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Técnicas Moleculares

Extraccién y analisis de ADN/ARN

A

Obtencion y  preparacion
preliminar de la muestra inicial

Transporte a laboratorio

PROICESO

Validacién técnica del
| informe analitico

Aplicacién de procedimientos

Extraccion de acidos nucleicos

» ALGUNOS TIPOS

v

Flectroforesis

Influencia de
campo magnético

Migracién de solutos
solidos i6nicos

Componentes en toda la disolucion,
De frente movil=——===¢ jetermina la posicion del frente de

avance o frontera

Muestra en forma de

— Zonal » mancha y sus componentes
migran por el disolvente
—==Continua »Aplicada en una zona

Suministro continuo

v
PCR

Deteccion de un fragmento

de material genético

Fragmentos de ADN del que _
se espera sacar muchas copias

“Primers” 2 secuencias cortas d
ADN que se unen al ADN molde |
20 nucledtidos y da
inicio ala PCR

ATCG copia resultante

Enzima clave que utilizando el ADN molde

realiza la copia mediante la integraciéon de ' ADN polimerasa =

nucledtidos de manera secuencial

"ADN molde=—=

Cebadores—

Bloques de la nygva Nucle6tidos—




Northern blot

Secuencias precursoras
o intermediarias

Evaluar propiedades

A 4

de expresion

Determinar el tamaifio
(Wang/Yang) ™

La muestras se desnaturalizaron a
95°C durante 1 min, luego se

Permite detectar pequenios RNAs

\ 4

cargaron en el gel y se corrieron €=———==geparacién del RNA

aplicando 12.5 v/cm, en camara
de electroforesis

ARN separado se transfiera a

60min e
membrana

frio 15V  durante
inmovilizacibn en
durante 1h

Se precalentdé el tampdén de
hibridacién a 65°C, se introdujo la
membrana con ARN
inmovilizados y se incubo 30min

Membrana con ARN_ a 37°C

\ 4

del RNA

\ 4
<$——————=Pre-hibridacion

\ 4

durante toda la noche

Hibridacion

membrana de Nylon +, en cuarto Transferencia e inmovilizacion

Transferidos a una membrana
de nitrocelulosa o nylon

!

Southern blot

Permite identificar fragmentos
de ADN separados por
electroforesis en gel

_ ADN extraido tratado con una

4
Extraccion de ADN

\ 4

endonucleasa de restriccion

Corta el ADN bicatenario en
donde tenga wuna secuencia
caracteristica

_La enzima endonucleasa corta el

Digestion de ADN

Electroforesis en
gel de agarosa

\ 4
Ensayo de Southern =

" ADN en secuencia 5 -GGCC-3"

» Moléculas de ADN, que poseen carga
v negativa, migran hacia el electrodo positivo

Velocidad reducida por la matriz de agarosa

Separacion continda de fragmentos
de ADN de acuerdo con su tamafio

DNA monocatenario resultante se
transfiere a la superficie de una
membrana de nailon, realizando asi una
copia o "calco"




Se retira de la hibridacion y

se lava dos veces por Smin

<

Deteccion de ARN

\ 4

Hibridacion de sonda

radioactiva

A 4
Deteccion de RFLPs
mediante autorradiografia

Ensayo de Southern se incuba en una
disolucion que contiene una sonda

radiactiva de locus Ttunico, bajo
" condiciones de temperatura y

concentracion de sales que favorezcan la
hibridacién

La membrana de nailon se coloca, una
vez lavada, junto a una pelicula de rayos
X dentro de una caia aue las aisle de 1a luz

A 4
Registra las posiciones donde
hay desintegracion radiactiva

v
Autoradiografia
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