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PRESENTACION

Con el apoyo del CIID se adelanta un proyecto de investigaciéa colaborativo
entre el CIAT y la Universidad de Manitoba, Canadé, cuyo propdsito es desarrollar
técnicas electroforéticas para la caracterizacidén genotipica de materiales

de yuca (Manihot esculenta}, frijol (Phaseolus vulgaris) y varias leguminosas

forrajeras {Stylosanthes, Desmodium v Centrosema).

Las técnicas basicas de electroforesis para estos materiales fueron desarrolldas
por A. Hussain, y H. Ramirez bajo la direccién de Dr. W. Bushuk, Plant Science
Department , Universidad de Manitoba. Posteriormente, el proyecto se trasladéd

a la Unidad de Investigacibn en Biotecnologia del CIAT para la estandarizacién

y aplicacidén de las técnicas a un rango mayor de germoplasma.

El objetivo principal de este manual es ofrecer, a aquellos que se introducen
en el tema, una descripcibén breve y préctica en Espafiol de las técnicas
electroforéticas de mayor utilizacién. Estas técnicas se basan en los resultados
de las investigaciones con yuca, frijol y forrajes, pero los métodos y procedi-

mientos gue aquil se presentan pueden ser adaptados también a otros materiazles.

D.R. Laing
Director General Adjunto
CIAT
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INTRODUCCION

En los materiales vivos se sabe que existen diferentes formas moleculares

de enzimas. que presentan una especificidad idéntica para el substrato
vy {isvenzimas), (Markert y Moller, 1959).
. |
T

= |

§§ | La utilidad de las iscenzimas como marcadores genéticos ya se encuentra bien
EE \ documentada, y estas variantes genéticamente definidas de las iscenzimas han
== ; ; . b

= | demostrade su importancia en la evaluacibén de la variabilidad.

=

=

La técnica
\puaée ser (til para la caracterizacidén de germoplasma, identificacién de genotipos,

discriminacidén de mezclas genéticas, correlacibén de genotipos con su origen

‘geogréfico y con caracteres importantes como calidad, reaccidn a enfermedades
y pestes, adaptacibn, etc. En el 4rea de la bictecnologia,

los marcadores
isoenziméticos pueden suministrar la base para diferenciar los hibridos sométicos

de los tipos parentales, asi como para la deteccidn temprana de la variabilidad
generada en cultive de tejidos.

La separaciétm electroforética de las proteinas depende principalmente de:

a) la carga eléctrica de las proteinas gque se van a separar,
b) 1la corriente eléctrica y

c) el medic de soporte.

Es esencial que el medio contenga una solucidn ionizada (buffer) para transmitir
la corriente a través

de estas proteinas. Las soluciones buffer que tienen
una baja resistencia ibnica,

producen baja cantidad de caler y permiten una
rédpida migracidn de las proteinas mientras que aquellas que tienen una alta
concentracién iénica darén una separacién mds exacta.

La carga en el mol protéico depende del nimero de grupos de carboxilo y aminos
gque estan cargados. El grupo de carboxilo tiene una carga negativa mientras
que los grupos aminos llevan una carga positiva. En su punto isoeléctrico,

la carga neta es cero; es decir, el nimero de grupos de carboxileo y de aminoc
es igual.

Los grupcs aminos se ionizan al disminuir el pH vy la proteina asume una carga

-1 =



positiva. Cuvando se aumenta el pH, los grupos carboxilo se ionizan y le dan
a las proteinas una carga mas negativa. la carga neta, a un pH particular,
éepegderé del nimero de grupos. carboxilos o aminos que son ionizados. Cuanto
mayor sea la carga en la proteina, mis répide se desplazard su polo opuesto.
La moVilidad también depende del tamizaie molecular que se logra a través

del medic electroforétice.

ELECTROFORESIS DE ISOENZTIMAS

La metodologia que se presente en las siguientes paginas, trata sobre la
deteccidn de las isoenzimas en la yuca, el frijol vy las leguminosas forrajeras

vy puede adaptarse facilmente a otros materiales.

ELECTROFORESIS CON GEL DE AIMIDON

Equipo

Las figuras 1 a 5 presentan la técnica para: la construccidn del molde para
el gel, lz colocacidn de las muestras en el gel, el armado del equipo para
realizar la electroforesis vy el equipo para cortar rebanadas del gel antes

de la coloracibn.
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Preparacién del Gel de Almidén

El gel de almiddén se prepara utilizando el buffer apropiado (Cuadro 1).

Una clase gépeciaz de almidon (grado de electroforesis), se utiliza para el
estudio de las isoenzimas. Este almidén puede obtenerse de Sigma. La solucién
de almidén y de buffer se calientan en un mechero movienéo continuamente en
un frasco de vecio de 1 Lt. El calentamiento no deberid hacerse por mas de
2-3 minutos, hasta que se aclare la turbidez. El almiddn cocinado se desgasifica
inmediatamente hasta que empiezan a aparecer grandes burbujas. E1 almidon
desgasificado se vierte cuidadosamente al molde de gel. lLa contaminacitn
particulada o Jas pequefias burbujas que se encuentran atrapadas en el gel,
se extraen por medio de la pipeta de Pasteur.

A temperatura ambiente, por 1-2Z horas, se deja asentar el gel. Cuando el gel
se ha enfriado se cubre con "Saran Wrap" para evitar la deshidratacids y se
coloca en la nevera donde puede permanecer de 2-24 horas. Después de este

procedimiento, el gel vya se encuentra listo para cargar las muestras.

Cuadre 1. Soluciones de gel para diferentes sistemas buffer

Sistema 1  *Buffer de borato de litio pH 8.1 = 20 ml.
Buffer de tris citrate pH B.4 = 200 ml.
Almidén = 206 grms.

Sistema 2 Buffer de citrato pH 7.00 = 220 ml.
Almidon = 26 grms.

Sistema 3 Buffer de morfolino-citrato pH 6.1 = 20 wml.
Agua = 200 ml.
Almiddn = 26 grms.

#*Los buffers de gel aparecen en una lista en el Cuadro 2.



Cuadro 2.
Sistema

1- pH 8.1
2- pH 6.7
3- pH 6.1
4- pH 7.8
5- pH 5.7

Buffer de electrodos

Hidréxido de litio 0.03M (1.25g/1)
Acido bérico 0.19M (11.75g/1)

(El pH asjustade con cualquiera de

los anteriores).

Fosfato de potasio dibésico D.167M
(29g/1)
Acido citrico 0.027M (5.65g/1)

(el pH ajustado con el &cido citrico

a (6.7).

Acido citrico 0.04M (8.4g/1)
(el pH ajustado a 6.1 con
N (3~aminopropil) morfolina)

Acido bérico 0.3M
(el pH ajustado a 7.8 con
2N NaOH)

L~-Histidina 0.0635M

Acido citrico 0.02M

{el pH ajustado con el acido
citrico a 5.7)

Los buffers utilizados en las céhmaras de electrodos y en la preparacidn de Gel,

Buffer del Gel

Sistema de buffer de electrodo
1= 1 parte.

