Separacion de fragmentos de ADN mediante
electroforesis en gel de agarosa

1. OBJETIVO DE LA PRACTICA:

El objetivo de la practica es realizar una aproximaciéon al fundamento tedrico de la
electroforesis y conocer con los procedimientos implicados en la electroforesis en gel de agarosa
para separar moléculas biologicas (en este caso, ADN)

2. INTRODUCCION

La electroforesis en gel de agarosa es un procedimiento analitico utilizado en varias areas de
la Biotecnologia, tanto en laboratorios de investigacion, como biomédicos y forenses. Es un método
de separacion frecuentemente utilizado para analizar fragmentos de ADN generados por enzimas
de restriccion, PCR, etc., y es un método analitico conveniente para determinar su tamafio en un
rango de 500-30.000 pares de bases. También puede ser utilizado para separar otras biomoléculas
como colorantes, ARN y proteinas.

El aparato de electroforesis horizontal es esencialmente una caja con electrodos en cada

extremo, estos electrodos son de platino ya que tiene una conductividad eléctrica muy buena,
debido a que los electrodos de platino son caros y fragiles se debe tener cuidado cuando se
manejan equipos de electroforesis.
El medio de separacion es un gel de agarosa, la agarosa es un polisacarido derivado del agar. El gel
se realiza disolviendo la agarosa en un tampoén llevado a punto de ebullicion. La solucion es luego
enfriada aproximadamente a 55°C y se afiade al molde para realizar el gel. Un peine con pocillos es
colocado en el gel para que forme los pocillos donde se sembraran las muestras.

Después que el gel ha solidificado, se coloca en la unidad de electroforesis y se sumerge con
un tampén adecuado para llevar a cabo la electroforesis. La unidad dispone de un electrodo
positivo en un extremo y un electrodo negativo en el otro extremo. L.as muestras se preparan con
un tampoén de carga que contiene glicerol para darles densidad y de esta forma se mantienen en el
pocillo sin salirse. Las muestra se siembra en los pocillos con una micropipeta.

Una fuente de corriente es conectada al aparato de electroforesis y se genera una corriente
eléctrica. Las moléculas con una carga negativa migraran hacia el electrodo positivo (dnodo)
mientras que las moléculas con una carga positiva migraran al electrodo negativo (catodo). El
tampoén sirve como conductor de la electricidad y controla el pH, lo cual es importante para la
estabilidad de las moléculas biologicas. Como el ADN tiene una carga negativa a pH neutro
migrara a través del gel hacia el electrodo positivo durante la electroforesis.

El gel de agarosa contiene poros microscopicos que actiia como un tamiz molecular
separando las moléculas segin su carga, forma y tamafio. Estas caracteristicas junto con las
condiciones del tampdn, concentracion del gel y voltaje, afectaran a la movilidad de las moléculas
en el gel. La separacion ocurre porque las moléculas mas pequefias pasan a través de los poros del
gel mas facilmente que las de mayor tamafio. Si el ADN gen6mico es digerido por encimas de
restriccion varias veces, habra un rango amplio de fragmentos que producira un “smear” en el gel.
Los fragmentos lineares de ADN migraran mas rapido a través del gel.

Para que las moléculas de ADN sean visibles en el gel de agarosa se requiere una tincién. En
estd practica utilizaremos un método NO TOXICO que nos permitirad visualizar los fragmentos de
ADN de color azul. Es necesaria una tinciéon posterior para la visulizaciéon de todas las banda
obtenidas.



3. PRACTICA
3.1 PREPARACION GEL DE AGAROSA

A) Preparacion del molde
Coger el molde para hacer los geles y cerrar los extremos con los topes para que no se salga la
agarosa. Después colocar el peine para formar los pocillos.

B) Preparacion del gel de agarosa

1.b) Utilizar un vaso o erlenmeyer de 100 ml para preparar la solucién del gel.

2.b) Para geles de 7 x 7 cm: Afadir 32 gr de Tampén de electroforesis 1 X mas 0.30 gr de agarosa+
80 microlitros DanaBlue 0.1 %, agitar la mezcla para disolver los grumos de agarosa.

