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1. TITULO PRACTICA DE LABORATORIO:
DETERMINACION DE LA INTEGRIDAD DEL ADN POR ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Integrantes: Cadigo:

2. OBJETIVOS

General:
e Comprender el fundamento de la separacion de acidos nucleicos mediante electroforesis en gel de
agarosa.

Especificos:
¢ Entender los principios fisico-quimicos de la separacién de moléculas de ADN por electroforesis.
e Conocer y utilizar equipos y reactivos basicos empleados en Biologia Molecular.

3.REFERENTES CONCEPTUALES

La electroforesis es un procedimiento que aprovecha la migracién de las moléculas cargadas
eléctricamente (como el ADN, ARN y proteinas) cuando se les somete a un campo eléctrico, para
separarlas en funcion de su tamafio, carga y forma. En la electroforesis, una alicuota de acidos nucleicos
se incluye en un gel, generalmente compuesto de agarosa o de poliacrilamida, que forman una red
compleja de fibrillas que actiian como "tamices" moleculares permitiendo que las moléculas pequefias
migren mas rapido que las grandes, asi mismo las moléculas de forma compacta migraran mas rapido
que las moléculas de forma alargada. El tamafio de los poros entre fibrillas puede controlarse de
acuerdo a la concentracion a la que este se prepare la acrilamida o la agarosa, por ello antes de la
electroforesis se debe tener una idea del tamafio de la molécula a separar?.

Durante el tiempo de migracion del ADN, el gel se mantiene sumergido dentro de una cubeta de
electroforesis con un tampdn que proporcione la conductancia eléctrica apropiada (determinada por
su fuerza idnica); a su vez la cubeta se conecta a una fuente de corriente continua con un voltaje
determinado, favoreciendo que los acidos nucleicos sean atraidos y migren hacia el polo positivo
(generalmente identificado por el color rojo), por ello las muestras deben cargarse en el polo negativo
(identificado por el color negro)12.

Finalmente la movilidad de las moléculas en el gel dependera de factores intrinsecos de la molécula

como su carga, tamafio y forma, asi como aspectos extrinsecos tales como las caracteristicas del tampon
de electroforesis (conductividad, temperatura, pH), la concentracién del gel y la potencia eléctrica.
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Al terminar el tiempo de migracion, el gel se observa en un transiluminador de ultravioleta, gracias a
que a la muestra de ADN se le adiciona, previa a la electroforesis, una soluciéon que se adhiere o se
intercala entre las bases del acido nucleico para que, después de un tiempo definido de migracioén, la
ubicacion de las moléculas de ADN en el gel sea observable al fluorescer o brillar con la iluminacién de
la luz ultravioleta?23.

4. ACTIVIDADES PREVIAS (revise al final de la guia el formato para el desarrollo de estas
actividades en el informe de la practica)

4.1. ;Qué caracteristicas fisicas tienen los acidos nucleicos para que puedan migrar en un campo
eléctrico? Indique qué funcion tienen los tampones para electroforesis y su relacion con las
caracteristicas fisicas de los acidos nucleicos.

4.2.0bserve el siguiente video: https://www.youtube.com/watch?v=wXiiTW3pfIM

De acuerdo a lo observado en el video, indique la relacion entre la concentracion del gel de agarosay el
tamafio de los acidos nucleicos. Ademas indique el rango de la concentracién de agarosa a la que se
pueden correr fragmentos de ADN de: 150 pb, 730 pb, 1600 pb, 7000 pb y fragmentos de mas de
10.000 pb.

4.3. ;Qué tipos de compuestos se suelen utilizar para visualizar los acidos nucleicos en el gel de
agarosa? Indique las ventajas y desventajas de estos tipos de compuestos.

4.4.0bserve el siguiente video: https://www.youtube.com/watch?v=U2-5ukpKg Q

De acuerdo a lo observado en el video, indique al menos 5 cosas que se deben evitar al realizar una
electroforesis y porque se deben evitar.

4.5.;Para qué sirve el tampon de carga? ;Qué reactivos suelen tener los tampones de carga?

4.6.;Qué es un marcador de peso molecular? ;Para qué sirve?

4.7.;Qué tipo de proteccién se debe usar cuando se expone a la luz ultravioleta?

5. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

Materiales y equipos Reactivos
(PARA TODO EL GRUPO) Para el tampoén de electroforesis:
1 Caja de puntas para micropipeta de 0.5-10 gL 10 ml buffer TBE 10X
500 ml agua destilada
1 Caja de puntas para micropipeta de 5-50 pL
1 Matraz de 50 ml Para el gel:
1 Bal6n aforado de 500 ml 0.5 g Agarosa
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1 Vidrio de reloj 250 ml de buffer TBE 1X
20 cm de papel aluminio 2 4L Hydragreen

1 cubeta de electroforesis con molde y peines
1 Fuente de poder

1 Horno microondas

2 pL de marcador de peso molecular

1 Probeta de 50 ml Para cada muestra:
Micropipetas de 0.5-10 pL 10 pL de diluciéon de ADN
Micropipetas de 5-50 yL 3 pL tampon de carga por muestra

(PARA CADA GRUPO DE TRABAJO)
8 Tubos eppendorf de 1,5 ml
1 Gradilla para tubos eppendorf de 1,5 ml

Materiales que debe traer el estudiante

v Papel absorbente: Al menos 5 hojas
v Marcador para plastico o vidrio
v Elementos de bio-proteccién (gafas, cofia, tapabocas, guantes, bata, zapatos cerrados)

6. PROCEDIMIENTO

Para el desarrollo de esta practica, tenga en cuenta las siguientes instrucciones#:

e Para todos los grupos se preparara una unica solucion de buffer para la corrida electroforética
(500 ml de TBE 1X).

e Para todos los grupos se preparara un unico gel de agarosa.

e El control de peso molecular esta listo para usar. Ponga en el pozo correspondiente entre 1y 3ul.

e (Cada grupo preparara sus muestras de ADN y las cargara en el gel de agarosa para la
e electroforesis (como se explica en el apartado 6.3).

