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OBRADOIRO 

 

 

 

 

 

 

1. RESUMO 
 
Trátase de visualizar os fragmentos de DNA xerados por cortes de enzimas de restrición do 
xenoma do bacteriofago lambda empregando un equipamento sinxelo e de tipo artesanal 
facilmente asequibel. Realizarase a partires de DNA completo do fago lambda, e dun par de 
disolucións deste DNA cortado con duas diferentes enzimas de restrición como EcoRI  e 
HindIII. Alicuotas destas mostras cargaranse nun xel de agarose, previamente preparado e 
mergullado nunha cubeta de electroforese, e someterase posteriormente á migración 
electroforética. Aos 45 min visualizaranse os fragmentos de DNA mediante 2 diferentes 
métodos, que seran fotografados. Asemade, establecerase a relación da distancia migrada de 
fragmentos de tamaño coñecido co peso molecular (en pares de bases nucleotídicas) e que se 
empregará para determiñar as lonxitudes de fragmentos de tamaño descoñecido. 
Presentaranse algunas aplicacións de estas técnicas. 
O procedemento, por tanto,  incluie as seguintes etapas: 1) Preparación dun xel de agarose ao 
0,8 %; 2) Preparación das mostras para a electroforese en agarose; 3) Cargado das mostras de 
DNA no xel de agarose e electroforese submarina; 4) Visualizacion das bandas de DNA con 
distintos métodos e fotografado do patrón electroforético resultante; 5) Cálculo do peso 
molecular de varios fragmentos de DNA de tamaño descoñecido a partir dunha calibración 
previa.  
Empregaranse aparellos elaborados artesanalmente, a man, como fontes de alimentación, 
cubetas electroforéticas, “moldes” e peites para a elaboración e soporte do xel de agarose e 
peculiares “micropipetas” dabondo baratas. Este material permite un elevado abaratamento 
económico para a manipulación “real” do DNA. 

 
2. OBXECTIVOS 
 
Trátase de visualizar o DNA intacto do bacteriofago λ (lambda) de 48502 pares de bases (pb) 
e os fragmentos (de 564 a 23130 pb) xerados polo corte ou dixestión con duas enzimas de 
restricción, mediante unha electroforese en agarose  con vistas á sua aplicación. Emplearanse 
mostras de DNA do fago lambda intacto, e cortado previamente con as enzimas de restricción  
HindIII e EcoRI. Asemade, calibrarase un xel cun marcador de pesos moleculares coñecidos 
(en lonxitude de pb) e determinarase a lonxitude de fragmentos de tamaño descoñecido. 

VISUALIZACIÓN DE FRAGMENTOS DE DNA, XERADOS CON 
ENZIMAS DE RESTRICIÓN E SEPARADOS POR  ELECTROFO-
RESE EN XEL DE AGAROSE, UTILIZANDO EQUIPOS ARTESA-
NAIS E ECONÓMICOS 
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3. PROCEDEMENTO 

 
3.1. Preparación do xel de agarose ao 0,8 % (cun volume final 40 ml): 

Preparar os moldes, cos seus peites, e colocalos sobre papel filtro, ou equivalente, nunha 
superficie plana. Non limpar os moldes con material abrasivo para non deterioralos. 

Nun frasco ou bote de plástico (o un vaso de precipitados) de 100 ml, pesar 0,32 g de 
agarose. Nunha probeta de 50 ml engadir 4 ml da disolución tamponadora 10X TBE, e encher 
con auga destilada (dH2O) ata un volume total de 40 ml. Verter os 40 ml no frasco ou bote de 
plástico ca agarose e axitalo. 

Introducir o frasco, sen estar completamento tapado, nun microondas a potencia moderada 
(uns 500 W), e quentar durante uns 3 a 6 min, ata que toda a agarose este completamente 
disolta (transparente). Convén remover o contido do frasco cada minuto (pero sin axitar para 
non formar burbullas) e observar o grao de disolución da agarose. 

Unha vez a disolución de agarose esté transparente, enfriala á billa, ata que a temperatura 
sexa confortabel (soportable ao colocar o frasco sobre a man: temperatura de biberón para un 
neno). Engadir uns 2,5 ul da disolución de bromuro de etidio (No caso de visualizar o DNA 
con bromuro de etidio ou “Green Safe” engadir  2,5 ul ou 3 ul das disolucións, 
respectivamente, tomando as debidas precaucións no caso do bromuro de etidio xa que é 
mutaxénico). 

