinas y patogenos
- sector agricola:desarrollo de productos y semillas de calidad,
procesamiento de granos y clonacion de genes.

94°C durante 5 minutos

procedimiento

Desnaturalizacion

temperdiura

rompe los enlaces
de hidrogeno del ADN

imprimaciones

Recogido)————————a tavés cusho

Ta temperatura se

reduce a 5065 °C

taq polimerasa

imprimacion y Ios nucleétidos de ADN

cuando

temperatura se eleva de

nuevo a 72 °C durante 5 minutos.

obtiene

nuevas hebras dobles de ADN

pasan a metodos

- expresion génica en caso de rechazo de trasplante

- sobreexpresion de genes causantes de cancer
o
- defeccion de microRNAS virales

procedimiénto

la membrana

formas—— - inhibicion de la ribonuclease
- desprotenizacion
- recuperacion de ARN intacto

aislamiento de ARN

[

Separacion de ARN » el de agarose con el propésito
por mediant de la separacion del Acido nucleico

Tranferencia ARN |, trayes—s( membrana de nylon,|—Mecanismos. ‘accién capilar
amenbrana accion teraccion ionica.
1.radio o sonda etiquetada fluorescentemente.
0 para dentifcar la inmovilizacion especifica del ARN
7 hibridacion
2 amortiguador que contiene una menor
6n de sal para eliminar el exceso de sondas

( ! r \ pelicula
( J de rayos X

bandas oscuras
ondas radiactivas.

aplicacion

~Tdentiicar ADN
- infecciones virales y bacterianas.
- estudio de la mutacin genéica, la eliminacion y los reordenamientos.
- Huelas dactilares de ADN
- enfermedades neonatales y genéticas como el céncer.
-D de RFLP

incubamos detergente.
(ibera proteinas

procedimiento

celulares y ADN)

eliminan proteinas
extraccion organica
¥ no organica

‘purificar el ADN con’
aloohol

fibras visibles de ADN se

Extraer y purificar el ADN}——se da gor

eliminan y suspenden en bifer.

enzima

puriicacion o

identificacion

endonucleasa de nucledtidos

anaden
tubo PCR

‘geles agarose o poliacrimida
had

para permitir Ia fotografia bajo la luz UV.

‘vitar 1a re-hibridacion

NaCl para que el
despues- ADN sea neutralizado.

medjante

esnata es pal

de proteinas o se puedan identificar microorganismos.

diagnéstico de enfermedades, se verifique la exDres\én]

aplicacion

 Identificar microorganismos
- Prueba de paternidad;
- Verificar la expresion de proteinas; Identiicar mutaciones,
- Analizar los tipos de hemoglobina circulantes,
- Evaluar I cantidad de proteinas presentes en la sangre.

Gosnatirarios Fagmens)—con os——+{aEais)

material

Medios de soporte

~Papel: sencillo hidroxilo de fa celulosa.
tato de celulosa
idon

Al
- Agarosa
- Poliacrilamida
- Agarosa#poliacritamida
- Poliacrilamida con SDS

Modos de disposicien
del soporte

(Fchazon)——se ranfiere

ADN del gel al soporte para
sélido (membrana portadora). | despues

‘Secar mancha y radiacion UV
para hacerla permanente.

Cémm el

la sonda s une con ADN complementario
en la membrana con la ayuda de BSA o caseina

() @

J—con—»{NaCly detergente )

riculas
Autoradiografia se exponen pat sonda radiactiva o
(Rutorsdiogrfia}————— auna pelicula de rayos X [~cuando- rEcre s enie)

aplicado esclusivamente

‘para aminoacidos u ofras.
moléculas pequefias gel de poliacrilamida
especialmente P

pequefio tamafio

proteinas o para acidos nucleicos

acetalo de celulosa

el de aimidon o de agarosa,
para proteinas y especiaimente

para acidos nucleicos.

procedimiento

s necesario
ungel (poliacrilamida o agarosa) dependiendo del objetivo,
1p6n y cubeta de electroforesis
 marcador de peso molecular
lorante fluorescente,
equipo de luz UV o LED( transiluminador)

paso 1:preparacion del ge

Colocarse un objeto especifico lamado peine

olocar un marcador e peso molecular
en una de las cavidades, un control positivo

mezclarse con un colorante fluorescente

paso 5

ol gel o5 colocado bajo 1a luz UV o LED,
es posible visualizar el patrén de bandas
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