3.b) Calentar la mezcla para disolver la agarosa,

4.b) Enfriar la solucion de agarosa mas o menos a 55°C

5.b) Afiadir la solucion de agarosa al molde

6.b) Permitir que el gel solidifique. Para acelerar el proceso se puede sembrar el gel en una

nevera (si la electroforesis se realizara al dia siguiente, conservar el gel a 4°C).

C) Preparacion del gel para la electroforesis

1.c) Después que el gel se ha solidificado con mucho cuidado sacar los topes.

2.c) Colocar el gel en la camara de electroforesis correctamente orientada con los pocillos mas
cerca del polo negativo (color negro).

3.c) Llenar la camara de electroforesis con 300 ml de Tampon de electroforesis

4.c) Asegurarse que el gel estd completamente cubierto de tampon.

5.c) Sacar el peine que ha formado los pocillos con mucho cuidado de no romper ningtn pocillo.
6.c)Proceder a la siembra del gel y llevar a cabo la electroforesis.



4.2 SIEMBRA DEL GEL Y ELECTROFORESIS

A) Muestras de electroforesis

1.a) Se suministran 4 muestras diferentes presentadas en 4 tubitos cada uno de un color, sembrar o
cargar las muestras en el siguiente orden:

2.b) Sembrar 20 microlitros de cada muestra utilizando una micropipeta.

Pocillo | Muestra Descripcion
1 Verde Marcador de peso molecular
2 Lila ADN genomico
3 Rojo ADN genémico
4 Azul Marcador de peso molecular

B) Llevar a cabo la electroforesis

1.b) Después que se han sembrado las muestras, cuidadosamente colocar la cubierta del aparato de
electroforesis en los terminales de los electrodos.

2.b) Insertar la clavija del cable negro en la entrada de color negro de la fuente de corriente (entrada
negativa). Insertar la clavija del cable rojo en la entrada de color rojo de la fuente de corriente
(entrada positiva)

3.b) Configurar la fuente de corriente a 75 voltios (30 minutos) o a 150 voltios (20 minutos) .
Vigilar que los colorantes no salen fuera del gel.

4.b) Después de 10 minutos empezara a observarse la separacion de las muestras.

5.b) Después de que la electroforesis ha terminado, apagar la fuente de corriente, desconectar los
cables y sacar la cubierta.

6.b) Colocar el gel en un transiluminador de luz blanca (si no se dispone, una hoja de papel blanco
también puede utilizarse). Para una correcta visualizacion de las bandas debera pasarse al siguiente
apartado que es la tincion del gel para visualizar todas las bandas correctamente.

4.3 TINCION DEL GEL DE AGAROSA

1. No tefiir los geles en la cubeta de electroforesis.

2. Colocar el gel en un recipiente con 100 ml de FlashBlue 0.75X, de forma que quede
completamente cubierto.

3. Incubar durante 10 minutos. Aumentar el tiempo de tincion conllevara a un mayor niumero de
lavados con agua a posteriori para eliminar el exceso de colorante.



4. Colocar el recipiente con el gel debajo de un grifo de agua y dejar correr el agua hasta que no
salga de color azul. Sujetar el gel para no perderlo. Llenar el recipiente con agua.

5. Cuidadosamente sacar el gel del recipiente y examinar el gel en un transiluminador de luz blanca
(si no se dispone, puede servir una hoja blanca). En este paso se apreciaran las bandas pero el gel
tendra un color azul muy intenso que no permitira apreciar bien las bandas.

6. Si es necesario realizar varios lavados con agua. Si todavia tiene un color muy intenso de fondo,
es posible, dejarlo toda la noche en agua y a la mafiana siguiente observar el gel.

5. RESULTADOS
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M1: Marcador de peso molecular, en la figura anexa ver el tamaiio de los fragmentos de ADN
M2: Marcador de peso molecular, en la figura anexa ver el tamaiio de los fragmentos de ADN

1 y 2: ADN genomico extraido de saliva humana.

6. PREGUNTAS

1. ¢Qué conclusién se puede sacar del experimento realizado?

2. ;Qué es el ADN gen6mico?

3. ¢En base a qué factores se separan las moléculas en la electroforesis?

4.;Qué sucederia si se utilizara agua destilada en lugar del Tampén de electroforesis enla cdmara de
electroforesis o en la solucion del gel de agarosa?

5. ¢El ADN hacia qué electrodo migrara?



