Biologia Molecular e Ingenieria Genética, 3° Far Mini-prep p. 1

PURIFICACION Y ANALISIS DE DNA PLASMIDICO
OBJETIVOS DOCENTES

Objetivos especificos (conocimientos)

* Ensayo de un procedimiento de purificacion, separacion de biomoléculas.

* Efecto de los diferentes reactivos sobre el DNA, el RNA, las proteinas, etc. (propiedades fisicoquimicas
y su relacion con la estructura): desnaturalizacion, hidroélisis, renaturalizacion, insolubilizacion.

*  Propiedades singulares de los plasmidos: renaturalizacion diferencial.

® Cuantificacion y analisis de pureza del DNA mediante espectrofotometria ultravioleta. Propiedades
espectrales de acidos nucleicos y de proteinas.

* Plasmidos como vectores de clonacion. Conceptos de vector e inserto, DNA recombinado, enzimas de
restriccion. Requisitos de las enzimas de restriccion (cofactores, tamponamiento...).

*  Superenrollamiento en el DNA circular: concepto y topoisémeros posibles.

* Analisis de DNA mediante electroforesis: parametros de la separacion. Comportamiento diferencial de
moléculas circulares y lineales.

Objetivos para la adquisicion de habilidades y competencias

®* Manejo de volimenes reducidos (intervalo de 2 a 300 pL): tubos, micropipetas, centrifuga,
precauciones experimentales.

* Precauciones asociadas al material biologico: trabajo con material estéril de un solo uso, reactivos libres
de nucleasas, eliminacion de residuos bioldgicos potencialmente infecciosos.

¢ Estimulo de las dotes de observacion y anotacion durante el trabajo experimental. Elaboracion del
cuaderno de laboratorio personal.

* Procedimientos de calculo habituales en el laboratorio.
®  Preparacion de geles y montaje de electroforesis. Aplicacion de muestras al gel.

* Precauciones asociadas al uso de la corriente eléctrica, de reactivos intercalantes de caracter mutageno y
de la radiacion ultravioleta.

1.2 parte: PURIFICACION (“mini-prep”) DEL DNA DE UN
PLASMIDO RECOMBINADO

1. INTRODUCCION

Los plasmidos son moléculas de DNA extracromosomico, circular y de pequefio tamafio que se encuentran en
muchas especies bacterianas y que se caracterizan por que se pueden replicar de manera independiente del DNA
cromosomico. A diferencia de éste, los plasmidos no son necesarios para la viabilidad general de la célula, pero
pueden contener genes que contribuyen a la supervivencia en condiciones especiales, como los que confieren
resistencia a antibidticos. Algunas clases de plasmidos poseen ademas la propiedad conocida como “replicacion
relajada”, esto es, estan presentes en forma de muchas copias por célula, lo que facilita enormemente su aislamiento
y purificacion.

Los plasmidos poseen un interés singular en Ingenieria Genética por ser uno de los sistemas vectores mas

sencillos de usar (un vector es el sistema que permite introducir en una célula el fragmento de DNA que se

pretende clonar; en esta célula anfitriona el vector se replica y expresa, en su caso). La molécula resultante de
la unién del vector con el DNA de interés (denominado entonces “inserto”) se denomina molécula de DNA
recombinado.

Para ser utilizado como vector de clonacion, un plasmido ideal debe poseer la capacidad de replicacion
autonoma, ser lo mas pequefio posible para permitir un facil aislamiento y manejo, y contener sitios Unicos de
restriccion y marcadores genéticos selectivos. La mayoria de los plasmidos naturales no cumplen todas estas
condiciones, por lo que una primera tarea de la Ingenieria Genética ha consistido en la construccion de plasmidos
artificiales o recombinados, combinando en una misma molécula diversos rasgos utiles procedentes de los plasmidos
naturales.

F-BMIG plasmidol17.doc



Biologia Molecular e Ingenieria Genética, 3° Far Mini-prep p.2

En esta practica se emplea una cepa de E. coli que ha sido transformada (es decir, se le ha introducido de forma
estable) con un plasmido artificial. El inserto se ha introducido en ese plasmido empleando secuencias de corte
especificas para la enzima de restriccion EcoRI.