Buffer de tris citrato pH 8.4
9 partes.

Tris-ditrato

Base Trizma 0.03M (6g/1)

Acido citrico 0.008M (1.68g/1)

Fosfato de potasio dibasico
0.006M (1.1g/1)

Acido citrico 0.0012M (0.25g/1)
(E1 pH ajustado a 7.0 con el

4dcido citrico).

Buffer de electrodo pH 6.1=1 parte
Agua = 9 partes.

Tris 0.15M (18g/1}
Acido citrico 0.0036M
(el pH ajustado con 1 N NaQOH)

Buffer de electrodo= 1 parte
Agua = 5 partes



Preparacién de las muestras

Las muestras pueden prepararse por medio de la trituracidén de los tejidos,
en uno de los siguientes buffers de extraccidn. En el caso de la electroforesis
de gel de almiddén, la proporcidn de tejido al buffer varia entre 1:1 5 1:9
(peso/volumen); para la electroforesis de gel de poliacrilamida se utiliza

mayor cantidad de buffer 1:5 - 1:10 (peso/volumen).
Buffer de Extraccidn

I. pH 7.00 Fosfato de potasio 0.1M
Contiene:
Sucrosa 20%
Polivinil pirrolidona (PVP-40)=5%
Triton x 100= 0.5%
2- Mercaptoetanol=14uM

IT. pH 7.4 Tris-malato 0.1M
Contiene:
Glicerol=207%
PVP-40+5%
Triton x 100=0.5%
2-Mercaptoetanol= 14uM

IIX.  pH 8.3 Tris HC1 0.05M

Contiene:
Sucrosa=20%
PVP-40=5%
Triton x 100=0.5%
2- Mercaptoetanol=1l4 uM
Iv. pH 7.4 Ascorbato de sodioc 0.05M
Contiene:

Sucrosa= 16%

- 10 -



Preparacién para la Electroforesis

La muestra que se ha extraido se absorbe en mechas de 0.5 x 1.0 de papel Whatman
No. 3 (10 ul es suficiente para 2-3 mechas). Se corta una ranura a unos 3.0
cms. de distancia de la parte mds corta. Las wmechas que han absorbido la muestra
se secan entre una capa de papel de seda. La ranura en el gel se abre cuidado-
samente con los dedos vy se insertan las mechas utilizando una pinzas muy finas.
Las mechas que contienen la solucién colorante (17 de azul de bromofenol),
se colocan en los dos extremos de la ranura. Generalmente se colocan las mechas
a una distancia de 0.5 cms. Un pedazo pequefio de un bastoncite de vidrio (delgado),
que sea igual a la parte corta del molde de gel, se introduce en el extremo
corto con el fin de cerrar la ranura y asegurar la continuidad del gel. Después
se coloca el gel en la unidad de enfriamiento y se ponen en contacto los electro-
dos extendiende pedazos de mecha absorbente, scbre los extremos del gel de
almidén que se sumergid en los buffers. Luego se conecta la energia y se pasa
agua fria por las unidades de enfriamiento tanto superiores come inferiores.
Se debe tener cuidado para que la unidad superior de enfriamiento no entre en

contacto con el gel; algunas veces ésto afecta la mobilidad de las muestras.

Electroforesis

Se conecta la energia e inicialmente se pasa una corriente baja de 5-10 mA
para trasladar las muestras al gel. Después de algunos minutos (5-10 minutos),
cuando el colorante de bromofenol haya cruzade la ranura, se retiran las mechas
del gel y se coloca una corriente de 30mA- 40mA. Después de la electroforesis,
se extrae el gel del molde, se cortan los bordes laterales con un bisturi
afilado y la franja catbdice (el pedazo corto del gel), también se retira.
En la esquina del extremo izquierdo se hace un corte diagonal para identificar
la posicion de la primera muestra, El gel se coloca en una lémina de corte
¥ luego se pasa un hilo de nylon horizontalmente, a través del gel, para cortar
tajadas de 1.5 mm. de espesor. Estas se colocan en bandejas plésticas para
una coloracién apropiacs. Generalmente se descarta la capa superior (tajada)
por encima de 6.0 mm, las 4 tajadas restantes se utilizan para una apropiada

deteccibn.

- 11 -



Coloracién

La actividad enzimitica se puede observar al hacer flotar la tajada en los
buffers de coloracibn que contienen el substrato y colorante adecuados. Segln
el tamafio de la bandeja de coloracidn, 50 ml deberia ser la cantidad suficiente.
Generalmente, se incuban las tajadas a 38°C y los gels se fijan en 50% de
metanol que contiene 17 de Acido acético. Posteriormente, se toman fotografias
de los gels y luego se conservan en pequefias bolsas de pléstice con cierre

tipo "Ziplock".

-12 -



Enzimas evalvuadas mediante Electroforesis

1. ACP Fosfatasa Acida

2. AdK Adenil Kinasa

3. ADH Alcohol deshidrogenasa

4, CAT Catalasa

5. DIAP Diaforasa

6. EP Endopeptidasa

7. EST Esterasa

8. FIM Fumarasa

9. GIPT Glucosa-l-fosfato transferasa
10, G6PDE Glucosa-6—fosfato deshidrogenasa
11. &OT Transaminasa glutémica oxalacética
12. GbH Glutamato deshidrogenasa

13. HK Hexosa Kinasa

14. IDH Isocitrato deshidrogenasa

15, LDH Lactate deshidrogenasa
16. LAP Leucina aminopeptidasa
17. MDH Malato deshidrogenasa

18. ME Enzima MAlica

19. MU-Bgal Metil umbeliferilo-B-d-galactosidasa
20. MU-est Metil umbeliferilo esterasa

21. PEP Peptidasa

22, PRX Peroxidesa
23. PGI Fosfoglucoisomerasa

24. PGM Fosfoglucomutasa

25. 6PGDH 6-Fosfoglucodeshidrogenasa

26. PROT Proteinas
27. SKDH Deshidrogenasa shikimica
28. TPI Triosafosfato

- 13 -



Procedimientos de Coloracibn

1. ACP

Fosfatasa Acida

0.1 M Buffer de acetato sbdico pH 5.0 50 ml
Sodio & fosfato acido naftile 50 mg
Sal de garnet fast GBC 50 mg

Incube a 38°C durante 1 hora, enjuague con agua y haga la fijacidén en
etanol a 50%.

2. ADK

Adelinato Kinasa

Solucidn 1:

Buffer pH 7.1 5 ml
I-D-glucesa 100 mg
Adenosina~5~difosfato 10 mg
Hexosa Kinasa 9 ul
Glucesa 6 fosfodeshidrogenasa 4 ul
NADP 5 mg
MIT 3 mg
MB & PMS Traza

Solucidn 2:
Buffer pH 7.1 50 ml

Agarosa (véase placa) q 70 mg

Caliente la solucidn 2 hasta que hierva,déjela enfriar y mézclela con la

solucidn 1. Vierta la mezcla sobre el gel. Deje que se solidifique. Cubra

el gel con una

cubierta pléstica e incube a 37°C durante 1-2 horas. Utilice

una botella de lavado para remover la capa de agar del gel y haga la fijacidn

en etanol a 50%.