Cando a disolución de agarose este morna, verter con coidado sobor do molde. Asegurarse de 
que os peites están debidamente colocados. 

Agardar uns 15-20 min para que fragüe. Mentres tanto se preparan as mostras. 

 

3.2. Preparación das mostras para a electroforese en xel de agarose 

Etiquetar tubos eppendorf de 1,5 ml cos codigos das mostras, e colocalos no bloque 
pousatubos. Se procede, etiquetar tamén un tubo eppendorf de 1,5 ml para un marcador de 
pesos moleculares (MW). 

En cada tubo eppendorf de 1,5 ml, e ca axuda dunha pipeta, depositar 3 ul da “disolución de 
carga” no fondo  do tubo (ou sobre papel “Albal” ou lamina plastificada, ou placas “Nunc”). 

A cada tubo eppendorf de 1,5 ml (ou a cada gota no papel “Albal” ou equivalente) engadir 15 
ul de dH2O. 

Finalmente, a cada tubo eppendorf de 1,5 ml (ou a cada gota no papel “Albal” ou 
equivalente) engadir 3 ul das mostras de DNA do fago lambda sin cortar e das mostras de 
DNA previamente cortado con distintas enzimas de restricción, asicomo, se procede, do 
marcador de pesos moleculares (MW).  
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3.3. Cargado do xel de agarose e electroforese submariña 

Unha vez fraguado o xel de agarose, levantar os peites con coidado, e mergullar o xel (co seu 
correspondente molde ou sin el) na cubeta de electroforese que contén unha disolución 
tamponadora de TBE (1X TBE). O xel debe quedar completamente mergullado na disolución 
tamponadora. 

Empregando a ponta dunha micropipeta homoxeneizar ou mixturar ben todo o conxunto da 
disolución de carga, dH2O e da mostra correspondente, impelendo e expelendo suavemente 3-
5 veces a disolución, e depositar 20 ul do conxunto de cada tubo (ou gota) con mostra nos 
pequenos pozos ou cavidades (poziños) do xel. Procurar non perforar os poziños do xel no 
fondo nin nas paredes dos mesmos. 

Finalizado o proceso de cargado do xel, pechar a cubeta de electroforese e conectar os 
electrodos á fonte de alimentación, de xeito que o polo positivo da cubeta este no extremo 
mais alexado dos poziños cas mostras. Encender a fonte de alimentación e seleccionar uns 
80-100 V de voltaxe. Anotar a voltaxe, a intensidade e hora de inicio, asi com a hora prevista 
de finalización. Deixar migrar aproximadamente perante 1 h, pero comprobar aos 5 min que a 
migración electroforética se verifica no sentido desexado, obervando o despramento do azul 
de bromofenol. 

 

3.4. Visualizacion das bandas de DNA baixo luz UV (A) e con azul de metileno (B) e 
fotografado do patrón electroforético 

A) Visualización do DNA baixo luz UV con bromuro de etidio ou con “Green Safe”:  

No cristal do transilumindor de UV, colocar unha pinga de auga e colocar enriba unha lamina 
de papel plástico. 

Na cubeta electroforética, cando o azul de bromofenol se teña desplazado uns 4-6 cm da 
orixe, apagar a fonte de alimentación, quitar os electrodos da fonte e levantar a tapa da cubeta 
electroforética. Levantar o xel co seu molde, e escurrilo na propia cubeta electroforética. Ter 
conta de que hai bromuro de etidio ou “Green Safe” na disolución tamponadora da cubeta 
electroforética. Colocar o xel directamente sobor da lámina de plástico do cristal do 
transiluminador de UV horizontal, desplazando o xel do molde. 

Colocarse gafas ou pantalla de protección contra a radiación UV, alcender o transiluminador 
de UV e observar o patrón de bandas dos fragmentos de DNA. 

Facer unha fotografía do patrón de bandas electroforético, mesmo cun telefono movil. 

