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1. INTRODUCCIO

Una de les metodologies més comunes emprades als laboratoris de Genetica Molecular és la
digestid de fragments de DNA amb enzims de restriccié (ER).

Els ERs son produits de manera natural a les bactéries i la seua funcid és reconeixer
especificament petites regions de 'ADN —entre 4 i 8 nucleotids- i catalitzar talls en la doble
cadena. Un exemple seria I'enzim EcoRl, un ER aillat del bacteri Escherichia coli i que reconeix
una seqliencia especifica de 6 nucleotids (GAATTC).

Sequéncia de
reconeixement

5...GAATTC..... Tall d’EcoRl 5..G AATTC....
....... CTTAAG...3’ ...CTTAA G...3

Figura 1. EcoRl catalitza el tall d’un lloc de reconeixement palindromic. El tall genera dos fragments amb extrems 5’
cohesius.

També és una practica habitual analitzar fragments de DNA per digestié (tall) amb els ERs; la
localitzacié de les seqiencies diana dels diferents ER en un fragment d’ADN es coneix com a
mapa de restriccié. Una de les aproximacions per dur a terme un mapa de restriccié és introduir
el fragment d’ADN a analitzar dins d’un plasmidi de seqléncia coneguda, fer les digestions amb
diferents ERs i, finalment, separar els fragments mitjancant una electroforesi (separacié de
molécules en un camp eléctric a través d'una matriu) per esbrinar la mida de cadascun dels
fragments obtinguts. A partir de les mides dels diferents fragments de les digestions resolts en el
gel es pot deduir quina és la posicié de cadascun dels llocs de reconeixement dels diferents ERs
utilitzats en el fragment de ADN a analitzar.

Hem comentat que una de les opcions és introduir el fragment d’ADN en un plasmidi. Un
plasmidi és una molécula circular d’ADN de doble cadena que existeix de manera natural als
bacteris. Ara bé, els investigadors han utilitzat aquest plasmidis naturals com a base per
“dissenyar” plasmidis per enginyeria genética amb certes caracteristiques que els optimitzen per
a treballar amb ells. Una d’aquestes caracteristiques és que contenen un lloc de clonatge
multiple (Multiple Cloning Site o polylinker). Aquesta és una petita regié del plasmidi que conté
els llocs de reconeixement de diferents enzims de restriccié. A més, aquests llocs sén Unics al
plasmidi. Per a la introduccié de I’ADN d’interés dins del plasmidi, es digereixen insert i plasmidi
amb el mateix enzim de restriccio i després s’uneixen per I'accié d’un altre enzim anomenat

@ ()@@ Aquesta proposta s’acull a una llicencia Creative Commons BY-NC-SA. 1de 8
E'v MG Sh http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/3.0/es/deed.ca




m Generalitat de Catalunya

¥ Departament d’Ensenyament hrT cac Az
Centre de Recursos Especifics de Suport oourses o
a la Innovacic i la Recerca Educativa L.m' oulum

Iligasa. Aquest procés seguit de la produccié en grans quantitats del plasmidi recombinant dins
dels bacteris s'anomena clonacié.
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Figura 2. Representacid del plasmidi pBLUESCRIPT, junt amb la seqiéncia del MCS.

També hem esmentat I'electroforesi com una técnica per esbrinar les mides dels diferents fragments
d’ADN. En concret, I'electroforesi en gels d’agarosa
-un polimer aillat de les algues- és el metode usat
habitualment per a la separacid, identificacid i
purificacié de fragments de DNA. El DNA en solucié
esta carregat negativament i en aplicar un camp
electric migra cap a l'electrode positiu. Si fem
migrar els acids nucleics dins una matriu d’agarosa,
se separen segons el seu pes molecular, de forma
que el fragments més petits migraran més
rapidament.

Normalment, els gels d’agarosa es preparen en
una cubeta horitzontal, que se submergeix en un
tampo ric en sals (com ara el TBE), que manté
eficagment de forma perllongada el camp eléctric.

