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permite detectar la presencia de una secuencia
de ADN concreta

emplea la técnica de electroforesis en gel de
agarosa con el fin de separar los fragmentos de
ADN

en una mezcla compleja de este acido nucleico.
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Se muestra la dotacion genética

con el fin de separar los fragmentos de ADN

acuerdo a su longitud y, después, una
transferencia a una membrana

(azul) de un individuo homocigoto (A) y uno
heterocigoto (B) para un marcador
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Extraccion del ADN
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Se puede extraer ADN de casi cvalquier tejido
humano.

tras hibridarse con una sonda especifica (rosa)

Digestion del ADN con una endonucleasa de
restriccion

El ADN extraido de la muestra se trata con una
endonucleasa de restriccion

se observa el resultado del Southern a la
derecha.

Las posibles fuentes de ADN, semen, tejido de
unha victima muerta, células del foliculo capilar
y saliva.

Electroforesis en gel de agarosa

Tras la digestion del ADN

Preparacion de un ensayo de Southern
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Hibridacion con sonda radioactiva

las moléculas de ADN separadas se
desnaturalizan mientras permanecen en el gel
de agaros

La enzima que se usa mas frecuentemente
para el analisis legal es Haelll

los fragmentos de ADN resultantes se separan
segun su tamano

el ADN monocatenario se transfiere a la
superficie de nailon, realizando asi una copia o
“calco"

El ADN extraido se compara con el extraido de
muestras de referencia, obtenidas de personas
conocidas, habitualmente de la sangre.

que corta el ADN en la secvencia 5'-GGCC-3'.

mediante electroforesis en geles de agarosa

Durante la electroforesis, las moléculas de
ADN, que poseen carga negativa, migran.

se produce una separacion continua de los
fragmentos de ADN de acuerdo con su tamano

Una sonda de locus Unico es una molécula
pequena de ADN o ARN capaz de hibridar

Las sondas de locus Unico se marcan

habitualmente con un isétopo radiactivo para
facilitar su deteccion

y se eligen para que detecten un locus genético
polimérfico en un solo cromosoma humano
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Deteccidén de los RFLPs mediante
autorradiografia

Las posiciones de hibridacion de la sonda
radiactiva sobre la membrana del ensayo

se detectan mediante autorradiografia

En esta técnica, la membrana de nailon se
coloca, junto a una pelicula de rayos X
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lea 273

sondas adicionales

Reensayar el resultado del Southern con

En un analisis legal de DNA se suelen
caracterizar polimorfismos de ADN

Tras el revelado de una avtorradiografia

a, se puede lavar la radiactividad con una
disolucién a elevada temperatura

e hibridarlo con una segunda sonda radiactiva
que se una a un locus diferente

dentro de una caja que las aisle de la luz.

La pelicula registra las posiciones donde hay
desintegracion radiactiva
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se vtiliza para analizar la expresion genica a
nivel de ARN

Implica la separacion de ARN por electroforesis

la transferencia a una membrana y la deteccién
de secuencias especificas

Es Util para estudiar la cantidad y el tamano de
los ARN mensajeros en una muestra

Northern blot
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Extraccion de ARN

Electroforesis

Transferencia

Se extrae el ARN total de las células o tejidos
de interés.

El ARN se separa por tamano mediante
electroforesis

El ARN separado en el gel se transfiere a una
membrana

Fijacion del ARN

El ARN se fija a la membrana

Hibridacion
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i Deteccion

La membrana se hibrida con una sonda de ARN
marcada

Se realizan lavados para eliminar las sondas no
hibridadas

Se detecta la senal de la sonda, por ejemplo:

en un gel de agarosa o poliacrilamida.

mediante capilaridad o electrotransferencia.

generalmente mediante calor o radiacion
ultravioleta.

que es complementaria a la secuencia de
interés.

Esto permite la deteccion especifica del ARN
de interes.

mediante autorradiografia o técnicas mas
modernas como la deteccién con fluorescencia.




Desnatvuralizacion
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La Reaccion en
Cadena de |la
Polimerasa
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Fases

Alineacién de cebadores (primers)

\

Extension
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Ciclos repetidos

La doble hélice de ADN se separa al calentarse

Los cebadores, pequenos fragmentos de ADN

rompiendo los enlaces de hidrogeno entre las
bases nitrogenadas

complementarios a las secuencias
flanqueantes al segmento a amplificar

se unen a las hebras de ADN.

La ADN polimerasa sintetiza una nueva hebra

de ADN complementaria a cada hebra original.

Las tres etapas anteriores se repiten en ciclos
multiples

generalmente 20-40

para amplificar exponencialmente la cantidad
de ADN.

biotecnologia

tiene aplicaciones en investigacion, medicina y

como la clonacion de genes, la secuenciacion de
ADN y el diagnéstico molecular.
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