Buffer 1 M Tris HCL pH 7.1 1 ml
0.1 ﬁgCiz 1 ml
Agua 3ml

- 14 -



3. ADH Alcchol deshidrogenasa

Tris HCL 1 M pH 8.0 5 mi
HéO 40 ml
95% etanol 1ml
NAD 14 mg
PMS traza

Incube en la oscuridad a 37°C durante 1-2 horas, enjuague y haga la fijacidn

en etanol a 50Z.

4, CAT {atalasa

Ferricianurc de potasio 500 mg
Clorure férrico 500 mg
H20 50 mi
Vierta 0.01%7 de ;3202 sobre el gel, déjelc durante 10 minutos. Enjuague con

agua destilada y luego vierta la mezcla de coloracidén anterior. Incube

durante 5-10 minutos, enjuague con agua y almacene el producto.

Coloracidn alternativa:

Yoduro de potasio 100 mg
Acido acético 10 gotas
H,0 50 ml

Vierta sobre el gel 0.67 de solucién de perédxido de hidrégeno, déjelo durante
1 minuto y enjuague con agua destilada; viértalo sobre la mezcla anterior.

La catalasa tendréd la apariencia de una banda blanca con color de fondo
azul; inmediatamente lave c¢on agua y tome una fotografia. Si se enfria

el gel antes de la coloracidn, se obtiene un mejor contraste,

5. DIAP Diaforasa

(anddico + catédico)

Tris HCL 1M pH 8.5 5 ml

HZO 45 ml

NADH 14 mg

2,6 diclorofenocl/indofenol Traza {punta de la espitula)
MTT 10 mg

- 15 -



Vierta la solucifn anterior sobre el gel e incube en la oscuridad a 37°C

durante 1-2 horas, enjuague y haga la fijacidn en etanol a S0%.

6. EP Endopeptidasa
0.1 M buffer de Tris malato pH 5.5 100 ml
(Base trizma acido mélico)

pH ajustado con 2N NaOH

L-B~benzeoilo-DL-arginina-B-Natilamida HCL 50 mg
Sal K negra firme {Fast Black K Sait) 50 mg
Mg Cl, 100 mg

Incube durante 1 hora y haga la fijacién en etancl a 50%.

7. EST Esterass

Fosfato de potasio 0.1 M pH 6.0 75 ml
a- naftilo acetato X 150 mg
Sal de garnet fast GBC 75 mg

Disuelva el a~naftilo acetato en 2 ml de acetona antes de mezclarlo con
los otros ingredientes. Vierta la mezcla sobre el gel e incube durante
1 hora a temperatura ambiente, enjuague con agua y haga la fijacidn con

a 50%.

En los casos en que se van a ensayar las formes a yfi. de la esterasa, afada
100 mg de B-naftilo acetato y disminuya la cantidad de IL-naftile acetato a

100 mg en la mezcla anterior.

8, FUM Fumarasa

Fosfato de potasio 0.1 M pH 7.5 40 ml
Fumarato 0.5 pH 6.5 10 ml
NAD 20 mg
Malato deshidrogenasa 100 unidades
M.T.T. 6 mg
MB (Azul de Mendola) Trazas

Incube en 1a oscuridad a 37°C durante 1 hora, enjuague y haga la fijacibn

en etanol a 50%.

- 16 -



9. GIPT Glucosa-1-fosfato transferasa

Tris acetato pH 6.5 50 ml
Glucosa l-fosfato 20 mg
L~-D-glucosa 40 mg

GOPDH 20 unidades
NADP 8 mg

MIT 8 mg

PMS Trazas

Vierta la mezcla sobre el gel, incube a 37°C durante 1 hora y haga la

fijacién en etancl a 50%.

10, GePDH  Glucosa-b-fosfato deshidrogenasa

Tris HC1 1 M pH7.1 5.0 ml
HZO 45.0 mi
Mgcl, & Mg (NO,), 0.1 M 0.5 ml
Glucosa b6 fosfato (sal monosédica) 20 mg
NADP 6 mg
MIT 3 mg
PMS Trazas

Incube en la oscuridad a 37°C durante 1 hora, enjuague y haga la fijacién en

etanocl a 50%.

11. GOT Transaminasa glutamica oxalacética
Téis HCL 1M pH 8.0 5.0 ml
Hzﬁ 45.0 ml
Acido as-aspartico 100 mg
Acido a-Ketoglutémico 50 mg
Piridoxal 5-fosfato 4 mg

Mezcle v justo antes de hacer la coloracidn anada

Sal BB de azul fast 50 mg

Incube en la oscuridad < temperatura ambiente durante 1-2 horas, enjuague y
haga la fijacidn en una solucién que contenga 50% de glicerol y 5% de acide

acético.

- 17 -




12. GDH Glutamato deshidrogenasa .

Tris HC1 pH7.1 5 ml
H20 45 ml
Buffer de glutamato 1 M pH 7.00 14 ml
NAD 26 mp
MIT 8 mg
PMS (6 MB) Trazas

Después de incubar a 37°C durante 1-2 horas, enjuague con agua destilada y

haga la fijacidn en etanol.

13. HEK Hexosa Kinasa
Tris HCL 1 M pH 7.1 5 ml
HZO 40 ml
Mg Cl2 0.1 M 5 ml
Adenosina S-~trifosfato 50 mg
Glucosa & fosfato deshidrogenasa 4 ul
NADP 10 mg
MIT 6 mg
S Trazas

Incube en la oscuridad a 37°C durante 1-2 horas. Enjuague y haga la fijacién

en etancl a S50%.

14, 1IBH Isocitrato deshidrogenasa
Tris HC1 pH 7.1 5 ml
Hzﬁ 45 ml
Mn Clz 0.1 M 0.5 ml
Isocitrato sbddico 30 mg
NADP 10 mg
MIT 8 mg
PMS 6 MB Trazes

Incube en la oscuridad a 37°C durante 1-2 horas, enjuague y haga la fijacion

en metanol a 50%.



15. LBH lactato deshidrogenasa

Tris HC1 pH 8.0 5ml
0 40 ml
Acido lactico 1 M 2 ml
NAD 14 mg
MIT g mg
PMS ‘ Trazas

Incube a 37°C en la oscuridad durante 1-2 horas, enjuague con agua y haga la

fijacidén en etanol a 50%

16. LAP Leucina amino peptidasa
Fosfato de potasioc 0.1 M pH 6.0 50 ml
Sal K negra firme (Fast Black K Salt) 20 mg
Mg 012 0.1 M 5 ml.
l-Leucilo-B-naftilamida 20 mg

{Antes de la mezcla se disuelve en 2 ml de NN dimetilformadida).
Afiada la solucién de leucilo nafrilamida antes de colorear el resto de
la mezcla. Incube el gel a 37°C durante 1-2 horas, enjuague con agua y haga

la fijacidén en etanol a 30%.

