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Electroforesis en hielo de agarosa

La electroforesis es el movimiento de moléculas cargadas eléctricamente bajo la
influencia de un campo eléctrico en un medio conductor. Este medio normalmente
es un tampon acuoso llamado electrélito o running buffer. La electroforesis se

utiliza normalmente para separar moléculas de ADN o ARN segun su medida.

Aplicaciones

* Bioquimica

Quimica clinica, forense, de alimentos
Toxicologia

* Farmacia, farmacologia

* Enzimologia, immunologia

* Microbiologia,

* Botanica, citologia,

* Biologia molecular, etc.



Electroforesis en gel de agarosa

Principal aplicacion: Separacion de acidos nucleicos

1. Extraccion de acidos nucleicos
2. Cuantificacion de acidos nucleicos y determinacion de la pureza
3. Amplificacion de un fragmento de ADN por PCR

4. Separacion y analisis de fragmentos por electroforesis en gel de agarosa

La separacion se consigue por el movimiento de las moléculas de
acidos nucleicos cargadas negativamente a través de la matriz de
agarosa en un campo eléctrico. Las moléculas mas pequefas se
mueven mas rapido hacia el polo positivo y migran a una distancia
mas larga que las moléculas mas grandes.




Electroforesis en hielo de agarosa

Camara de
electroforesis Peine para pocillos

s

Tabla 1. Concentraciones de agarosa segun la longitud de los fragmentos a separar.

Concentracién del gel Longitud del
de agarosa (% p/v) fragmento (pb)
0.5 25,000 - 2,000
0.7 10,000 - 800
1.0 8,000 - 500
Gel
1.2 5,000 - 400
1.5 3,000 - 200
Transiluminador Fuente de poder 20 2,000 - 100
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Fuente: Adriana Maria Salazar Montes, Ana Soledad Sandoval Rodriguez,
Juan Socorro Armendariz Borunda: Biologia molecular. Fundamentos y
aplicaciones en las ciencias de la salud, www.accessmedicina.com




Electroforesis en gel de agarosa

1. Preparacion del gel de agarosa al porcentaje correspondiente.
-Para visualizar el DNA en el gel se utilizan agentes colorantes fluorescentes que
se intercalan entre las bases del DNA y los cuales aumentan notablemente su

emision cuando se unen a la doble hélice. Bromuro de etidio o SYBR Safe.

2. Anadimos la agarosa al molde y anadimos los peines para formar los carriles en los
que introduciremos la muestra.

Fuente: Bioted, Introducccion a
los enzimas de restriccion
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3. Colocamos el gel en la camara de electroforesis correctamente orientada lo
anadimos al tampon de electroferesis.

Black Red
Sample wells

Fuente: Bioted, Introducccion a
los enzimas de restriccion
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5. Conectamos la cubeta a la fuente de electroforesis y configuramos el voltaje,

el amperaje y el tiempo.

6. Visualizacion del gel de agarosa en un transiluminador UV y analisis de los

reSUItadOS. Ladder Muestras de DNA
(DNA de peso conocido) |

<«—— Fragmentos mas grandes

<+<—— Fragmentos mas pequeios

Fuente: Bioted, Introducccion a
los enzimas de restriccion



:Analizamos los resultados!






