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TECNICAS DE
BIOLOGIA
MOLECULAR

Técnica que permite amplificar de forma
exponencial una secuencia especifica de
ADN, generando millones de copias a partir
de una pequena cantidad inicial.

Generar muUltiples copias de una region de
ADN para facilitar svu analisis

Propésito .
. Detectar la presencia de un fragmento de
ADN especifico en una muestra

|.-Desnaturalizacion: Se calienta la muestra a
aproximadamente 94-98°C para separar las hebras de ADN.

2.-Alineamiento (o **hibridacion’'): La temperatura se reduce
a 50-65°C para que los cebadores (fragmentos cortos de

ADN) se unan a las secuencias complementarias en las
hebras de ADN.

3.-Extension: La temperatura se eleva a alrededor de 72°C,
permitiendo gue la enzima ADN polimerasa agregue

nucledtidos a los cebadores y sintetice una nueva hebra de
ADN.

Diagnostico clinico: Deteccion de enfermedades

Reaccién en Cadena de la infecciosas (por ejemplo, virus y bacterias).

Electroforesis

Southern Blot

Northern Blot

- Western Blot

a Polimerasa (PCR)

Investigacion forense: Analisis de ADN en investigaciones
criminales.

Aplicaciones

Estudios de genética: Analisis de mutaciones, secuenciacion genética y
estudios de herencia.

Biotecnologia y clonacién: Producciéon de ADN para clonacion y expresion génica.

Alta sensibilidad y especificidad

Ventajas Reguiere una minima cantidad de ADN inicial

Proceso rapido, con resultados en pocas
horas

Sensible a la contaminacion, lo que puede producir falsos
positivos

Requiere equipos especificos (termociclador) y
reactivos

Solo amplifica fragmentos de tamano limitado; no ideal para
fragmentos muy largos

Técnica utilizada para separar moléculas
(ADN, ARN, proteinas) basandose en su
tamano y carga eléctrica.

Separar y analizar moléculas biolégicas.

Propodsito . .
Determinar el tamano de fragmentos de
ADN, ARN o proteinas.

|.-Preparacion del gel (agarosa para acidos 2.-
nucleicos, poliacrilamida para proteinas).
3.-Aplicaciéon de la muestra en pocillos.
4.-Aplicacion de un campo eléctrico.
5.-Migracion de las moléculas a través del gel.
6.-Visvalizacion mediante tincion (e.g., bromuro
de etidio para ADN).

Analisis de fragmentos de restriccion en
ADN

Aplicaciones Determinacién de la pureza de proteinas

Verificacion de la expresion génica

Técnica rapida y eficiente

Ventajas
= Permite la separacion precisa de moléculas

Requiere equipos especializados

Resolucion limitada para moléculas muy
grandes o muy pequenas

Técnica para detectar secuencias
especificas de ADN dentro de una muestra.

dentificar la presencia de genes especificos

Propésito .
Analizar patrones de fragmentos de
restriccion

|.-Digestion del ADN con enzimas de restriccion.
2.-Separacion de fragmentos por electroforesis.
3.-Transferencia de ADN del gel a una membrana
(nitrégeno o nylon).

4.-Hibridacién con una sonda marcada
complementaria.

5.-Deteccion de la sonda unida.

Mapeo de genes

Aplicaciones Diagnostico de enfermedades genéticas.

Identificacion de organismos modificados
genéticamente

Alta especificidad para secuencias de ADN

Ventajas ) i ..
S Permite el analisis de ADN gendémico
completo

Proceso laborioso y tiempo intensivo

Requiere una sonda especifica

Técnica utilizada para detectar y
cvantificar ARN especifico en una muestra.

Analizar la expresion génica

Propésito . - .
. Determinar el tamano y la cantidad de ARN
mensajero (ARNm)

|.-Separacion del ARN por electroforesis en
gel.

2.-Transferencia del ARN a una membrana.
3.-Hibridacion con una sonda de ADN o ARN
complementaria marcada.

4 .-Deteccion de la sonda unida.

Estudio de patrones de expresion génica

Aplicaciones Identificacion de variantes de ARN

Investigacion de procesos de regulacion
génica

Permite la cuantificacion de ARNm

Ventajas o . .
4 Especificidad para diferentes transcritos
de ARN

Sensible a la degradacion del ARN

Requiere sondas especificas para cada
ARNmM

Técnica para detectar proteinas
especificas en una muestra.

Analizar la expresion y modificacion de
proteinas

Propésito - . .
. Verificar la presencia de proteinas de
interés

|.-Separacion de proteinas por
electroforesis en gel (SDS-PAGE).
2.-Transferencia de proteinas a una
membrana (PVDF o nitrocelulosa).
3.-Bloqueo de la membrana para evitar
uniones no especificas.

4 .-Incubacién con anticuerpo primario
especifico.

5.-Incubacion con anticuerpo secundario
marcado.

6.-Deteccion de la senal del anticuerpo
marcado.

Confirmacion de la expresion de proteinas
recombinantes

Estudio de modificaciones

Aplicaciones postraduccionales

Ventajas

Diagnéstico de enfermedades mediante
marcadores proteicos

Alta especificidad para proteinas objetivo

Permite la deteccion de diferentes
isoformas de proteinas

Requiere anticuerpos especificos y de alta
calidad

itaciones
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Técnica relativamente laboriosa
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