17. ME Malato deshidrogenasa
Tris malato 0.1 M pH 7.2 50 ml
NAD 20 mg
MIT 8 mg
PMS & MB Traza
L-malato 20 mg

Incube en la oscuridad a 37°C durante 1-2 horas, enjuague y haga la fijacién

en etanol a 50%.

18. ME Enzima mélica
Tris malato 0.1 M pH 7.2 45 ml
MgClz 0.1 M 5 ml
NADP 10 mg
MIT -6 mg
PMS & MB Trazas
L~malato 20 mg
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Incube a 37°C durante 1-2 horas, enjuague y haga la fijacién en etanol a

50%.

19. MU-EB gal Metil umbeliferilo-B-D-galactosidasa

Citrato sédico 0.1 M pH 4.5

4-Metil umbeliferilo-B-D-galactédside

20 ml
10 mg

{Disuelto en 2 ml de NN dimetil formamida)

Mezcle el buffer y el substrato justo antes de la coloracibén. Vierta 1la

mezcla sobre el gel, incube a temperatura ambiente durante 1 hora ¥ lea

las bandas en la oscuridad por medio de la utilizacién de una fuente de

luz ultravioleta.

20, MU-est Metil umbeliferilo~esterasa
Fosfato de potasio 0.1 M pH 6.0
4-Metil umbeliferile acetato

{Disuelto en 1 & 2 ml de acetonal.

20 ml
8 mg

Mezcle el buffer y el substrato justo antes de efectuar la coloracibn y

viértalo en el gel. Incube durante 1 hora a temperatura ambiente y observe

las bandas bajo luz ultravieleta.

21. FEFP Peptidasa
{Con cubierta de agar)
Tris HC1 1M pH 8.0

BZO

MgCl, OG.1 M

2
Solucidn A:

Solucidén buffer pH 8.0
Glicil-L~leucina

IL-fenil alanina-L-prolina
Peroxidasa

Veneno de serpiente

O-Dianisidina

2 ml

16 ml Solucién
buffer
pH 8.0

2 ml

Sml
5 mp
6 mg
0.5 mg
0.5 mg
5 mg



Selucidn B:

Solucién buffer pH 8.0 5 ml

Agarosa (pléaca marina) 70 mg

(Haga hervir y almacene a 37°C)

Mezcle las soluciones A y B antes de efectuar la coloracidén y vierta sobre
el gel. Permite que se solidifique. Cubra el gel con una cubierta e incube
a 37°C durante 1-2 horas. Remueva el agar del gel mediante el uso de un

chorro de agua y haga la fijacidn en etanol a 50Z.

22, PRX Peroxidasa
Acetato sbédico-buffer 0.2 M pH 5.0 50 ml
3~Amino-9-etilcarbazole 40 mg

{disuelte en 5 ml de NN dimetil formamida)
H202 30% 2 gotas

Incube a temperatura ambiente, enjuague con agua y haga la fijacion en etanol
a 50%.

23. PGI Fosfogluco isomerasa
Tris HC1 1 M pH 8.0 5 ml
§20 40 ml
MgClz & Mg (NO3}2 0.1 M 1 ml
G6PDH (10 unidades) 8 ul
Fructosa 6 fosfaro 10 mg
NADP 6 mg
MIT 6 mg
PMS & MB Trazas

Incube en la oscuridad a 37°C durante 1-2 horas. Enjuague y haga la fijacidn

en etanol a 50%.

24, PGM Fosfoglucomutasa
Tris HC1 1M pH 8.0 5 ml
H29 45 ml
MeCl, & Mg(NO3), 0. 1 M 6 ml
Clucosa 1 fosfato 100 mg
Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa 8 ul
{10 unid.)
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Glucosa 1.6 difosfato Traza

NADP 8 mg
MIT 6 mg
PMS Trazas

Incube en la oscuridad & 37°C durante 1-2 horas. Enjuague y haga la fijacidn

er etanol a 50%.

25. PGDH Fosfogluconato deshidrogenasa
Tris malato 0.1 M pH 7.2 50 ml
6 &cido fosfoglucénico 10 mg
NADP 8 mg
MIT 8 mg
MB Trazas

Incube en la oscuridad a 37°C durante 1-2 horas. Enjuague y haga la fijacién

en etanol a 50%.

26. FPROT Proteinas (Rubisco)
Azul-negro de naftol 40 mg
%
“Solucién de lavado 40 ml

(Filtre la soluciébn snterior antes de hacer la coloracién)

*
“Solucidn de lavada

Metanol 50 mi
Agua 50 ol
Acido acético 10 ml

Vierta sobre el pel, incube a temperatura ambiente durante 1 hora.

Enjuague con la solucidén de lavado y haga la fijacién en la misma solucidn

de lavado.

27. SKDH Deshidrogenasa shikimica
Tris Hel 1 M pH 8.5 5 ml
HZG 45 ml
Acido shikimico 30 mg
RADP 8 mg
MTT 6 mg
S & MB Trazas



Incube en la oscuridad a 37°C durante 1-2 horas, enjuague y haga la fijacién

en etanol a 50%.

28. TP Triosa fosfato isomerasa
Tris HC1 pH 8.0 S ml
HZO 45 ml
NAD 16 mg
Arsenato sddico 230 mg
Na-EDTA 20 mg
Fosfato de Dihidroxiacetona 6 mg

Gliceraldehido 3 fosfodeshidrogenasa 50 ul

{50 unid.)
MTT 8 mg
PMS Traza

Incube en la oscuridad a 35°C durante 1-2 horas. Enjuague y haga la fijacién
en etanol a 30%.

Abreviaturas

MgC1, Clorurc de Magnesio

Mg {N03)2 Nitrato de Magnesio

MIT Azul Tiazolil de Tetrazolio

NAD B-nicotinamida adenina dinucleétido

NADP Nicotinamida adenina dinuclebdtido fosfato
PMS metosulfaro de Fenazina



Cuadro 3.

Buffers de Coloracibn

5.0

5.0

6.0

6.5

7’1

7.2

7.5

8.0

8.5

Isoenzima

MU~B-gal

ACP

PRX

EP

EST, LAP, MU-est.