6.1. Preparacion del buffer para la corrida electroforética
e Prepare 500ml de TBE (Tris-Borate-EDTA) 1X, a partir de una solucion de TBE 10X.

6.2. Preparacion del gel de electroforesis

e Prepare 30 ml de gel de agarosa al 1% w/v usando como solucion el buffer TBE 1X, para esto aflada
el polvo de agarosa a la solucion, y caliente en horno microondas (o estufa) por 40 segundos; agite
suavemente, y nuevamente caliente por 20 segundos. Repita este ultimo paso hasta que la solucién
quede translucida.

¢ Deje enfriar por 5 minutos agitando suavemente sin formar burbujas.

e Aliste la camara de electroforesis con los pozos.

e Adicione 1.5 yL del marcador fluorescente Hydragreen a los 30 ml de solucion de agarosa al 1%
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preparada, mezcla suavemente y sirva en la camara.
e Permita la polimerizaciéon de la agarosa por 15 minutos. (Si no va a correr el gel en las proximas 2
horas protéjalo de la luz).

e Retire el peine de los pozos con cuidado de no romper el gel de agarosa.

6.3. Preparacion de las muestras de ADN
e En un microtubo de 1,5 ml, coloque 3l de tampdn de carga 1X y adicione una alicuota de 10 yL de

ADN. Realice el mismo procedimiento para cada muestra a analizar.

6.4. Carga del gel

e Coloque el molde con el gel de agarosa en la camara de electroforesis, ubicando los pozos hacia el
polo negativo.

e Llenela cAmara con el buffer TBE 1X hasta cubrir completamente el gel y sin sobrepasar los limites
demarcados en la camara.

e Ubique el trozo de papel aluminio o un papel oscuro fuera de la cAmara debajo de los pozos para
poderlos observar.

e Inicie poniendo en el primer pozo de izquierda a derecha la muestra con el control de peso
molecular. En los siguientes pozos ponga cada una de las muestras a evaluar, teniendo en cuenta la
posicion de cada muestra y precaucion al ubicar la muestra en solo un pozo, sin contaminar los
siguientes.

e Sidesea vuelva a poner en el dltimo pozo otra alicuota del control de peso molecular.

6.5. Corrida del gel

e Tape la cdmara haciendo coincidir los polos.

e Conecte la caAmara de electroforesis a la fuente de poder.

e Programe la corrida a 100 voltios por 35 minutos.

e Evalte que el frente de corrido este minimo a 1cm del extremo inferior del gel, sino es asi deje
correr unos minutos mas.

e Desconecte la camara de electroforesis y ponga el gel en un transiluminador UV (Recuerde usar
proteccion para el uso de radiaciéon UV) para evaluar la presencia de DNA.

Manejo de residuos: adicionar, en caso necesario, agua en la solucion concentrada hasta diluir la
concentracion del intercalante de bases a 0,5 mg/ml. En seguida adicionar KMnO4 0,5 M equivalente a 1
volumen de la solucién que serd descontaminada. Mezclar cuidadosamente y, en seguida, agregar 1 volumen
de HCl 2,5 M. Mezclar nuevamente y dejar reposando por varias horas a temperatura ambiente. Para finalizar,
neutralizar esta mezcla adicionando 1 volumen de NaOH 2,5 N. Mezclar con cuidado y, asi, 1a solucién podra ser
descartada directamente en la pileta bajo agua corriente.

7. PROCEDIMIENTO VIRTUAL
Siga los pasos de esta simulacidn virtual de una electroforesis en gel de agarosa, use el nivel 3.
https://www.labxchange.org/library/items/Ib:LabXchange:5d12867d:1x simulation:1
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8. GUIA PARA LA REALIZACION DEL INFORME DE LABORATORIO

5. Para el informe de la practica se presentara uno por grupo de trabajo (maximo 4 integrantes).
6. El dia de la practica se debe entregar este informe de laboratorio.

7. A continuacion encontrara el formato para realizar el informe.
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INFORME DE PRACTICA DE LABORATORIO

1. TITULO PRACTICA DE LABORATORIO:
DETERMINACION DE LA INTEGRIDAD DEL ADN POR ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Integrantes: Codigo:

1. FLUJOGRAMA (valor 0,5)
Realice un flujograma del procedimiento a seguir para desarrollar el protocolo de electroforesis en
gelde agarosa, descrito en esta practica.

2. DISCUSION DE RESULTADOS (valor 3,0)
Desarrolle aqui las preguntas del numeral 4 de la guia (actividades previas).

3. CONCLUSIONES (valor 1,0)
Redacte una conclusion en la que establezca que utilidad tiene la electroforesis en gel en la
practica médica.

4. BIBLIOGRAFIA (valor 0,5)
Ingrese la lista de referencias utilizadas para la resolucion del informe. Cite de acuerdo con la
normaVancouver.