La presencia en el plasmido del gen de resistencia a ampicilina permite seleccionar las bacterias que portan
estos plasmidos, gracias a su capacidad para crecer en presencia de dicho antibidtico (el gen de resistencia codifica
una enzima que degrada la ampicilina).

(Tema 9 del programa de teoria. Véase el libro, pags. 204-205, 207, 209, 213-214.)

2. OBJETIVO DE LA PRACTICA

Consiste en la purificacion del DNA del plasmido recombinado contenido en una cepa de la bacteria E. coli.

El método empleado para la obtencion del plasmido se denomina de “lisis alcalina”: se basa en la lisis celular y
desnaturalizacion del DNA mediante NaOH (medio basico) y SDS (detergente), y la posterior renaturalizacién en
condiciones en las que s6lo el DNA plasmidico recupera su estructura nativa, gracias a su pequeilo tamafio y su
naturaleza circular y superenrollada.

Al neutralizar el medio y afnadir una alta concentracion de sal (acetato potasico), se produce la precipitacion de
gran parte de las proteinas debido al tratamiento previo con SDS y a la alta concentracién de sales. También
precipita el DNA cromosdmico, probablemente porque se producen reasociaciones al azar entre las diferentes
regiones de este DNA y asi se forman agregados insolubles. Por el contrario, el DNA plasmidico se renaturaliza
correctamente y queda soluble, en el sobrenadante. La purificacion del plasmido se completa después por
precipitacion con etanol.

La concentraciéon de DNA obtenido se determina mediante la medida de la absorbancia a una longitud de onda
de 260 nm, sabiendo que una disolucion con 50 pg/mL de DNA de doble hebra posee una Ays = 1 (véase el libro,
pags. 17 y 36). Ademas, la relacion A,qy/Aygo indica el grado de pureza del DNA aislado (respecto a la presencia de
proteinas), considerandose libre de proteinas la muestra cuyo cociente alcanza 1.8.

3. MATERIALES

Tubos Eppendorf, micropipetas, puntas estériles, agua estéril, pipetas Pasteur, microcentrifuga, espectrofotometro
UV y cubetas de cuarzo, un tubo de 5 mL con tapon.

o  Células E. coli transformadas: suspensién en medio LB/Amp
(ver apartado 4a)

e  Medio LB/Ampicilina (medio de cultivo “Lennox L Broth™)

- Caseina digerida enzimaticamente 10 g/L
- Extracto de levadura 5S¢/l
- NaCl 5¢g/L
- Ampicilina 0.1 mg/mL
pH 7.4
e RNasa en tampoén TE
- Tris base 10 mM
-EDTA 1 mM

pH 8.0 (ajustar con HCI)
- RNasa A (de pancreas bovino) 0.1 mg/mL

e Disolucion de desnaturalizacion o de lisis alcalina
- NaOH 02M
- SDS 1%

e  Acectato Potésico
CH;COOK 3 M, ajustado a pH 5.5 con acido acético glacial

e  Etanol absoluto, frio (-20°C)
e  Etanol 80%, frio (-20°C)
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4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.a. Cultivo de bacterias (realizado previamente)

1. De la reserva de bacterias (conservada a —80°C con 15% de glicerol) se toma una pequefia porciéon con una
punta de pipeta estéril y se siembra en una placa de medio s6lido agar/LB/ampicilina. Se incuba una noche a
37°C.

2. Se preparan frascos de cultivo o tubos con medio LB estéril, al que se afiade en el momento de cultivar
ampicilina para una concentracioén final de 0.1 mg/mL (ya que estamos trabajando con plasmidos que poseen
el gen de resistencia a este antibidtico).

3. Se toman colonias individuales de la placa de agar, pasandolas al medio liquido, y se incuba una noche a 37°C,
con agitacion y sin cerrar herméticamente para que entre el aire.