GIPT

AdK, G6PDH, GDH, HK, IDH

MDH, ME, 6 PGDH

FUM

ADH, GOT, LDH, PEP,
PGM, TPI -
DIAP, SKDH
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Buffer
Citrato sédico 0.1 M. 4.2 g/200 ml, ajuste
el pH a 4.5 con 5N NaOH.
Acetato sddico 0.1 M. 12 ml de Acido acético/
200 ml, ajuste el pH a 5.0 con SN NaOH.
Acetato sédico 0.2 M. 24 ml de Acido acético/
200 ml, ajuste el pH a 5.0 con 5N NaQH.
Bagse Trizma 0.2 M. 4.8 g/200 ml. Acido
maléico 0.2 M 4.6 g/200 mi. Ajuste el
pH a 5.5 con 0.2 M NaQOH.
Fosfato de Potasio (monobisico) 0.1 M
2.8¢/200 ml, ajuste el pH a 6.0 con SN NaOH
Tris acetato 0,1 M 2.4 g Tris/200 ml, ajuste
el pH a 6.5 con 4cido acético.
Tris HC1 M 2.4 g Tris/200 ml, ajuste el
pH a 7.1 con 6N HCI.
Tris malato 0.1 M 2.8 g DL-4cido malico/
200ml. Ajuste el pH a 7.2 con 14 bhase
Trizma.
Fosfato de Potasio (dibésico). 3.4 g/200ml;
ajuste el pH a 7.5 con 6N HC1,
Tris HC1 IM. 24.2 g/200ml, ajuste el pH a

- 8.0 con 6N HCL.

Tris HC1 1 M, 24.2 g/200ml; ajuste el pH a
8.5 con 6N HC1,



ELECTROFORESIS CON GEL DE POLI&CRILAI&BA

Preparacidn del Gel

El gel de poliacrilamida tiene un poder de resolucibén superior debido a su
efecto de tamizaje. El tamafic de los poros es uniforme y puede controlarse. El
tamafic del poro es mayor a una menor concentracidén de la acrilamida en el
gel y es menor cuando se aumenta la concentracién. Esto no se puede lograr
con el gel de almidén ya que los cambios en la concentracibén del almidén
tendrian un efecto en la consistencia del gel. Ademas, los gels de acrilamida
son transparentes y esto facilita, cuando se requiera, la cuantificacién
de las proteinas en base a la intensidad. La (nica desventaja del gel de

poliacrilamida es que no puede cortarse horizontalmente en 4 & 5 rebanadas.

Los gels son preparados en moldes comerciales que se pueden obtener de las
firmas Bio-rad, LKB & Pharmacia, Si fuese dificil conseguir las upnidades
electroforéticas, el gel de acrilamida puede vaciarse entre dos placas de
vidrio, separadas con espaciadores de 1.5 mm, y se pegan preferiblemente
con cinta pegante que sea resistente al agua. El gel de acrilamida de una
concentracion de 10Z & 12% u 8% puede vaciarse desde la parte superior con
una jeringa sin pistén gque se ccloca cerca a la parte superior y se introduce
cuidadosamente un aparato formador de ranuras (peine), evitando que se formen

burbujas de aire.

Composicidn de la Solucién del Gel

a. Solucibdn de poliacrilamida:
Poliacrilamida 997 222¢
Bis—acrilamida 0.6 g

Disuvelva en unos 60ml de agua destilada, filtre en un matraz volumétrico

de 100 ml y ajuste el volumen final a 100 con agua destilada.
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b.  Solucidn buffer:

1.5 M Tris HC1 pH 8.8
Disuelva 18.15 g de base Trizma en 60 & 70 ml de agua destilada, ajuste el
pH a 8.8 con 6N HCl1, lleve el volumen a 100 ml y vuelva a ajustar el pH a
8.8 utilizando 6N HC1.

c.  Solucién de Pergulfato: 10%
Disuelva 0.5g de persulfato de amonio en 5 ml de agua destilada. Esta solucién

debe estar recién prepasrada cada vez que sea necesario utilizarla.

d. TEMED- (Reactivo puro al 99%).

8% - 10% —d2%
PA&(a) 18 22.5 27.0
Buffer(b) 12.5 12.5 12.5
Hzﬁ 19.5 15.0 13.5
Total 50.0 50.0 50.0
Desgasificado
Fersulfato(c) 0.5 0.5 0.5
TEMSQ(d) 16 ul 15 ul 15 ul

Polimerizacibdn del Gel

La polimerizacién del gel debe tomar de 10-20 minutos. Si tome mas de 20
minutos, deberi aumentarse el volumen del TEMED y si toma menos de 10 minutos
deberd reducirse., El tiempo que requiere la polimerizacién se medird a partir
del momento en que se afiade el TEMED.

Después de la polimerizacidén del gel se extrae el peine y se lavan las ranuras
con buffer (buffer de electrodos). Posteriormente se procede a verter las
muestras en las ranuras en alicuotas de 10 6 15 6 20 ul y se conecta la corriente
utilizande unidades verticales comerciales de electrofceresis.

Si fuese imposible comprar una de estas unidades, se podria hacer una ranura
en un recipiente estrecho de ylégtico que encajese en la parte superior de
las placas y las fugas podrian sellarse con pléstico liquido é con cualquier

otro material de sellado que gea inerte.
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La misma caja puede utilizarse en la parte inferior de la placa pero sin
ranura. Antes de bajar las placas de la caja es necesario quitar la cinta

de la base de la placa para que el gel esté en contacto con el buffer inferior.

Electroforesis

Durante la electroforesis se puede colocar todo el conjunto en el refrigerador.
El suministrc de energia puede permanecer en la parte exterior pero puede
conectarse a través de alsmbres que entran a la unidad de refrigeraciém.

La energis se desconecta después de que termine la electroforesis y se puede

sacar la unidad; el gel se puede retirar y colorear en el buffer apropiado.

Coloracibn

El gel de acrilamida puede requerir una mayor incubacidn en comparacion con
el gel de almiddn porque la difusidn a través de la poliacrilamida puede
ser mas lenta en contraposicidn con el gel de almiddn. Después de una coleoracidn
apropiada, los gels pueden fijarse en una mezcla 5:5:1 de etancl: agua: acido

acético.

Equipe

Las figuras 6 & 8 muestran las técnicas de ensamblaje para electrofeoresis

de poliacrilamida y la preparacibn del gel.

ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

La electroforesis de proteinas tiene la ventaja de ser mas sencilla que los
estudios iscenzimaticos. Estos estdn caracterizados por el uso de varios
sistemas de buffers y un nlmero de colorantes. AdemAs, las bandas protéicas,

a diferencia de las isvenzimiticas, podrian no estar influidas por los artefactos
utilizados en los procedimientos de extraccién y por el estado fisiclégico
del material vegetal. Los an&lisis electroforéticos de las proteinas estables
han demostrado ser muy Gtiles para la identificacién de cultivares.

Los materiales pueden extraerse para: (Figura 8).