Electrode Loading dye

2de8




?(ﬂw Generalitat de Catalunya

AllY Departament d'Ensenyament Aelicacit ae
Centre de Recursos Especifics de Suport Rooursos o
a la Innovacic i la Recerca Educativa Currioufum
cesire

A les mostres, se’ls afegeix un tampd de carrega amb un agent espessidor per facilitar-ne la carrega en
uns clots o “pous” del gel a més d'un colorant per visualitzar el front de |’electroforesi.
Un cop han migrat per accié del camp eléctric, els acids nucleics es poden visualitzar en el gel per tincid

amb diversos agents que s’intercalen dins la molecula. Figura 3. Muntatge d’una electroforesi
2. PROBLEMA

Al laboratori hem clonat un fragment d’ADN de la mosca Drosophila melanogaster de 7,5 Kb en el
plasmidi pBLUESCRIPT (figura 2) al lloc BamHI del MCS. Ens interessa poder localitzar les dianes de 3
enzims de restriccid: EcoRl, Sall i Pstl. Per aconseguir-ho, haureu de fer una digestido amb els diferents
enzims en el plasmidi recombinant que conté l'insert i comparar-ne la mida amb la que s'obté d'un
plasmidi sense insert (control). La separacié dels fragments per mida es realitza mitjancant una
electroforesi. Per ultim, es visualitzara la posicio dels fragments de DNA mitjancant un agent intercalant
desprées de la il-luminacié amb llum UV.

2.1.Digestio

A partir dels dos plasmidis que se us han facilitat, procedireu a fer diferents digestions amb enzims de
restriccid. Aix0 ens permetra identificar les dianes per als enzims de restriccié emprats i les mides dels
fragments produits per I'insert desconegut clonat en el plasmidi pBLUESCRIPT.
Cadascu dura a terme les seglients reaccions:

pBLUESCRIPT recombinant (amb insert) PBLUESCRIPT salvatge (buit)

1- BamH| 8- BamHI
2- Sall

3- Pstl

4- EcoRl

5- EcoRl + BamH|

6- EcoRI +Pstl

7- Sall + Pstl

Protocol de digestio amb enzims de restriccio
Tot el material haura estat autoclavat préviament per eliminar-ne les nucleases i evitar la
degradacio dels acids nucleics.
1- Se us facilitaran 8 tubs eppendorf retolats de I'1 al 8 i en cadascun estaran fetes les mescles
dels enzims amb els tampons adients per a dur a terme les digestions (volum de 16 &l).
2- Afegiu-hi:
- tubs de I'1 al 7: 4 &l del plasmidi pBLUESCRIPT recombinant (amb insert)
- tub 8: 4 &l del plasmidi pBLUESCRIPT buit (sense insert)
3- Incubeu 1h a37°C
2.2. Electroforesi
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Mentre les digestions estan en marxa, es moment d’anar preparant |'electroforesi

Protocol d’electroforesi en gel d’agarosa:
1. Prepareu 800 ml de tampd TBE 0,5x a partir d’una solucié 5x concentrada

2. Peseu a la balanca I'agarosa que cal per preparar un gel de 100 ml al 1% (pes/volum).
Barregeu I'agarosa pesada amb 100 ml de tampé TBE 0,5x preparat dins d’'un erlenmeyer.

&

Escalfeu-ho al microones fins a fondre I'agarosa (1 minut a maxima poténcia). ATENCIO: Feu
servir I'agafador de silicona per a no cremar-vos i aneu amb compte de no esquitxar-vos amb
I’agarosa bullint. Per saber si estd completament fosa sempre es mira a través de I'erlenmeyer i no
per la boca del matras.
Barregeu circularment la solucié i feu-la bullir uns segons més, fins que sigui transparent i
no contingui grumolls.