4.b. Extraccion del DNA plasmidico
Antes de empezar el procedimiento experimental, 1éelo por completo, prepara los tubos y material necesario, rotula

los tubos. Es muy recomendable hacer el esquema de la purificacion antes de empezar, que te ayudara a realizar el
proceso correctamente.

A[E]) En un tnico folio, haz un esquema del proceso de purificacion en forma grafica.
A lo largo del proceso, refleja por escrito cualquier incidencia que observes (en el propio esquema o
en paralelo con €l).

Todo el material que entre en contacto con el cultivo de bacterias debera desecharse en un
recipiente con lejia.

1. Se toma 1.5 mL del cultivo de bacterias y se centrifuga en un tubo eppendorf durante 2 min (13 000 o 14 000
rpm, la velocidad méaxima que permita la centrifuga). Se retira cuidadosamente el sobrenadante por aspiracion
(con pipeta Pasteur o micropipeta), dejando el sedimento lo mas seco posible. Desechar el sobrenadante y la
pipeta Pasteur o punta de pipeta en la lejia.

BI|Z]l Junto al esquema, anota el aspecto del sobrenadante y del sedimento. ;Qué contiene el sedimento?

2. Se resuspende el sedimento de bacterias en 300 uL de tampon TE con RNasa, empleando la pipeta (aspirar y
expulsar el liquido, sin aire, varias veces sobre el sedimento hasta que desaparezca). Se incuba 2 min a
temperatura ambiente.

CEl ;Ha cambiado el aspecto del contenido del tubo?

3.  Se afiaden al mismo tubo 300 pL de la disolucion de desnaturalizacién o de lisis alcalina (NaOH/SDS). Se
agita el tubo por inversion suave (o aspirando 2 veces con la pipeta). Posteriormente se incuba durante 5 min
a temperatura ambiente.

D Anota en el esquema el aspecto de la disolucion.
E Explica cudl es el papel de los reactivos NaOH y SDS
F (Crees que se podria prescindir de la RNasa?

4. Se afiaden a continuaciéon 300 pL de acetato potasico 3 M. Se mezcla el contenido del tubo por inversion
rapida y enérgica. Aparecera una turbidez blanca, al precipitar el DNA cromosomico. Se incuba 10 min en
hielo.

G Anota en el esquema el aspecto antes y después de ponerlo en el hielo. (A qué se deben los
cambios? Explica cudl es el papel del reactivo de acetato potasico.

b

Se centrifuga 8 min (13 000 o 14 000 rpm).

6. Se transfiere el sobrenadante cuidadosamente con pipeta Pasteur a otro tubo eppendorf evitando tocar el
sedimento. Se recoge el sobrenadante y se reparte a partes iguales en dos tubos eppendorf. En este
sobrenadante se encontrara el DNA plasmidico.

7.  Se afiade a cada tubo eppendorf 1 mL de etanol absoluto frio. Mezclar bien por inversion y guardar a -20°C

durante 20 min (congelador).

HE| Si los nucledtidos del RNA de la bacteria estuvieran marcados con un isotopo radiactivo, razona, a
lo largo de todo el proceso de purificacion, en qué fraccion (sobrenadante o precipitado) iria
apareciendo la radiactividad.

8. Pasado este tiempo, se centrifuga durante 10 min a 13 000 o 14 000 rpm. Se elimina todo el sobrenadante
volcando el tubo con cuidado.
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1 (Se observa ahora alglin precipitado?

9. El precipitado se lava afiadiendo 0,5 mL de etanol 80% frio, mezclando bien y centrifugando de nuevo. Se
elimina todo el sobrenadante volcando el tubo con cuidado y manteniéndolo boca abajo para evitar que el
etanol vuelva a entrar en contacto con el precipitado de DNA.

K[E|l Comenta el aspecto y cantidad del precipitado obtenido.

El precipitado de DNA, casi invisible, se debe secar completamente, para evitar que quede etanol que
impediria redisolverlo luego en agua. Para ello:

10. Uno de los tubos (“tubo n°2”’) se deja abierto a temperatura ambiente hasta el dia siguiente. El otro (“tubo n°1”)
se deja secar unos 10 min y luego se le ailaden 300 pL de agua, asegurandose de que se disuelva bien el
precipitado.