1. proteinas totales
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2. Proteinas solubles en agua (alblminas)

3. Proteinas solubles en sal (globulinas)

4, Proteinas solubles en alcohol (gliadinas)

5. Proteinas solubles en &cido acético {gluteninas)

&. Proteinas insclubles (proteinas residuales)

PROCEDIMIENTOS DE EXTRACCION DE PROTEINAS

1. Extraccibén de proteinas totales. Segin la cantidad de proteina presente

en una muestra particular, una cantidad razonable del material =se agita o

tritura con 1:10 (peso/volumen) del buffer de extraccidén (wezcla de 1 & 2):

Tris HC1 0.05M pH 8.3 1 vol.
2. Buffer de tratamiento SDS 1 vol.
LContiene:
Tris HC1 0.5 M pH 6.8 = 12.5 ml
SDS 107 = 20 ml
Glicerol = 10 ml
2-mercaptoetanol = 5 ml
H20 = 2.5 ml

La mezcla resultante se calienta en agua hirviendo, durante 3 minutos.
Inmediatamente se enfria la mpezcla y se centrifuga a 10.000 rpm durante 20
minutos. El sobrenadante se mezcla con celormmte rastreador {azul de bromofencl)

y se carga en alicuoctas de gel de 5 6 10 ul.

2.3. Las proteipas solubles en agua se extraen utilizando una solucién de

cloruro de sodio al 0.4 M. la mezcia de la muestra y de la solucidn salina
se centrifuga a 10.000 rpm durante 20 minutes. El1 sobrenadante contendra

dos fracciones: i, la soluble en agua y ii, la soluble en sal. Las dos fracciones

pueden separarse mediante el dializado del extracto, durante la noche, contra
agua destilada o un buffer. Generalmente, el extractc se separa en un precipitado
y un liguido transparente. El extracto dializado se transvasa a un tubo de
centrifugacidén y se separa en residuo (fraccién soluble en sal) y en sobrenadante
transparente (fraccion soluble en agua). Estas fracciones pueden separarse

mediante el uso de SDS-PAGE. (Electiroforesis de gel de poliacrilamida con

SDs).
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4. La fraccion soluble en alcohol puede extraerse colocando en un agitador

"Vortex" el residuo que se obtuvo después de la etapa 3, con 70% de alcohol.

Tembién se puede obtener esta fraccidén directamente, agitando la muestra
en alcohol (70%) y luego depuréndola mediante centrifugacidn. Esta fraccidn

es {til para el apAlisisz de las proteinas de los cereeles.

5. En el caso de la proteina soluble en &cido acético, se sigue el procedimiento

de la fraccibén No. 4. Después de efectuar un lavado secuencial con una solucidn
de cloruro de sodio y alcohel (70Z), el residuo puede agitarse con (.1 M

de acido acético para que se obtengan proteinas solubles en &cido acético.

6. Las proteinas residuales se obtienen mediante la utilizacién del dltimo
residuc que queda después de las 2-5 etapas., El residuo puede mezclarse con
upa solucidn 1:1 de Tris HC1 con pH 8.3 y con el buffer de tratamiento descrito

anteriormente. La lechada resultante se calienta en agua hirviende, durante

3 minutos, se centrifuga y el sobrante contendrd proteinas residuales.
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Material
+

0.4 MNaCl

Mezcle y centrifugue

Sobrenadante Residuo
Efectie didlisis contra Mezcle con 0% de alcohol
Buffero H,0 destilada
Centrifugue
Sobrenadante Residuo Sobrenadante Residuo
{albaminas) {témelo en el ( gliadinas )
buffer apropiado
Globulinas)
Fraccién soluble en Fraccién soluble en sal Fraccién soluble
agua en alcohol
Maezcle con acido
acético y
centrifugue
Sobrenadante Residuo

{ gluteninas )

Fraccion soluble en
4cido acético

Afiada Tris HCI pH 8.3-1 parte
Buffer de tratamiento-1 part

Caliente 3 minulos en agua
caliente y centrifugue.

Sobrenadente

'Proteinas residuzles
[

Procedimiento para la extraccién de varias fracciones de proteinas para electroforética.

Residuo



Buffers/soluciones de extraccidn que pueden utilizarse directamente

para extraer proteinas:

1. Agua destilada

2. Etanol al 70%

3. Propanol

4. Acido acético 0.1 M

5. Acido acético 0.1 M 1% Z-mercaptoetancl
6. Buffer de acetato pH 5.8

7. . Buffer de fosfato pH 6.8 - 7.3

8. Tris HC1 pH 6.8 - 8.3

9. Buffer de fosfato pH 6.8 ~ 8,3+17 ME
10. Tris HC1l pH 6.8 - B.3+1Z ME
11. Sulfato dedecil sédico 1%
12. Sulfato dodecil sbdico 5%
13, Urea 8 M
14, Lactato de aluminio pH 3.1
15. Tris borato pH 8.9
16. Tris citrato pH 8.45

REMOCION DE ALGUNAS PROTEINAS INDESEABLES

1. El material puede lavarse con agua destilada. El residuc que se separd
después de la primers extraccidn de agua, puede volver a extraerse con un
segundo volumen de agua. Este lavado con agua puede contener proteinas que

son (tiles para propbsitos de la electroforésis.

2., Las proteinas sensibles al calor (albiminas), se pueden extraer mediante
el calentamiento del extracto protéico en agua hirviendo, durante 3-4 minutos.
Inmediatamente se enfria el extracto caliente y se centrifuga. El sobrenadante

estari libre de proteinas termoldbiles.

3. Algunas proteinas pueden precipitarse al disminuir el pH con buffers
acidbgenos. las proteinas como la legimina y la vicilina se precipitan en
condiciones aciddgenas., Si se requiere, las proteinas precipitadas pueden

volverse a disolver en el buffer original.
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4. Una columna corta de resinas de intercambio de iones puede utilizarse

para atrapar ciertas proteinas y para extraer las otras.

CONCENTRACYON DE PROTEINAS

Si el contenido de proteinas es bajo, las proteinas pueden precipitarse en
20% de Acido tricloroacético 1:1 (v/v). FEl precipitado que se obtiene después
de la centrifugacidén puede volverse a suspender en un buffer apropiado para
realizar andlis adicionales. Esta técnica puede ser dtil em la extraccidm

de proteinas de materiales frescos.
EXTRACCION DE PROTEINAS DE TEJIDOS FRESCOS

En los materiales frescos o en los tejidos congelados, las proteinas pueden
extraerse con SDS/ME. Ya sea durante la extraccidén o inmediatamente después
de ésta, afiada a 100 partes del tejido o extracto, 1 o 2 partes de solucién

de sulfito.
(NaZSQ) sulfito de sodic 20 g.

(§328235} Tiosulfato de sodio 15 g.

Disnelva en agua y ajuste el volumen a 100 ml.

Reactivos {(Abreviaturas)

Tris Tris (hidroximetilo)}
aminometanc

SDS Sulfate dodecil sédico

BIS N, H, metileno
~ bisacrilamida

TEMED N, N, N, N tetrametilenodiamina

TCA Acido tricloroacético

ME 2-mercaptoetanol

BPB Azul de Bromofenol
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ELECTROFORESIS DE GEL DE POLTACRILAMIDA (PAGE) BASICO
El procedimiento, virtualwente, es el de Laemmli (Nature 227:680, 1970).

