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 SOUTHERN 
 BLOR

 método de laboratorio que se 
 utiliza para estudiar el ADN.

 El método recibió su nombre 
 debido a su creador, el biólogo 
 molecular británico Edwin 
 Southern.

 se digiere mediante una enzima 
 de restricción, y los fragmentos de 
 ADN resultantes

 despues de esto 

 se separan mediante corriente eléctrica 
 para hacerlos desplazar a través de un gel o 
 matriz

 para 

 para ayudar que 

  los fragmentos más pequeños se desplacen 
 más rápido que los fragmentos más grandes

 La marcación permite que los fragmentos 
 de ADN que contienen secuencias 
 complementarias a la secuencia de ADN

 su principal característica 

 el ADN purificado proveniente de una 
 muestra biológica 

 con la finalidad 

 Los fragmentos más grandes, migran a la 
 parte superior y los fragmentos más 
 pequeños se van a encontrar en la parte 
 inferior

 para llegar a una 

 solución haga que el ADN que se encuentra 
 en el gel pase a la membrana.

 pasos de Southern blot

  Extracción del ADN  Digestión del ADN con una endonucleasa de 
 restricción

 Electroforesis en gel de agarosa



 NORTHERN 
 BLOT

 se utiliza para analizar moléculas
 de ARN

 Normalmente se aísla el conjunto
 de moléculas de ARN de una
 muestra de células o de tejido, y
 después

 para llevar acabo

 la colocalozación de los fragmentos
 más pequeños en la parte inferior y los
 fragmentos más grandes en la parte
 superior.
 procedimiento general

 procedimiento general de secado

 Homogeneizar la muestra.
 Separación de la molécula de interés
 mediante una membrana de electroforesis.
 Transferencia de las moléculas a una
 membrana de nitrocelulosa/nylon.
 Hibridación o identificación de la molécula.

 para conseguir

 aplicar una membrana sobre el gel y se
 transfieren, bien por un gradiente salino o
 por transferencia electroforética

 Características Western Blot

 La posición del anticuerpo se revela
 incubando un sustrato incoloro que la
 enzima unida convierte en un producto
 coloreado que puede verse y fotografiarse.

 como también

 Está técnica usa electroforesis en gel para
 separar las proteínas nativas según su
 estructura tridimensional o las proteínas
 desnaturalizadas según la longitud del
 polipéptido.

 se facilita la migración del ARN en
 un gel por electroforesis.

 y da como resultado

 Este producto transferido a nitrocelulosa se
 va a ver como un pedazo de papel blanco.

 WESTERN BLOTTING PASOS

 Preparación de la muestra: lisis celular y
 extracción de proteínas Electroforesis en gel
 SDS-PAGE
 Transferencia de la membrana
 a) Transferencia desde el depósito
 b) Transferencia semiseca

 y por ultimo

 Inmunodetección
 a) Protección tradicional del inmunoensayo
 b) Protocolo de inmunodetección de 30
 minutos con SNAP i.d.
 c) Inmunodetección de la marcha con
 Immobilon



 PCR

 Es la amplificación de ADN in vitro  El proposito del PCR  es hacer 
 muchas copias de un fregmento 
 de ADN 

 Se realiza la amplificación de un 
 segmento especifico de ADN 

 por medio de

 la polimeración de cadena de ADN 
 utilizando un termociclador 

 Pasos para el PCR

 Desnaturalización: consiste en separar la 
 doble hebra de ADN y convertirla en hebra 
 sencilla 

 Se utiliza a una temperatura de 25º-95º y su 
 tiempo depende por el tamaño del gen 

 Apareamiento o "ANNKING" 

 Es diseñado para reaccionar con una hebra 
 sencilla del ADN y se pega en lugares 
 específicos 

 Polimeración o extención 

 Extiende los primers ya que es el espacio 
 comprendido entre ambos primers. Se 
 sintetiza la secuencia complementaria de 
 las hebras de ADN molde 

 ventajas  desventajas 

 Por una pequeña muestra de ADN se puede 
 obtener una considerable muestra  

 Para clonar, secuenciar y analizar 

 Amplia el ADN de cualquier vivo o muerto 

 Se puede reproducir parte del genoma a 
 una minima secuencia 

 Se necesitan primers especificos que sean 
 complemetarios al fragmento de sintetizar 
 el ADN 

 puede contaminarse con otros ADN y esta 
 muestra ya no sera pura 

 que detecta

  Las pruebas detectan el ADN o el ARN de 
 un patógeno (el organismo que causa una 
 enfermedad) o células anormales en una 
 muestra.
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