11. En un tubo de 5 mL se ponen 2.5 mL de agua y 200 pL del tubo n°1, para cuantificar el DNA por medida de la
absorbancia (apartado 4.c.1).

4.c. Medida de la concentracion de DNA recombinado.

1. Pasar el contenido del tubo de 5 mL (DNA plasmidico purificado en el tubo n°1, disuelto y diluido con agua) a
una cubeta (de espectrofotometro) de cuarzo.

2. Medir la absorbancia a 260 y a 280 nm utilizando como blanco agua destilada (calibrar el cero a ambas
longitudes de onda).

L Calcula la relacion A,gp/Ayg y razona segin su valor si la muestra purificada estd contaminada con
proteinas.

ME]l Calcula la cantidad total de DNA que se habia obtenido en el tubo n°l. (Dato necesario para
poder comenzar rapidamente la prdctica al dia siguiente)

2.2 parte: DIGESTION DE DNA CON ENDONUCLEASAS DE
RESTRICCION. VISUALIZACION DEL PLASMIDO INTACTO
Y DE SUS FRAGMENTOS DE RESTRICCION MEDIANTE
ELECTROFORESIS

1. INTRODUCCION

Las endonucleasas de restriccion son enzimas que reconocen secuencias especificas en el DNA de doble hebra
(de 4 a 8 nucleotidos) y cortan ambas hebras de la molécula. Las bacterias utilizan estas enzimas como sistema de
defensa frente a los bacteriofagos: el DNA propio de la bacteria no se corta, debido a que las secuencias que
reconocerian las endonucleasas de restriccion estan metiladas y, por tanto, protegidas del corte.

(Tema 9 del programa de teoria. Véase el libro, pags. 199-202.)

Existen tres tipos de endonucleasas de restriccion; de ellas, las mas utilizadas en el laboratorio son las
endonucleasas de tipo II, que reconocen una secuencia palindromica en el DNA y lo cortan en una posicion
especifica dentro de la propia secuencia de reconocimiento.

Algunas endonucleasas de restriccion cortan las dos hebras del DNA en el mismo punto, de tal modo que no
dejan bases desapareadas en ninglin extremo (extremos romos), mientras que otras hacen cortes en puntos separados
de cada hebra, dejando de dos a cuatro nucledtidos desapareados (extremos escalonados o cohesivos). Este ultimo
tipo de corte es muy util porque permite unir facilmente dos fragmentos de DNA de origenes distintos, siempre que
hayan sido cortados con la misma enzima de restriccion. En la practica, esto se traduce en la posibilidad de crear
moléculas de DNA hibridas (“DNA recombinado”), lo que constituye una de las bases de la Ingenieria Genética.
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Ejemplo de corte con distintas enzimas de restriccion:

Pvu II (extremos romos): 5'...CAG CTG...3'
3..GTC GAT...5'
Bam HI (extremos cohesivos con saliente 5°): 5..G GATCC...3'
3..CCTAG G..5
Eco RI (extremos cohesivos con saliente 5°): 5'...G AATTC...3' (consulta el libro,
3'..CTTAA G...5' pag.201-202)
Hin dIII (extremos cohesivos con saliente 5°): 5...A AGCTT...3'
3..TTCGA ALS
Pst I (extremos cohesivos con saliente 3°): 5'...CTGCA G..3
3..G ACGTC...5'

El analisis de los fragmentos de DNA generados por la digestion con enzimas de restriccion se realiza
generalmente mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa. (Tema 6 del programa de teoria. Véase el
libro, pags. 137-138). El método se basa en que a pH neutro o alcalino, los grupos fosfato del DNA confieren a las
moléculas una carga neta negativa y uniformemente distribuida. Asi, para moléculas de DNA de la misma
conformacion sometidas a unas mismas condiciones electroforéticas, la velocidad de migracion sélo va a depender
de su tamafio, puesto que las moléculas mas grandes tendran mas dificultad para atravesar los poros del gel que las
mas pequenas.

