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SOUTHERN
BLOR

. I 7
método de laboratorio que se El método recibié su nombre se digiere mediante una enzima
utiliza para estudiar el ADN. debido a su creador, el bidlogo de restriccion, y los fragmentos de
molecular britanico Edwin ADN resultantes

Southern.
|

| [despues de esto J

» ) [su principal caracteristica J |
La marcacion permite que los fragmentos

de ADN que contienen secuencias |

se separan mediante corriente eléctrica

complementarias a la secuencia de ADN el ADN purificado provenierite de una para hacerlos desplazar a través de un gel o
| muestra bioldgica matriz
[con la finalidad ) | |
| [para llegar a una ] [para ayudar que )
Los fragmentos mas grandes, migran a la | |
arte superior y los fragmentos mas ; =
gequeﬁoz se va5171 a encogntrar en la parte solucién haga que el ADN que se encuentra los fragmentos mas pequerios se desplacen
Cnferior en el gel pase a la membrana. mas rapido que los fragmentos mds grandes

[pasos de Southern blot)

1
( [ A

[ Extraccion del ADN) [Digesti()n del ADN con una endonucleasa de ] [Electroforesis en gel de agarosa]

restriccion




NORTHERN
BLOT

[

]

se utiliza para analizar moléculas
de ARN

[para llevar acaboJ

la colocalozacion de los fragmentos
mads pequeiios en la parte inferior y los
fragmentos mas grandes en la parte
superior.

procedimiento general

[procedimiento general de secadoJ

Homogeneizar la muestra.

Separacion de la molécula de interés
mediante una membrana de electroforesis.
Transferencia de las moléculas a una
membrana de nitrocelulosa/nylon.
Hibridacién o identificacién de la molécula.

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

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

[para conseguirJ

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

[Caracteristicas Western BlotJ

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

[y da como resultadoJ

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

[WESTERN BLOTTING PASOSJ

Preparacion de la muestra: lisis celular y
extraccion de proteinas Electroforesis en gel
SDS-PAGE

Transferencia de la membrana

a) Transferencia desde el depdsito

b) Transferencia semiseca

J

I como también I

Est4 técnica usa electroforesis en gel para
separar las proteinas nativas segun su
estructura tridimensional o las proteinas
desnaturalizadas segun la longitud del
polipéptido.

. J
I y por ultimo I
a )
Inmunodeteccion

a) Proteccidn tradicional del inmunoensayo
b) Protocolo de inmunodeteccién de 30
minutos con SNAP i.d.

¢) Inmunodeteccion de la marcha con
Immobilon




PCR
[ [ ]

[ Es la amplificacién de ADN in vitro J El proposito del PCR es hacer Se realiza la amplificacién de un
muchas copias de un fregmento segmento especifico de ADN

de ADN ,

. L. Pasos para el PCR
la polimeracién de cadena de ADN
utilizando un termociclador C 1 N Por una pequefia muestra de ADN se puede Se puede reproducir parte del genoma a
Desnaturalizacién: consiste en separar la [Apareamiento 0 "ANNKING" ] [Polimeracién 0 extencién ] obtener una considerable muestra una minima secuencia
doble hebra de ADN y convertirla en hebra I I
que detecta sencilla I
Es disefiado para reaccionar con una hebra | | Extiende los primers ya que es el espacio [Para clonar, secuenciar y analizar ] Se necesitan primers especificos que sean
sencilla del ADN y se pega en lugares comprendido entre ambos primers. Se | complemetarios al fragmento de sintetizar
Las pruebas detectan el ADN o el ARN de Se utiliza a una temperatura de 25°-95° y su | | especificos sintetiza la secuencia complementaria de el ADN
un patégeno (el organismo que causa una tiempo depende por el tamafio del gen las hebras de ADN molde [Amplia el ADN de cualquier vivo o muerto I
enfermedad) o células anormales en una

muestra. puede contaminarse con otros ADN y esta

muestra ya no sera pura
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