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Inicia

Con la desnaturalizacion o separacion de
la doble hélice de ADN mediante el
calentamiento de la muestra a una

temperatura entre 94 y 96 °C para romper

los puentes de hidrégeno que las unia

l Posterior

Se alinean los iniciadores a sitios
especificos complementarios de las
cadenas sencillas de la regién que se va a
amplificar, para que esto suceda se baja la
temperatura entre 40 y 60 °C lo que
permite la unién de los iniciadores.

1 Finalmente

Se sintetiza una nueva cadena en sentido 5’
a 3’ para lo cual se incrementa la
temperatura, por lo general a 72 °C, porque
es la temperatura 6ptima a la cual la ADN
polimerasa se une a los iniciadores y
comienza la replicacion.
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Definicidon

Es replicacion celular en la que
actuan varias proteinas para

Etapas de la

sintetizar dos nuevas hebras de
ADN a partir de otra que funciona I

Durante la PCR

como molde.

|

La enzima mas importante en la

es la polimerasa del ADN dependiente de
ADN, comunmente conocida como ADN

técnica

Antes de la PCR:
A) Extraccion del ADN

1) Preparacion de la muestra

2) Amplificacion
replicacion 4) Etapas de la PCR
5) Extension final

polimerasa, porque es la encargada de I

incorporar nucleétidos durante la
las nuevas cadenas de A

4

Para llevar a cabo la PCR, Un
necesita mezclar en microtubos
la ADN polimerasa; los desoxirri
una solucién amortiguadora; un
polimerasa (regularmente se us

los iniciadores

/\ Etapas de la PCR

Desnaturalizacion, 2) Alineamiento

3) Extension del
ADN °

3) Desnaturalizacion inicial

2, 20, 100 y

sintesis de
DN Despues de la PCR
a) Electroforesis
icamente se 1 Equipo
el ADN molde,
bonucledtidos; e Termociclador
co-factor de la e \ortex
amagnesio) y e Micropipetas de
200 pl,
e Microcentrifuga
' e Fotodocumentador
Material

Guantes desechables de latex, vinil o nitrilo
Tubos para PCR

Puntas para micropipetas

Bano de hielo

Gradilla
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Noos

Es una

Herramienta de importancia
primordial en el desarrollo de las
técnicas del ADN recombinante o

ingenieria genética

Etapas de la técnica

Obtencién de la muestra

Preparacion del gel

Preparacion de las muestras con el
buffer de carga

Carga de las muestras

Corrida del gel

Tefiido del gel

Visualizacion del gel con luz ultravioleta
y andlisis de los resultados

Equipo

Cémara horizontal de
electroforesis con los accesorios
correspondientes.

Fuente de alimentacion o de
poder.

Transiluminador (fuente de Iluz
ultravioleta

Equipo fotografico que permita
tomar fotos del gel

ELECTROEORESIS

Definicidn

Es una técnica de separacion muy usada en
las investigaciones de proteinas y acidos
nucleicos (ADN y ARN), que se basa en la
movilizacion de las moléculas disueltas en
una solucién de electrolitos a través de un
gel por la accién de la corriente eléctrica.

Tipos de geles
AGAROSA POLIACRILAMIDA
Es el método estandar Posee un poder de
para separar y purificar resolucién mucho
fragmentos de ADN mayor, permitiendo la
cuando no requerimos separacion de
un alto poder de moléculas que difieren
resolucion en un solo par de bases

Material




NORTHERNBLOT

L Etapas dela
Normalmente Definicion técnica
Se aisla el conjunto de moléculas de Es una técnica de laboratorio que se utiliza
ARN de una muestra de células o de para detectar una secuencia de ARN
tejido, y después se facilita la especifica en una muestra de sangre o de
migracion del ARN en un gel por tejido.
electroforesis
Después Las
Se (iolocan I,O? fr.agmtlentofs mas pequenos Moléculas de ARN en una muestra se
en la parte inferior y los iragmentos mas separan por tamafio mediante electroforesis
grandes en la parte superior. A esto se le en gel. Los fragmentos de ARN son
llama correr el gel. Después se aplica una transferidos del gel a la superficie de una
membrana sobre el gel y se transfieren, membrana.
bien por un gradiente salino o por l
transferencia electroforética. Esta

Membrana se expone a una sonda de ADN

Finalmente marcada con una etiqueta radiactiva o &5 8
quimica. Si la sonda se une a la membrana, _ EsEub582E
£ ; : entonces la secuencia complementaria de £ B BB t = ; = 5 ;i S S %
ste producto sera transferido a ARN esta presente en la muestra. S=2EzZZ2 =2=2£2¢E522¢
nitrocelulosa se va a ver como un pedazo de
papel blanco. Pero va a hacer que seamos - - - . o—

capaces de estudiar a continuacion las

diferencias en las muestras de ARN.
28S

RNA

188




SOUTHERIN BLOT

L Etapas dela
Definicién ..
técnica

Su nombre procede de la persona que
lo disefié Edwin Southern y permite la
deteccién simultdnea de varias
secuencias diana de distintos tamafios
con una unica hibridacion. Tipicamente
se utilizan sondas radiactivas

Se utiliza
1 Etapas

Una enzima de restriccion para cortar una
muestra de ADN en fragmentos que se
separan mediante electroforesis en gel.

Es una técnica utilizada para detectar una
secuencia especifica de ADN en una
muestra de sangre o tejido.

EL material de partida es el ADN
purificado, el cual es sometido a una
DIGESTION ENZIMATICA, los enzimas

mas utilizados son el Hae 11l y Hinf | l Estos
o I Fragmentos de ADN son transferidos del
El ADN digerido se somete a una gel a la superficie de una membrana. La
electroforesis en gel de agarosa para

membrana se expone a una sonda de
ADN marcada con un marcador
radiactivo o quimico. Si la sonda se une
a la membrana, entonces la secuencia
I de la sonda esta presente en la muestra.

separar los fragmentos producidos
segun su tamafio

SE TRANSFIERE el ADN a una
membrana de nylon o nitrocelulosa para
obtener una réplica exacta del patron

LA HIBRIDACION se realiza incubando la
de bandas de ADN que hay en el gel.

membrana con diferentes reactivos en un

tubo de hibridacion, entre ellos la sonda o
I | sondas marcadas especificamente y diluidas

en una solucién de hibridacién adecuada.
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estern Blot A

PhosphoERK =~ D GEED GND . ——

ERK o e e D D @D

B-Actin = Se— c— a— a— —c—

WESTERN BLOT

Deteccién de proteinas especificas
con anticuerpos

Conocer:

Niveles de expresion

Isoformas

Modificaciones postraduccionales
Tiempo de vida media y degradacion
Localizacion subcelular

Ctrll Ctrl2 Ctrl3 Trtl Trti2 Trt3

TECHICAS VE BIOLOGIA MOLECULAR

MUTAGENESIS
DIRIGIDA

Se puede generar proteinas
mutadas manipulando su ADN

Generalmente se hace por PCR:

- Introduccién de mutacion puntual
(cambio de aminoacido por otro)

- Deleciones
. _A
A M
l v D
PCRI MC
A A PCR2
—v
A Y
—vV—————
4—_
l PCR3 B
(Extension
solapante)
A
v
Mutacion

METODO DE
SANGER

No acepta elongacion de la

cadena de nucleotidos por ADN

polimerasa

ADN molde

4 desoxirribonucledtidos
Cebador de ADN

ADN polimerasa

5’ ACGTATCGTCGATCGATCG 3’
GCTAGC

dATP dCTP  dGTP dTTP

ADN
Polimerasa