Un plasmido no tratado con enzimas de restriccion es una molécula circular de DNA vy, debido a esta
caracteristica, puede presentarse en dos conformaciones, principalmente: una forma superenrollada y una forma
relajada. Aunque las dos tienen la misma masa molecular, migran de forma diferente debido a su forma o
disposicion espacial. La movilidad relativa de las dos formas depende principalmente del porcentaje de agarosa en el
gel, aunque también influyen la corriente aplicada, la fuerza ionica del tampon y el grado de enrollamiento de la
forma superenrollada. Bajo las mismas condiciones la forma superenrollada, mas compacta, migra mas deprisa que
la forma relajada.

En los geles de agarosa se pueden utilizar concentraciones de ésta desde un 0.1%, valida para separar
fragmentos grandes (800 000 pb), hasta un 3%, para separar fragmentos mas pequeiios (70 pb). Cuanto mayor es la
concentracion de agarosa menor es el tamafio de poro, por lo que la capacidad resolutiva del gel permitira separar
fragmentos de masa molecular mas pequeiia.

Intervalo de separacion en geles de agarosa:

% de agarosa intervalo de separacion 6ptimo (kb)

0.3 60-5.0

0.6 20-1.0

0.7 10-0.8 (consulta el libro,
0.9 7-0.5 pag.137)

1.2 6-04

1.5 4-02

2.0 3-0.1

Se puede observar que, dentro de ciertos limites, la movilidad electroforética de un fragmento lineal de DNA
es inversamente proporcional al logaritmo de su tamafio; gracias a esto, utilizando patrones de longitud conocida se
puede calcular el tamafio de los fragmentos de DNA estudiados mediante una curva de calibrado.
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2. OBJETIVOS DE LA PRACTICA

Esta practica consiste en la digestion del plasmido, purificado en la practica anterior, con la enzima de
restriccion EcoRlI y el andlisis electroforético de los fragmentos generados tras su digestion, asi como, por otro lado,
el analisis de las dos conformaciones del plasmido intacto, relajada y superenrollada.

3. MATERIALES

MATERIAL
Agua estéril, hielo, cubetas de electroforesis horizontal con formador de gel, micropipetas, tubos Eppendorf, matraz
Erlenmeyer, vaso, transiluminador UV, cdmara de fotos

REACTIVOS
° Agarosa

e FEcoRI (variedad FastDigest)
1 unidad/pL
en un medio de conservacion que contiene 50 mM Tris-HCI (pH=7,4), 300 mM NaCl, 1 mM EDTA,
7 mM B-mercaptoetanol, 0,2 mg/mL BSA, 0,15% Triton-X100, 50% glicerol.
(1 U de esta enzima es la actividad capaz de digerir, en 5 min a 37°C, 1 pg de DNA plasmidico;
es posible usar 0,5 U durante 10-15 min con el mismo resultado)

° Tampon de restriccion para EcoRI (Tampoén “10x FastDigest™)

-Tris-HCI, pH=7,5 500 mM
-MgCl, 100 mM
-NaCl 1M
- Seroalbumina bovina (BSA) 1 mg/mL
e Tampén TAE (para la electroforesis)
-Tris base 40 mM
-Acido acético 19 mM SOsMa
-EDTA 1 mM _l,qj
pH 7.5 7 s0an
e  Tampoén de muestras (5x 6 6x) /IIZ : 1;&
Se prepara en TAE SRS e L
-Glicerol 50% OH ' xileno-cianol o
-Azul de bromofenol 0.25% Azul de bromofenal
-Xileno-cianol 0.25%

e  Disolucioén de tincién
GelRed™ 10 000x en agua

e  Patrones de masa molecular
Mezcla de fragmentos de restriccion del DNA del fago lambda con Hin dIII
(23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564 y 125 pb)

4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Antes de empezar, léelo completo, prepara los tubos y el material necesario, rotula los tubos.

A[E] Haz un esquema donde se vean claramente las partes del experimento, junto al cual podras ir
anotando las incidencias.

