




GELES DE AGAROSA 

OBJETIVO
· Identificar los productos obtenidos en el TP 1 e interpretar las bandas resueltas. 

· Comparar los resultados visualizados con el índice de pureza y cuantificación  obtenido para cada muestra.

INTRODUCCION: 
La técnica de electroforesis en gel es un método para separar a través de una matriz porosa, identificar y purificar DNA, RNA o proteínas. Entre las matrices más utilizadas se encuentra la de agarosa y la de poliacrilamida. La localización de la biomolécula en el gel puede ser determinada mediante la utilización de distintos colorantes que tienen afinidad específica por la biomolécula a resolver.

FUNDAMENTO DE LA TECNICA DE ELECTROFORESIS:



El fenómeno denominado electroforesis sucede cuando una molécula con una carga neta en solución se desplaza por acción de una campo eléctrico; de esta manera la molécula migra hacia uno u otro electrodo según su carga neta, por lo tanto los aniones migrarán hacia el cátodo (+) y los cationes hacia el ánodo (-). En estas condiciones las moléculas disueltas migran a una velocidad proporcional a la relación carga:masa. Por lo tanto la velocidad de migración a través del campo eléctrico dependerá: carga neta, tamaño y conformación de la molécula; fuerza del campo eléctrico, fuerza iónica, viscosidad y temperatura del medio. Donde:

            v: velocidad de migración de la molécula

           E: fuerza del campo eléctrico

           z:   carga neta de la molécula

           f:  coeficiente de fricción (depende tanto de masa como de la forma de la molécula)


Las separaciones electroforéticas generalmente se realizan sobre matrices que sirven de tamices moleculares que potencian la separación. Las moléculas más pequeñas que los poros se desplazan fácilmente a través de él, mientras que las de mayor tamaño quedan retenidas y las intermedias se desplazan con distinto grado de dificultad dependiendo de su tamaño.

MATRIZ SOPORTE:

        La forma, tamaño, porosidad y tipo de matriz del gel puede variar dependiendo del tamaño y de la biomolécula a ser analizada. Independientemente del tipo de matriz elegida, la misma debe ser eléctricamente neutra, tal que no se produzca un flujo de solvente hacia uno u otro electrodo debido a la presencia de grupos cargados inmovilizados en la matriz (electro endósmosis) que disminuye la resolución de la muestra.

        Entre las matrices más utilizadas se encuentra: agarosa y  poliacrilamida. 

AGAROSA: es un polisacárido altamente purificado derivado del agar, el tamaño del poro puede ser predeterminado ajustando su concentración en el gel; entonces a mayor concentración menor tamaño de poro. El rango de trabajo es aproximadamente de 0,4 a 2 % (p/v).  Se utiliza para separar macromoléculas tales como ácidos nucleicos y grandes complejos proteicos. Tienen un menor poder de resolución pero un gran rango de separación, tal que DNAs desde 200 pb hasta aproximadamente 50.000 pb pueden ser separadas utilizando varias concentraciones de agarosa. 
DNA: Esta es una biomolécula que esta negativamente cargada a pH neutro, la velocidad de migración en la matriz de agarosa esta determinada por una serie de parámetros:

i Tamaño del DNA

ii Concentración de agarosa
iii Conformación del DNA: las distintas conformaciones de DNAs plasmídico del mismo peso molecular migran a distinta velocidad, donde la movilidad relativa de las tres formas, superhelicoidal circular (I), lineal (II) o circular nicked (III),  depende de la concentración de agarosa y también se ve influenciada por la fuerza de la corriente aplicada, la fuerza iónica del buffer y la densidad del superenrollamiento en la forma I; así como de la concentración de intercalante.

iv Voltaje aplicado: a bajo voltaje la velocidad de migración de un fragmento lineal de DNA es proporcional al voltaje aplicado, así el rango efectivo de separación  decrece a medida que el voltaje se incrementa.

v Presencia de colorante intercalante: el Bromuro de Etidio reduce la movilidad electroforética del DNA lineal ya que el intercalante se introduce entre las bases, extendiendo la longitud del DNA lineal o nicked haciéndolo mas rígido.

POLIACRILAMIDA: estos geles son utilizados para separar la mayoría de las proteínas o pequeños oligonucleótidos. En presencia de radicales libres, que son proporcionados por el persulfato de amonio (APS)  y estabilizados por el TEMED, se genera una reacción en cadena que es iniciada con monómeros de acrilamida que polimeriza en largas cadenas que son entrecruzadas con la bis-acrilamida para formar la matriz del gel. Posee tres ventajas con respecto a los geles de agarosa:

1- Un poder de resolución mayor pudiendo separar 2 fragmentos que difieren en 1 bp (DNA).

2- Se puede jugar mas con el tamaño de poro

3- Mejor  capacidad de recuperación a partir del gel.
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PROCEDIMIENTO: Electroforesis en gel de agarosa

UTILIZAR GUANTES PARA LA PREPARACIÓN Y MANIPULACIÓN DEL GEL PORQUE CONTIENE BROMURO DE ETIDIO QUE ES CANCERIGENO

1) Colocar 100 ml de la solución de agarosa en un baño a 100 ºC o durante 90 segundos en un microondas hasta fundir la agarosa y observar un aspecto homogéneo. La solución contiene: Agarosa 1% en buffer  TAE 1 X. 
2) Cuando la solución se encuentre fundida y homogénea dejarla enfriar hasta que se pueda tocar con la mano. Luego agregar el bromuro de etidio (0,5 ug/ml – stock 10.000x), agitar y volcar la solución en la cuba de electroforesis, que ya debe tener el peine y los separadores. Se debe evitar la formación de burbujas en el gel. Esperar hasta que se enfríe y solidifique el gel.

3) Retirar cuidadosamente el peine y los stoppers.

4) Montar el gel en la cuba y agregar el volumen de TAE 1X adecuado para cubrir el gel.

5) Sembrar el Ladder que corresponde a un patrón de fragmentos lineales de ADN de tamaño conocido, que se utilizará para identificar el tamaño de las bandas de la muestra.
6) Preparar las muestras con la cantidad calculada de loading buffer “LB” (azul o naranja) y sembrarlas en las distintas calles.

7) Conectar a la fuente y correr a 70 voltios.

8) Observar mediante un transiluminador con luz UV y fotografiar el gel.

Composición del LB:

TAE 5x

Glicerol
xilencianol

bromofenol

Informe
1- Indicar EN EL GEL a que corresponde cada calle y las bandas observadas.

2- Comparando con el Ladder sembrado indicar cual es el tamaño en pb aproximado de la muestra e indicar si es coherente con el tamaño real del plásmido. ¿En la muestra de ADN plasmídico cuál es la conformación que debe utilizar para realizar esta aproximación y por qué? 
3-  Comparar los resultados visualizados en el gel y los obtenidos en la cuantificación. PARA TODOS LOS GRUPOS
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