El sistema basico puede utilizarse tanto para la electroforesis simple de
gel de poliacrilamida (PAGE simple) como para la electroforesis de gel de
poliacrilamida con sulfato dodecil sbddico (SDS-PAGE). En cada sistema, el
gel puede estar compuesto de des partes: 1. el gel concentrador que esté
encima del gel separador y contiene ranuras para las muestras. Generalmente,
este gel tiene uyna menor concentracidn de acrilamida (3% o 4Z o 5%), que
depende de la concentracidn del gel separador. Un gel concentrador con mayor
concentracibén {5), se recomienda para un gel separador con alta concentracién

(15%Z-16Z). 4i. El1 gel separador se encuentra debajo del gel concentrador;
generalmente a 1.5 c¢ms. alejado de la parte inferior del recipiente. Las
proteinas se separan en esta parte especifica del gel. Las bandas se pueden
acentuar al aumentar la concentracién de la acrilamida en el gel; y las bandas
pueden separarse adicionalmente al reducir la concentracién de la acrilanmida.

La calidad de la banda mejora al afladir sucrosa al gel, a un nivel de 5-10%Z.

La preparacidén del gel es similar a la descrita en la seccién de las isoenzimas.

Para el gel SDS el procedimiento puede ser el siguiente:

Solucicnes y "Buffers"”

a) Buffer de gel separador
Tris HC1 1.5 M pH 8.8
Diguelva }8.15 grms. de Tris en agua destilada y ajuste el pH a 8.8 con
6N HCl. Lleve el volumen a 100 ml y ajuste nuevamente el pH a 8.8 con

6N HCI1. ,

b) Solucién de acrilamida
Poliacrilamida con pureza de 99.97 22.2 grms.
BIS 0.6 grms.
Disuelva en suficiente agua destilada y filtre. Ajuste el volumen del filtrado

a 100 ml, utilice agua destilada para este propbsito.
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c)

d)

e)

£)

g)

h}

Ty

Buffer de gel concentrador (Opcional)

Tris 0.5 M pH 6.8

Disuelva 6.0 grms, de Tris en agua destilada y ajuste el pH a 6.8 utilizando
6N HC1. Posteriormente lleve el volumen a 100 ml y vuelva a ajustar el
pH a 6.8 con 6N HC].

Solucibn de persulfato de amonio (10%)
La solucidén debe prepararse justo antes de su utilizacidén para que esté

fresca. Disuelva (0.5 grms. de persulfato de amoniec en 5 ml de agua destilada.

TEMED
Esta solucién se afiade a la mezcla del gel, en forma no diluida.

SDS 10%, disuelva 10 grms. de sulfato dodecil sddico en agua y ajuste

el volumen final a 100 ml.

Buffer de electrodo

(0.025 M Tris, ©.192 M glicina (pH 8.3), (0.1 SDS).

Disuelva 3.03 grms. de Tris, 14.42 grms. de glicina y 1.0 grms. de SDS
en agua. Ajuste el pH a 8.3 con Tris o glicina y lleve el volumen final
a } litro. Para una sola corrida puede ser necesario utilizar 4 L. de

buffer. Si es posible, las soluciones se cambiarén cada 2-3 corridas.

Solucibn de coloracidn (0.25% de Azul de Coomassie)

Disuelva 2.5 grms. de Azul de Coomassie en 1 litro de la siguiente solucidn:
Metanol 5 partes

Agua 3 partes

Acido acético 1 parte
y filtro con papel Whatmann No. 1.

Solucidn de descoloracidn

Metanol: écido acético: agua (6:1:1.3)
Mezcle 300 ml de metanol, 530 ml de Acido acético y 650 ml de agua.
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Preparacion del Gel

Limpie las cajas de vidrio con la mezcla de alcohol: acetona (1:1 v/v) y
arme el casete del gel segiin las instrucciones que suministra el fabricante,
S5i es muy costoso comprar las unidades comerciales, en la seccidén de las
isoenzimas se describe una unidad féacil de ensamblar. Mezcle en un frasco

al vacio los reactivos en la siguiente secuencia y cantidades.

Diferentes concentraciones del Gel

Ingredientes 10% 1272 147 15%
Agua 29 20 11 6.5
Buffer de gel separador (a) 25 25 25 25
Solucidn de acrilamida (b} 45 54 63 67.5
Desgasifique
Solucibn SDS {f) 1 1 1 1
Persulfato de amonio (d) ‘1 i 1 1
TEMED (2) a0 ul 28 ul 27 ul 26 ul

Después de desgasificar la solucibn y de mezclar bien el resto de los

ingredientes, transvase la solucidn del gel mediante el uso de una pipeta
de bulbo o de una jeringa sin pistdén., Deje espacio en la parte superior para
el gel concentrador. Después de verter la mezcla, cologue con cuidade una
capa de 1-2 ml de agua destilada encima de la solucidn del gel. Aseglrese
de evitar la mezcla del agua y la solucidn del gel. El gel deberad polimerizarse
dentro de un periodo de 10-20 minutos; si se polimeriza antes, reduzea la
cantidad del TEMED; si se polimeriza después, aumente la concentracidn del
TEMED. Después de que ocurrs la polimerizacidén del gel, retire el exceso
de agua por medio del drenado de las cajas y seque las superficies de vidrio

con papel filtro. Ahora ya esté listo el gel separador para el gel concentrador.
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Prepare el gel concentrador mezclando los siguientes productos:

Agua 18.2 ml
Buffer del gel concentrador 7.5 ml
Solucidn de acrilamida 4,0 ml
Desgasifique

Soclucidn SDS 0.3 ml
Persulfatce de amonio 0.3 nl
TEMED 15 ml

Inserte el aparato formador de renuras (pein€) entre las cajas de vidrio
y vierta la mezcla anterior. Después de lograr la polimerizacibn del gel,
retire el peine y lave los recipientes con la solucibén buffer apropiada,
utilizandoe una jeringa. Coloque el gel en el aparato. Vierta los buffers

en las camaras superior e inferior de la unidad de electroforesis.

Electroforesis

Vierta las muestras en las ranuras {alvéolos), a través del buffer

cuidadosamente y aplique el siguiente voltaje:

50 voltios - 15 minutos
100 voltios
150 voltios ~ 30 minutos

30 minutos

t

200 voltios - 30 minutos

250 voltios — en paralélo

1

La temperatura debera ser moderada dependiendo de la metodologia.

Para el gel SDS, se recomienda una temperatura de 15°C. Después que el frente
haya llegado a la base del gel, se retira el casete y se separan las cajas
de vidrio. En la esquina se hace un corte para indicar la posicibén de la

primera muestra.
Coloracidn

Transvase el gel a una caja llana de pléstico, un poco més grande que el
gel. Vierta una cantidad suficiente de la solucién colorante (h) y cologue

la bandeja en un agitador mecanico (tipo orbital). Deje que el gel se colore
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durante la noche. Luego, remueva el exceso de colorante utilizando la solucidn

de descolorizacidn (i). Descolore hasta gque el fondo sea transparente.