4.a. Preparacion del gel para la electroforesis

Preparar la cubeta de electroforesis y el molde donde se va a formar el gel. Ajustar el “peine”, que formara los
pocillos de muestra, de modo que no toque el costado ni el fondo y quede a 1-2 mm de éste.

Utilizaremos geles de agarosa al 1% en tampon TAE.
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1. Se preparan 45 mL de la disolucion de agarosa (en un matraz Erlenmeyer), pesando la cantidad necesaria de
agarosa y disolviéndola en tampon TAE mediante calentamiento casi hasta ebullicion (en el horno
microondas).

2. Se afiaden a la disolucion de agarosa 4,5 pL del reactivo de tincion GelRed™.

3.  Una vez que se ha enfriado un poco (hasta 50-55°C, temperatura que se resiste sin problema con la mano), se
vierte en el molde (debe alcanzar una altura de unos 5 mm, que sera el grosor del gel). Se introduce el "peine"
en la disolucion, cerca de uno de los extremos del gel y paralelo a él.

4. Una vez se haya terminado la reacciéon de digestion (apartado b), con la agarosa ya solidificada, se quita el
"peine" cuidadosamente para evitar deformar o romper los pocillos, y el soporte con el gel se coloca en la
cubeta de electroforesis, situando los pocillos en el lado del catodo (-, negro).

5. Se llenan los dos compartimentos de la cubeta con tampon TAE hasta cubrir totalmente el gel (esta modalidad
se denomina electroforesis “submarina”).

BE|l Razona: (qué cambiaria en el resultado si el TAE tuviera un pH inferior (por ejemplo, 6,5)?

4.b. Digestion con endonucleasas de restriccion

Se debe disolver el precipitado seco del tubo n°2 del dia anterior en 30 puL de agua estéril. Para conseguirlo, se
hacen pasar varias veces con la pipeta los 30 uL de agua por la pared del tubo en donde estaba el precipitado. Puesto
que durante la purificacion el material se repartioé en dos partes iguales, supondremos que en este tubo n°2 hay la
misma cantidad total de DNA que en el tubo n°1 (calculada en la practica anterior).

Se deben preparar 2 tubos eppendorf con 10 ug de DNA cada uno.

CE| Calcula el volumen de la disolucion anterior que debes tomar para ello:
volumen a tomar de la disolucion de DNA del tubo n°2 =

Se va a realizar la digestion de ese DNA plasmidico con la enzima de restricciéon Eco RI.

D Busca en el apartado de reactivos la concentracion de esta enzima tal como la compramos y calcula
el volumen que debes tomar para emplear en la reaccion 0,5 unidades por cada pg de DNA:
volumen de Eco RI =

Queremos una mezcla completa de reaccion de 20 pL. Para que la actividad de la enzima sea Optima debemos
ademas aportar un medio con condiciones adecuadas de fuerza idnica, pH, cofactores, etc.. Para Eco R, este medio
se llama Tampoén 10x FastDigest, lo abreviaremos a 10x FD (10x significa que viene a concentracion 10 veces
superior a la requerida, por lo que el volumen a tomar sera 1/10 del total).

E|Z calcula el volumen necesario: volumen de Tamp6n 10x FD =

FE]l Observa la composicion del tampon 10x FD y explica cual es el papel de cada componente

Para completar el volumen de reaccion se emplea agua estéril:

G Volumen de agua =

Nota: para evitar pérdidas de enzima por las paredes del tubo es recomendable afiadir primero los
volimenes mayores. Asi, afiadir primero el agua y el DNA, luego el tampdn y al final la enzima.

En uno de los tubos realizaremos la digestion del DNA, mientras que el otro, al que no afiadimos enzima, servira
como control de plasmido intacto.

