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separazione reversibile (denaturazione), 

es a 95°C- i legami covalenti dello scheletro  zucchero-fosfato non vengono

intaccati, i legami idrogeno tra le basi complementari

o idrofobici tra i piani delle basi sono interrotti

Riassociazione (rinaturazione)

specifica a temperature e concentrazioni saline opportune



Tm Temperatura melting

50%



La forza dei legami della coppia  CG è maggiore di quella della 

coppia AT, essendo stabilizzate da tre e da due legami idrogeno 

rispettivamente.



La Tm

dipende dai legami idrogeno tra le  basi complementari e dalle 

interazioni idrofobiche fra basi adiacenti

La forza dei legami idrogeno è contrastata dalla repulsione 

elettrostatica delle cariche negative  dello scheletro zucchero-

fosfato. 

In presenza di Sali la repulsione elettrostatica è contrastata da 

una nuvola di contro-ioni. Diminuendo la concentrazione 

salina aumenta la repulsione elettrostatica dei gruppi  fosfati e 

rimangono appaiate solo le interazioni più forti.



Ibridazioni molecolari
Le tecniche di ibridazioni molecolare su fase solida, (membrane di nitrocellulosa, nylon, 

nitrocellulosa rinforzata da nylon)  permettono di identificare specifiche molecole di 

acidi nucleici con grande specificità e sensibilità

Il Southern blot, fu elaborato nel 1975 da EM Southern

per il DNA e successive tecniche analoghe studiate per RNA e proteine furono chia-

mate, per analogia, Northern e Western blot rispettivamente.  

Tecnica sonda/bersaglio marcatura  più diffusa

____________________________________________________________________

Southern blotting DNA su DNA DNA o oligonucleotidi radioattivi 

o fluorescenti

Northern blotting DNA su RNA DNA o oligonucleotidi radioattivi 

Western blotting proteine su proteine anticorpi coniugati ad enzimi o 

chemioluminescenti







Esempio di corsa su gel e rivelazione

• 0.7% agarose gel (14t plus molecular weight
marker) in the far right lane DNA has been
digested with the EcoRI restriction enzyme).  
DNA does not appear as a series of discrete 
bands but rather as a smear. 

•The DNA was transferred to nitrocellulose and then
probed with a radioactive fragment of DNA and 
revealed with X-ray film. 






