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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
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40 cvcles of 3 steps

Step 1 : denatu:ratiorl

I minut 94 °C

Step 2 : annealing I
45 seconds 54 °C

forward and reverse
primers !!!

Step 3 : extension I

2 minutes 72 °C
only dNTP's

CAndy Vierstraste 1999




RESEARCH METHOD
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El nUmero de copias aumenta de forma exponencial




El ADN se ve como una

banda fluorescente
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Amplificacion al azar de fragmentos polimorficos

(RAPD)
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RAPD para el subgénero Viannia.
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(V.) braziliensis L. (V.) guyanensis L. (V.) lainsoni L. (V.) peruviana L. (V.) panamensis L.(L.) mexicana

Patrones de amplificacion RAPD. En la figura se muestran los distintos amplicones
obtenidos para las diferentes especies de Leishmania. Los tamafios moleculares
han sido calculados con el programa informatico Quantity-One.




Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLFP)
DNA Extracted from
blood calls Restriction esnyme cleavage

ey

Radinactive Fragmentsof DNA are
DHAprobe | Transferof DNA fragments  spparated by electropheoresis
hinds to o a membrane

speacific DNAl{Sﬂu‘Uﬂmbhu} John

fragments

—>

[Mernbransis A -ray film, sandwiched = -
et meimciode:  DNATTECmrel
. g subjects




Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion
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Identificacion de especies de Leishmania:

PCR-RFLP del gen hsp70

Patrones hsp70-PCR RFLP. Resolucion en geles de
agarosa al 1.8%. 1y 10: estandares de tamaio
molecular de 100 pb.

2. L. (V.) braziliensis MHOM/BR/75/M2903,

3.L. (V.) guyanensis MHOM/BR/75/M4147,

4. L. (V.) panamensis MHOM/PA/71/LS94,

5. L. (V.) braziliensis MHOM/PE/95/LQ2,

6. L. (V.) lainsoni PAB2891,

7. L. (V.) peruviana MHOM/PE/ /L677,

8. L. (V.) braziliensis MHOM/BR/75/M2903.
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