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 Técnicas de Génetica 

 Northern Blot  Southern Blot  PCR

 Es una 

 Técnica utiliza para el estudio del ADN, 
 espeficamente el ADN proveniente de una muestra 
 biológica 

 Reacción en Cadena de la Polimerasa

 Es una

 Técnica para la sintesis in vitro de secuencias 
 específicas de ADN

 Es una 

 Técnica que es utilizada para el estudio de la 
 expresión de genes.

 Procedimiento

 Extracción 

 Extracción del ARN total de una muestra de tejido
 El término " Northern Blot"

 Se refiere a la transferencia capilar de ARN desde 
 el gel de electroforesis a la membrana de 
 transferencia

 Objetivo

 Buscar secuencias en el ARN 

 Preparación de la muestra

 Insolación de ARN

 Medio de separación 

 Electroforesis

 Es posible

 Observar el control celular 

 Sobre 

  La estructura y función determinado de los niveles 
 de expresión génetica.

 Electroforesis

 La muestra es separada mediante electroforesis en 
 gel. La muestras son separadas por tamaño

 Transferencia a una membrana 

 Una membrana de Nailon cargada positivamente 
 es la más eficaz para realizar la hibridación en el 
 Nothern Blot

 Generación de una sonda

 Con fin de hacer posible su posterior detección y 
 de esta manera la identificación de la secuencia de 
 ARN.

 Hibridación 

 Principal objetivo es conseguir la máxima 
 interacción entre la sonda y molécula de ácido 
 nucleico que se quiere detectar.

 Visualización 

 Captuarar la radiación ionizante por una emulsión 
 fotográfica, la membrana es expuesta a un film por 
 tiempos variables y es film es revelado y al fin se 
 realiza su analisis del resultado.

 Se utiliza 

 Para identificar secuencias de genes específicos y 
 en huellas dactilares de ADN 

 Procedimeinto 

 Extracción de ADN 

 Se puede hacer la extracción de cualquier tejido 
 humano

 Corte de ADN con una endonucleada de 
 restricción ( enzima que corta el ADN ).

 El ADN estraído de la muestra se utiliza con una 
 endonucleada de restricción, en donde tenga una 
 secuencia característica 

 Electroforesis en gel 

 Los fragmentos de ADN  > se produce una 
 separación continua de los fragmentos de ADN de 
 acuerdo a su tamaño.

 Southern Blot 

 La moléculas de ADN separadas se desnaturalizan 
 mientras permanecen en el gel. El DNA resultante 
 se transfiere a la superficie de una membrana de 
 Nylon > realiazando así una copia.

 Hibridación de sonda radioactiva 

 Se incuba en una disolución que contiene sonda 
 radiactiva , bajo condiciones de temperatura y 
 concentración de sales que favorecen la 
 hibridación.

 Después se lava el exceso de sonda no unida, 
 para que la unica radiactividad que quede sea el 
 ADN del locus diana.

 Detección mediante autorradiografia 

 Tras la exposición y revelado fotografico, el 
 registro resultante de la hibridación se conoce 
 como autorradiografia.

 Reensayar el resultado del Southern con sondas 
 adicionales.

 Preparación de la muestra 

 Digestión enzimática de extracción de ADN

 Medio de separación 

 Electroforesis

 Prueba rápida y muy precisa

 Detecta 

 El ADN o el ARN de un patógeno o células 
 anormales de una muestra 

 Se utiliza

 Para diagnosticar algunas enfermedades y algunos 
 cambios genéticos.

 Procedimiento 

 Se basa

 En replicación celular en la que actuan varias 
 proteínas para sintetizar dos nuevas hebras de 
 ADN a partir de otra que funciona como molde 

 Preparación de la muestra

 Se agrega el ADN, los nucléotidos, la solución 
 amortiguadora, los iniciadores y ADN polimerasa

 Centrifugar para reunir la mezcla hasta el fondo en 
 el tubo 

 Amplificación 

 Desnaturalización 

 Separación de la doble helice por que los puentes 
 de hidrógeno se rompen. La temperatura y el 
 tiempo se determina de acuerdo a la caracteristica 
 de el ADN.

 Ciclos de la PCR

 Se realizan ciclos sucesivos de desnaturalización, 
 alineamiento y extensión ( generalmente se repiten 
 entre 25 y 35 veces).

 Alineamiento

 Al disminuir la temperatura de incubación los 
 iniciadores se unen de manera especifica al ADN 
 flanqueando el fragmento que se quiere amplificar 

 Extensión 

 Consiste en la síntesis de la nueva cadena de ADN

 Al terminar los ciclos se realiza una ultima 
 extensión de aproximadamente 5 minutos a 72°c 
 para permitir que la polimerasa termine de 
 sintetizar algunos fragmentos que hayan quedado 
 incompletos.

 Realización de Electroforesis .
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