Ea

Deixeu refredar la solucié d’agarosa a sobre de la bancada uns 5 minuts.

2

Agafeu un suport de metacrilat i una pinta i segelleu el suport amb cinta de pintor per a
preparar la cubeta on solidificareu el gel.

6. Un cop passat els 5 minuts, afegiu-hi 2 ul de I'agent intercalant Sybrsafe i remeneu-ho.
ATENCIO: Manipuleu amb guants Iagent intercalant Sybrsafe, encara que presenta molt baixa
toxicitat.

7. Aboqueu l'agarosa al suport, col-loqueu-hi la pinta en un extrem per a crear els pouets i
deixeu-ho refredar fins que gelifiqui (uns 5-10 minuts).

e

Ompliu una de les cubetes d’electroforesi amb la resta de TBE 0,5x preparat.

9. Traieu amb cura la cinta i la pinta dels gels i submergiu-lo en la cubeta d’electroforesi.

10. Un cop transcorregut el temps de les digestions, heu de preparar les mostres per la seua
carrega en el gel d’electroforesi. Per preparar-les, afegiu-hi 4 pl de tampd de carrega 6X

(aquest és de color blau).

11. Carregueu en els gels les 8 digestions i carregueu també 10 Bl de marcador de pes
molecular.

12. Connecteu la cubeta al corrent electric i deixeu migrar les mostres uns 45 minuts a 110 V
o fins que el colorant blau més rapid arribi a 2/3 parts del gel.
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13. Traieu els gels de la cubeta amb guants. Observeu-los en el trans-il-luminador de llum
ultraviolada i feu-ne una fotografia.

3. Mapa de restriccio

Un cop obtinguda la foto hem de fer el mapa de restriccid. El primer pas es mesurar els diferents
fragments d’ADN digerits en la foto. Un cop esbrinades les mides, hem de col-locar la posicid dels llocs
de reconeixement dels diferents enzims de restriccié sobre el mapa del plasmidi.

pBLUESCRIPT + insert
10,5 Kb

pBLUESCRIPT
3 Kb
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4. Glossari

-ER: enzim de restriccid

-Plasmidi: DNA circular de doble cadena

-MCS: regid petita d’un plasmidi que conté les seqiiencies de reconeixement de diferents enzims
de restriccid

-Clonar: introduccié d’un ADN d’interées en un plasmidi

5. Annex

A) Marcador de mida d’ADN

Com a marcador de mida del DNA s’utilitza el marcador de 1 kilobase que es mostra a continuacio:

bp

250,
253

0.7% agarose

B) Imatge d’un resultat obtingut amb un plasmidi similar:
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Plasmidi recombinant
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Test (recapitulacio):

1. Els enzims de restricci¢ tallen en:
a. Qualsevol regid de '’ADN
b. Enregions especifiques Unicament de I’ADN bacteria
c. Generalment en regions palindromiques de I’ADN
d. Enuna Unica cadena de I’ADN

2. L’agent (reactiu) que utilitzem per visualitzar I’ADN en una electroforesi és:
a. unagentintercalant
b. l'agarosa
c. elTBE
d. un agent gelificant

3. Enuna electroforesi els acids nucleics:
a. Esseparen segons la midaila carrega quan apliquem un camp eléctric
b. Es separen segons la mida quan apliquem un camp eléctric
c. Essepareninversament proporcionals a la seva carrega
d. Esseparen per I'accié de I'agarosa
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4. Vols fer un gel d'agarosa en TBEx1 de 50 ml a I'1%. Nessitaras:
5 gr d'agarosa, 5 ml de TBEx10 i 50 ml d'aigua

0,45 gr d'agarosa, 5 ml de TBEx10 i 50 ml d'aigua

0,5 gr d'agarosa, 5 ml de TBEx10 i 50 ml d'aigua

0,5 gr d'agarosa, 5 ml de TBEx10 i 45 ml d'aigua

o 0o T w
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