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 Técnicas de Hibridación de Ácidos Nucléicos.

  Hibridación.

 Tipos de Hibridación:

 PCR. Southern Blot.

 ¿Qué es?

 Es un método de localización de Secuencias de 
 ADN.

 Apartir de:

  Preparado de téjido.

 Mediante:

 Extracción de ADN.  Purificación de ADN.

 Seguido se realiza.

 Electroforesis en Gel de agarosa.

 Consiste en:

  Separar los diferentes fragmentos de ADN 
 según su tamaño en geles de agarosa.

 Separación de de la doble hebra de ADN.  Eliminación de restos de ARN.

 Mediante.

 Bañado del gel con tratamiento alcalino.

 Comúnmente:

 Hidróxido de Sodio.

 Hibridación en Sondas.

 Consiste en:

 Traspaso del ADN del gel a una membrana de 
 Nylon.

 Duración.

  varias horas dependiendo del tamaño del 
 fragmento de ADN que se quiere transferir.

 Se realiza a través de:

 La movilidad del gel a la membrana por 
 capilaridad.

 Se logra:

 Que este blot quede en la membrana con las 
 mismas bandas que estaban en el gel de 
 agarosa.

 Que la membrana seque el gel sacandole el 
 ADN.

 Incubación en solución salina con una sonda de 
 ADN o ARN.

 Características.

 Se construye artificialmente con Nucleotidos.  Es complementaria a una secuencia específica 
 a encontrar en la membrana.

 Para poder ver la sonda posteriormente.

 Se le añade.

 Fosfato Radioactivo.

 O se una a:

 Una molécula fluorescente.

 Revelación.

 Por medio de:

 Película fotográfica.  Luz fluorescente.

 Creado por:

 Edwin Southern en 1975.

 ¿Qué es?

 Combinación de 2 cadenas simples de ácidos 
 nucléicos de ADN o ARN-.

 Formando: 

 Una única molécula de doble cadena de ADN.

 A través de:

  Apareamiento de sus Bases Nitrogenadas.

 Digestión Enzimática.

 Consta de:

 Corte de fragmentos de diferentes tamaños de 
 ADN mediante Enzimas de Restricción.

 A través de:

 Cargas Eléctricas.

 Aplicaciónes.

 Son:

 Detección de genes.  Huellas Genéticas.  Estudio de muchos genes en multiples 
 condiciones fisiológicas.

 Nothern Blot.

 Fue creado por:

 James Alwine, David Kemp, George Stark en 
 1977. 

 Limitaciones.

 Debe de:

 Ser de forma rápida.

 Debido a:

 Que el ARN se degrada fácilmente.

 Buena manipulación de muestras.

 Evitarse el contacto con ARN-asas

 Se necesitan aproximadamente 100,000 copias 
 de una secuencia de ADN o ARN.

 Análisis de múltiples sondas.

 LLeva mucho tiempo.

 Ventajas.

 Económica.  Otorga datos de tamaño y abundancia de ARN.

 Esto puede.

 Indicar deleciones o errores en procesos de 
 transcripción.

 Permite observar un patrón particular de 
 expresión genética.

 De.

 Tejidos.  Organos.  Estadios del desarrollo.  Niveles de estrés ambiental.  Infecciones causadas por patógenos.  Curso de tratamiento de infecciones causadas 
 por patógenos.

 Se ha utilizado en.

 Sobreexpresión de Oncogenes.  Desregulación de genes supresores tumorales 
 en células cancerosas comparado con células 
 normales.

 Es un método de localización de Secuencias de 
 ARN.

 Apartir de:

  Separación de molécula de ARN de interés.

 Mediante: Preparación de tejido biológico.

 Extracción de ARN.  Purificación de ARN.

 Seguido se realiza.

 Corte de fragmentos de diferentes tamaños de 
 ARN mediante Enzimas de Restricción.

 Electroforesis en Gel  de Agarosa 
 desnaturalizante.

 El gel debe ser: 

 Con formaldehido.

 Para:

 Evitar formación de estructuras secundarias 
 que pueda formar el ARN.

 Consiste en:

  Separar los diferentes fragmentos de ARN 
 según su tamaño.

 A través de:

 Cargas Eléctricas.

 Hibridación en Sondas.

 Consiste en:

 Traspaso del ARN del gel a una membrana de 
 Nylon.

 Duración.

  Varias horas dependiendo del tamaño del 
 fragmento de ARN que se quiere transferir.

 Se realiza a través de:

 La movilidad del gel a la membrana por 
 capilaridad.

 Se logra:

 Que este blot quede en la membrana con las 
 mismas bandas que estaban en el gel de 
 agarosa.

 Que la membrana seque el gel sacandole el 
 ARN.

 Incubación en solución salina con una sonda de 
 ADN.

 Características.

 Se construye artificialmente con Nucleotidos.  Es complementaria a una secuencia específica 
 a encontrar en la membrana.

 Para poder ver la sonda posteriormente.

 Se le añade.

 Fosfato Radioactivo.

 O se una a:

 Una molécula fluorescente.

 Revelación.

 Por medio de:

 Película de Rayos X

 Ayudara a identificar específicamente la banda 
 de ARN.

 Detección.

 De: 

 Amplificación de expresión Génica Cuantitativa.

 ¿Qué es?

 Es la amplificación del ADN in vitro.

 A través de.

 Polimerización de la cadena del ADN.  Con un termociclador.

 Aplicaciones.

 Son.

 Detección de agentes infecciosos.  Análisis de ADN cualquier organismo vivo o 
 muerto.

 Mutagénesis.  Investigación Forense.  Pruebas de Paternidad.

 Ventajas.

 Son.

 Apartir de una muestra pequeña de ADN se 
 puede obtener una cantidad considerable para 
 el estudio.

 Se puede 

 Utilizar para.

 Analizar. Secuenciar. Clonar.

 Amplificar para.

 Organismos vivos.  Organismos muertos.

 Desventajas.

 Son.

 Se necesitan primers específicos.  La polimerización puede tener errores al 
 sintetizar el ADN.

 Puede contaminarse con otro ADN.

 Pasos de la PCR.

 Son.

 Desnaturalización.  Apareamiento.  Polimerización (Extensión).

 Consiste en:

 Separar la doble cada de ADN y convertirla en 
 sencilla.

 Usar temperatura para la desnaturalización.

 De.

 25°C- 95°C.

 15-40 Segundos.

 Dependerá del gran tamaño del genoma.

 Consiste en:

 La unión de los cebadores "primers" 
 previamente elaborados.

 Con:

 La hebra sencilla del ADN.  Lugares específicos de la hebra de ADN.

 Consiste en: 

 Formación de la secuencia complementaria del 
 ADN.

 Mediante.

 Colocación.

 De.

 Dinucleótidos trifosfatados.

 La extensión de los primers.

 Mediante:

 Una Enzima Polimerasa.

 En caso de:

 Que la  sonda sea radioactiva.
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