H] Prepara una tabla con las cantidades a pipetear en cada tubo (calculadas previamente) en el orden
en el que se deben afadir:

tubo Digestion tubo Control observaciones
agua estéril la cantidad necesaria en cada uno
DNA plasmidico debe haber 10 Lg en ambos
Tampo6n 10x FD lo mismo en ambos
EcoRI 0 solo en el primero, 0,5 U/ lig DNA
volumen total: deben sumar 20 UL en ambos tubos

Para asegurarse de que los pequefios voliimenes empleados se mezclen, se centrifuga durante unos segundos
(aguantar el pulsador “SHORT” o » P B de la microcentrifuga); después se procede a la incubacion en un bloque
térmico a 37°C durante 15 min, durante la cual tendra lugar la digestion del plasmido (total o parcial).
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4.c. Preparacion de las muestras

Calcular y afiadir el volumen necesario de tampon “de muestras” o “de carga” (que estd preparado 5x o 6x) a
cada uno de los 2 tubos eppendorf procedentes de la incubacidon (plasmido sin digerir y plasmido sometido a la
reaccion de digestion con EcoRI).

Este “tampén de muestras” contiene un componente denso, glicerol, para que las muestras sedimenten en el
fondo de los pocillos, y un colorante de pequeiio peso molecular, azul de bromofenol, para observar la migracion del
frente durante la electroforesis.

(Los patrones de tamafio han sido ya previamente mezclados con tampén de muestra.)

4.d. Electroforesis

1. Para cada gel de agarosa, se depositan con micropipeta (puntas pequefias, de color blanco) en un pocillo 10 pL.
de los marcadores de peso molecular o patrones, y en el resto de pocillos 10 pL de las muestras (plasmido
digerido y sin digerir). Debe tenerse mucho cuidado de no desgarrar el fondo de los pocillos con la punta de
pipeta. Si sobran pocillos, es conveniente repetir las muestras (o repetir muestras de los compafieros de
laboratorio).

I|Z]] Anota claramente (mediante un dibujo) en qué orden se han aplicado las muestras.

2. Se conectan los electrodos a la fuente de alimentacion y se aplica una corriente constante de 150 mA por cada
gel. Se mantiene la corriente hasta que el frente (bandas de azul de bromofenol) se acerque al final del gel.

JIEl Anota durante cuanto tiempo se desarrollo la electroforesis en tu caso.

El reactivo GelRed™ tiene la propiedad de unirse al DNA, mediante una combinacion de accion intercalante
entre los pares de bases e interaccion electrostatica y aumentar en esas condiciones su fluorescencia, de modo que
emite luz visible (de color rojo) cuando es excitado por radiacion ultravioleta. De este modo permite la visualizacion
del DNA.

4.f. Visualizacién del plasmido y de los productos de su digestion

IMPORTANTE: No exponerse a la luz ultravioleta sin emplear una pantalla de proteccion, se
puede sufrir quemaduras graves.

El gel se coloca sobre un transiluminador que emite radiacion ultravioleta de 300 nm de longitud de onda,
observando las bandas de DNA formadas, y se fotografia.

K Pega en el cuaderno la fotografia del gel (o, en su defecto, el negativo).

L Representa, ademas, el resultado obtenido dibujando un esquema en el que se indique la posicion
de las bandas y a qué corresponde cada una.

M| A la vista de los resultados obtenidos (no de los datos previos que te dieron sobre la identidad del
plasmido), ;cuantos sitios de reconocimiento para EcoRI hay en este pldsmido?. Razona la
respuesta.

N/E| Mide en la foto la distancia migrada por cada banda (desde el pocillo de carga hasta el centro de la
banda). [NOTA: habitualmente, el patron de 125 pb no se ve en el gel de 1% de agarosa, pues
avanza demasiado. El de 564 pb y el de 4361 pb se tifien débilmente, pero si se aprecian].

0 Haz una curva de calibrado, representando las distancias migradas por los patrones frente al
logaritmo de su tamafio (en pares de bases). Traza la curva, interpola en ella las distancias migradas
por los DNAs procedentes del plasmido fragmentado y estima asi su tamafio. Discute el resultado:
(confirma la interpretacion que has hecho antes sobre la identidad de las bandas? ;es coherente con
la informacion conocida sobre el plasmido empleado?. (Véase el libro, pag. 138).

P (Tienen las formas superenrollada y relajada del plasmido el mismo peso molecular? ;Y la misma
longitud en pares de bases?. Razona la respuesta.