B) Visualización do DNA cunha disolución de azul de metileno: 

Depositar o xel nunha cubeta limpa (ou “tuperwear”, ou placa Petri) e engadir unha disolu-
ción de azul de metileno ao 0,025% ata que o xel quede mergullado, durante 20-30 min. 
Pasado o tempo, decantar a disolución ca axuda dun funil e almacenalo noutro recipiente para 
posterior uso. Á cubeta co xel, engadir auga durante varios min para dintinxir o xel e salientar 
as bandas de DNA tinxidas. Se precisan varios cambios de auga para millorar o contraste. 
Fotografar os patróns electroforéticos de bandas, mesmo cun telefono movil. 
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3.5. Cálculo do peso molecular dos fragmentos de DNA e mapa de restricción 

Na fotografía do patrón de bandas, medir cun regra ás distancias da orixe ás distintas bandas 
do DNA patrón con pesos moleculares coñecidos dos fragmentos. 

Nun papel semilogaritmico establecer a relación entre a distancia de migración dos 
fragmentos do DNA patrón (p.e., DNA de lambda cortado con HindIII) e os seus respectivos 
pesos moleculares (en pb). 

Establecida a relación das distancias migradas co tamaño dos fragmentos, medir as distancias 
desde a orixe ás bandas problema das outras mostras (p.e., alguns fragmentos do DNA 
dixerido con EcoRI), e ca axuda da relación previamente establecida estimar o tamaño dos 
fragmentos de DNA das mostras problema. 

Tratar de establecer o mapa de restricción. 

 

5. APLICACIONS 

 

A aplicación mais inmediata das enzimas de restrición é, precisamente, a de dixerir o DNA 
de distintos bacteriofagos con distintos enzimas, e empregar o seus productos como 
marcadores de pesos moleculares relativamente económicos. 

As enzimas de restrición poden cortar secuencias específicas de alelos caracteristicos dunha 
doenza mentres non cortan no alelo normal (ou ao reves) e poden por ende ser empregadas 
para identificar homozigotos normales ou homozigotos da doenza a estudiar ou 
heterozigototos. 

Empréganse tamén como tesoiras para cortar DNA de interese e “pegalo” no DNA dun 
vector, dixerido previamente tamén ca mesma enzima de restrición, co obxecto de 
multiplicalo posteriormente.dun vector 

Aplícanse tamén para dixerir DNA xenómico e combinado con distintas sonda de DNA 
estudar distintos tipos de polimorfimos nuclear e mitocondial, de interese medico ou de 
identificacion de doenzas, de indiviuos, e de especies.  

 

4. DISOLUCIÓNS 
 
Disolución tamponadora TBE, pH 8,3: Tris-HCl 89 mM; ácido bórico 89 mM; EDTA, pH 8,0 
2mM. 

Disolución de carga: Azul de bromofenol (0,25%); cianol de xileno (0,25%); sacarose ou 
glicerol (50%); 1M Tris, pH 8,0 (1%) 

Disolución stock de bromuro de etidio de 5 mg/ml (en oscuridade e a 4 °C).   

Disolución stock de azul de metileno 1%. Preparar 50 mL: disolver 0,5 g de azul de metileno 
en 50 mL de auga destilada. Para preparar unha disolución operativa de 0,025% de azul de 
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metileno, prepare 400 ml, engadindo 10 ml da disolución 1% de azul de metileno a 390 ml de 
auga desionizada ou destilada. 
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Fig. 1. O DNA do fago lambda ten 48502 bp, e os mapas de restricción para as restrictasas 
HindIII, EcoRI e BamHI están sinaladas na figura. 
 

 
 
Fig. 2. Dado o seguinte patrón de fragmentos de restricción dunha electroforese en xel de 
agarosa, colocar o tamaño en pb do fragmento ou fragmentos que se corresponden cos 
carriles nos que se aplicou unha soia enzima de restricción, e predecir os fragmentos que se 
obterían cando se aplican duas enzimas de restricción. Ter en contar que os fragmentos 
menores de 1000 bp non aparecen neste diagrama do xel, pero pódense engadir. 
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 A       B 
 
 
Fig. 3. Dous xeles diferentes (A e B), que migraron nas mesmas condicións 
electroforéticas pero durante diferentes tempos (A: uns 20 min; B: uns 40 min), ou ben 
durante o mesmo tempo, pero con diferente voltaxe (A: uns 60 v; B: 120 v)  
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Figura 4. Papel semilogaritmico. 
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Para o profesor: 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


