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PRACTICA VII
ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS EN GELES DE AGAROSA.
CARACTERIZACION ELECTROFORETICA DE ADN PLASMIDICO

1. Objetivo
Analizar mediante electroforesis en gel de agarosa ADN plasmidico intacto y cortado con
enzimas de restriccion. Ademas determinaremos los tamafios moleculares de las muestras

problema haciendo una recta patrén de fragmentos de ADN de peso molecular conocido

2. Fundamento Teorico

Las bacterias principalmente, y algunas levaduras, contienen moléculas de ADN
extracromosémico circular o lineal que se replican y transcriben independientes del ADN
cromosémico. Su tamafio varia desde 1 a 250 kb. Las moléculas de ADN plasmidico adoptan
una conformacién tipo doble hélice al igual que el ADN cromosémico. A diferencia del ADN
cromosémico los plasmidos no tienen proteinas asociadas. En la mayoria de los casos se
considera material genético dispensable. Sin embargo, posee informacidn genética
importante para las bacterias. Por ejemplo, los genes que codifican para las proteinas que

hacen a las bacterias resistentes a los antibidticos estan, frecuentemente, en los plasmidos.

La electroforesis en gel de agarosa es la técnica de separacién mas utilizada para el analisis y
caracterizacidn de acidos nucleicos de distintas procedencias. Los geles se comportan como
un tamiz molecular y permiten separar moléculas cargadas en funcion de su tamafo y
forma. Asi, moléculas de ADN de diferente tamafio y conformacion van a migrar de forma

distinta en una electroforesis en gel de agarosa. La aplicacion de marcadores de peso
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molecular (fragmentos de ADN de tamafio conocido) permite calcular el tamafio aproximado
del ADN en estudio. En el caso de los geles de agarosa, se afiade bromuro de etidio o algun
colorante comercial (GelRed, GelGreen, SYBR Green...), substancias que se intercalan entre
las bases del ADN y son fluorescentes cuando se ilumina con luz ultravioleta. Una vez
finalizada la electroforesis se visualiza el gel con una lampara de luz UV y se veran las bandas

correspondientes a las muestras problema de ADN y los marcadores de peso molecular.

Restriction
Enzymes

DNA Sample

3. Materiales

Reactivos Materiales

- Agarosa - Cdmara de electroforesis horizontal
- TBE (Tris-borato) 5x : 54 g Tris base, - Bandejas para la preparacion del gel
27.5 g acido bérico, 20 ml 0.5M EDTA - Peines para las bandejas

- Agua destilada - Fuente de alimentacion

- Tampodn de carga - Transiluminador

- Colorante fluorescente SYBR Green - Probetas

- Marcador de peso molecular, - Matraces

fago A Hindlll - Pipetas automaticas

- ADN plasmidico intacto y cortado - Guantes
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4. Métodos

4.1. Preparacion de un gel de agarosa al 0.8%

- Preparar la bandeja sellando los bordes, por presiéon o con cinta adhesiva y colocar los

peines.
- Preparar 30 ml TBE-agarosa al 0.8 %.
- Calentar en el microondas o en el baifio Maria hasta su completa disolucién

- Cuando la temperatura de la solucién haya bajado lo suficiente como para poder coger el

matraz con la mano afiadir la solucién fluorescente.
- Mezclar bien, agitando la solucion y evitando que se formen burbujas en la solucidn.

- Verter lentamente la solucién en la bandeja desde uno de los extremos de la bandeja;
retirar las burbujas que quedan sobre el area de migracion de las muestras con una punta
limpia.

- Esperar a que el gel se solidifique.

- Una vez solidificado llenar la cubeta de electroforesis con tampdn TBE 0,5 X hasta cubrir el

gel.
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ﬂ.z. Migracion de las muestras \

- Cargar las muestras a las que previamente se les ha afiadido tampdn de carga.

- Tapar la cubeta de electroforesis y conectar los electrodos de la cubeta a la fuente.

Comprobar que estd bien conectada.

- Programar la fuente a unos 100 Voltios y dejar migrar las muestras durante 30-45 minutos.

KUna vez acabada la electroforesis se visualizan las bandas de ADN mediante luz UV. /

5. Ejercicios y preguntas

- Dibuja la recta patrén correspondiente a los tamafios (expresado en pares de bases) de las

bandas del marcador de peso molecular.

- Calcula el tamafio, expresado en pares de bases, de cada una de las bandas que veas en la
muestra correspondiente al plasmido intacto y a la muestra de plasmido cortado con las

enzimas de restriccion.

- ¢A que se deben las diferentes bandas correspondientes a la muestra de ADN plasmidico

intacto?
- ¢Por qué se utiliza el fago A como marcador de peso molecular?
- ¢Que observariamos si prepararamos el gel de agarosa a una concentracién del 5%?

- ¢Cual es la razon de utilizar substancias intercalantes para la visualizacion del ADN?



