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TECNICAS DE HIBRIDACION

SOUTHER PCR
BLOT NOTHERN BLOT (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

¢ definiciéon? 2 definicién? ¢ definicion?

Es un método de laboratorio que se es una técnica de laboratorio utilizada para
utliza para estudiar el ADN. método de analisis de laboratorio que se utiliza amplificar secuencias de DNA. El método utiliza
Especificamente, el ADN purificado para estudiar el ARN. Especificamente, los secuencias cortas de DNA, llamadas primers o
proveniente de una muestra biologica fragmentos de ARN purificados provenientes de cebadores, para seleccionar la parte del genoma
(como sangre o tejido). una muestra biolégica (como sangre o tejido). a amplificar.

¢Cual es su

funcion? )
¢Cual es su ¢Cual_§s su
funcion? funcién?

identificar fragmentos de ADN separados
por electroforesis en gel y transferidos a
una membrana de nitracelulosa o nylon. Esta técnica proporciona informacion sobre la producir millones de copias de la secuencia
longitud de las secuencias de ARN, la en estudio en sélounas pocas horas.
presencia de variaciones en la secuencia y la
g,Cémo es el cuantificacion de secuencias de ARN.

proceso?

¢ Como es el
EL material de partida es el ADN purificado, el cual es proceso?
sometido a una digestién enzimatica, los enzimas mas ¢Como es el

utilizados son el Hae Iy Hinf I. 2
proceso: Desnaturalizacién del DNA molde:

las cadenas de DNA son sometidas a una
Las muestras de ARN se separan en geles temperatura de 95 °C durante 20-30 segundos
segun su tamafio mediante electroforesis en gel. para poder separarlas.

El ADN digerido se somete a una electroforesis en gel
de agarosa para separar los fragmentos producidos
segun su tamafio.

la transferencia del ADN a una membrana de nylon o
nitrocelulosa para obtener una réplica exacta del
patrén de bandas de ADN que hay en el gel.

Los fragmentos de ARN separados se transfieren
luego a una membrana de nailon.

Alineamiento de dos primers sintéticos al
DNA molde desnaturalizado:

Los primers se alinean al extremo 3’ del
templado previamente separado e hibridan
con su secuencia complementaria

ETAPAS

la desnaturalizacion para separar las cadenas de ADN de
forma que la sonda pueda hibridar Los segmentos transferidos se inmovilizan sobre
la transferencia desde el gel a la membrana por capilaridad la membrana mediante agentes de fijacion.

anclaje del ADNB Extension:

Lo A . S ” la sintesis de DNA se inicia en los extremos 3'
La hibridacién se realiza incubando la membrana con diferentes La hibridacién forma la base de la deteccion de ARN ya de los primers unidos. La extension de los

;le_lat_:élvos, entre elllosi ’Ias:}I SE_rLd%s rp'arcaddas e;pecmcamente y RL:NIa es;:{?c:ﬁclgadt_?e Ia”hlbru:la.mor::| eTtre la sondta‘ y el primers se produce a temperaturas entre 55
iluidas en una solucién de hibridacién adecuada. permite la identificacién precisa de los segmentos. °C y 70 °C en uma reaccién enzimatica

" : " " : ™ > catalizada or una DNA olimerasa
El revelado que se realiza mediante autorradiografia, de La transferencia MNorthern utiliza la separacién termoestablep s

manera que aparecera una mancha oscura en los puntos de la dependiente del tamafio de los segmentos de ARN vy, por

membrana en que se localicen los hibridos sonda/secuencia tanto, puede usarse para determinar los tamafios de las

LIELER transcripciones.




Referencia bibliografica

BIOTED. (2020). SOUTHERN BLOT.

blot, W. (2021). Northern Blot.

Tamay de Dios L, I. C. (19 de Agosto de 2020). Fundamentos de la reacciéon en
cadena de la

polimerasa (PCR) y de la PCR en tiempo real