Fotografia

En este momento se puede fotografiar el gel, colocando una luz desde la parte

inferior, Después de la fotografia, los gels se pueden secar o conservar

en bolsas de plastico selladas.

Coloracidén de Plata para Proteinas (Se utiliza con los gels SDS)

Reactivos:

I.

II.

111,

IV.

vI.

Fi jador
12.5% de Acide tricloroacético y 7.5% de Acido sulfesalicilico

Solucién de limpieza
Mezcle 10% de etanol con 5% de 4cido acético 1:1 (v/v) para que la
concentracibén final de etanol en esta solucibn, sea de S5Z y de 2.5% para

el Acide acético.

Oxidante
Disuelva 1.0 grms. de dicromato de potasio en agua, afiada 0.2 ml de &cide

nitrico concentrade y lleve el volumen final a 1 litro.

Soiucitn de nitrato de plata
Disuelva 1.02 grms. de nitrato de plata en 500 ml de agua destilada.

. Revelador

Disuelva 14.8 grms. de carbonato de sodio en 500 ml de agua. Afada 0.25

de la férmula comercial justo antes de su utilizacidn.

Solucién de finalizacién

1%Z de Acido acético.



s e Rl

Procedimiento:

Fije el gel en la solucién I durante 20 minutos. Se prefiere utilizar
30 minutos, 2 veces, con fijador fresco. Si es necesario, el gel puede

permanecer en esta solucién durante 3 dias.

Drene -la solucién I y lave el gel 3 veces, en la solucién de lavado

ii.
(II). Cada lavado deberéd durar alrededor de 20 minutos.

iii. Remoje el gel en el oxidante (III) durante 10 minutos.

iv. Lave el gel en agua desionizada durante 10 minutos, de 2-3 veces,

v. Remoje en solucibén de nitrato de plata (IV) durante 15 minutos, en la

caja de iluminacién y luego 15 minutos sin luz.

vi. Enjuague ripidamente en agua desionizade durante 2 minutos. Repita el
procedimiento para otro lavado que no deberd durar més de 2 minutos.

vii. Enjuague répidamente con 100 ml del revelador (V)}, descartelo y ahada
un volumen fresco del revelador. Revele el gel en la caja de iluminacidn
hasta que se alcance la intensidad deseada.

viii. Pdre la reaccidn desechando el revelador y afiadiendo 100 ml de la solucidn
de finalizacidn (VI), durante 5 minuros.

ix. Lave con agua destilada hasta que obtenga un fondo adecuado.

Observaciones:

a. El enjuague con agua en el pasc iv deberd darle un gel transparente.
5i el gel todavia permanece amarillo, repita el lavado.

b. Utilice guantes porque si maneja el gel sin guantes puede dejar huellas
que no desaparecerén.

¢. El oxidante debe estar a temperatura ambiente.

d. Se prefiere utilizar la agitacién continua del gel.

e. El métode depende de la caja de iluminacién. Esta caja deberd tener

suficiente luz blanca.
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ELECTROFORESIS DE GEL. DE POLIACRILAMIDA (PAGE) ACIDO.

Este es otro sistema en el que el medio de soporte y losz buffers son aciddgenos.
‘La posicién de los electrodos en este sistema es a la inversa de la basica,
es decir los positivos estadn cerca al origen y los negativos en la base.
Los componentes protéicos se desplazan segin su peso molecular y la carga

eléctrica.
Reactivos

1. Solucidn de extraccién
Diferentes soluciones de extraccidén pueden utilizarse para extraer las
proteinas. Estas scluciones de extraccién aparecen en una lista anterior,
bajo el titulo "Buffers/Soluciones de Extraccién". Las soluciones

recomendadas para la PAGE &cido son: 1,2,3,4,5,6 v 14.

2. Colorante de extractc de dilucidn
La solucidén buffer (4) que contiene 40%Z de sucrosa y 0.5% de verde de

metilo.

3. Solucidn buffer
Lactato de aluminio pH 3.1
Disuelva 2.5 grms de lactato de aluminio, (Fluka Chemical Corporation
25 Oser Ave., Hanppange, N.Y. 11787, U.S5.4), en unos 950 ml de agua
destilada. Ajuste el pH a 3.1 con A&cido léctico (concentracién normal)

y enrase a 1 Lt. con agua desionizada.

4, Solucidn de gel

S5i se requiere una concentracidn del 10%, disuelva 10 grms. de poliacrilamida,

0.5 grms. de N, N, metileno-bis-acrilamida, 0.1%2 de A&cido L-ascérbico
y 0.0015% de heptahidrato de sulfato ferrosc. La solucién deberi prepararse

fresca antes de su utilizacidn.

5. Selucibdn catalizadora

Soluciédn al 3% de perdxido de hidrdgeno.
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6. Solucidén de colorante azul
Disuelva 1 grm. de azul brillante de Coomassie R-250 en etancl acunoso

al 95Z.

7. Colorante de gel
Disuelva 8 ml de la solucién (6) en 200 ml de solucién de descoloracién

{(No. 8). la solucibn deberd estar recién preparada y luego deberd filtrarse.

8. Solucién de descoloracidn

Acido tricloroacético acuosc al 12% (TCA).

Instrumentos

Aparatos especialmente disefiados se requieren para la preparacibén del gel

ya que la polimerizacién en este sistema es muy répida (1-2 minutos). Las

unidades disponibles en el comercio pueden no ser las adecuadas para este
tipe de gel. Los detalles de este aparatc aparecen esbozados en el diagrama
1. (Bushuk, W., y Zillman R.R. 1973).

Preparacién de las muestras

Las muestras se extraen mediante el uso de uno de los buffers descritos

anteriormente. Las muestras pueden incubarge a 37-38°C durante un minimo
de 2 horas. La lechada se centrifuga a 10.000 rpm durante 20 minutos. E1 §
sobrenadante transparente se mezcla, en una proporcién 1:1 (v/v), con el :

colorante de extracto de dilucidn (sol. 2) antes de verterlo en las ranuras

{alvéolos).

£
H
3
I
§

Preparacidn del gel

Antes de la preparacién del gel es necesario hacer todas las conexiones para
la circulacidn de agua de la base de la chmara de enfriamiento hasta la parte
superior. Para la polimerizacion del gel se afiade 0.5 ml del catalizador
{solucidén No. 5), a 100 ml de la solucidn del gel (solucién No. 4). Generalmente, é

se enfria la solucidén del gel a 4°C, antes de su utilizacién. Fl contenido

se agita cuidadosamente y se vierte rapidamente a la cémara inferior del
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buffer. El aparato que se mantiene en posicidén vertical o en un Angulo de
45%, se baja cuidadosamente a la posicibn horizontal. El aparato formador de

ranuras deberd haberse insertado antes de verter la solucién de gel.

Cuando se ha terminado la polimerizacidn, se extrae cuidadosamente el aparato
formador de ranuras. Los electrodos se insertan en su posicidn: el rojo
(positive) en la parte superior y el negro {(negativc) en la parte superior.

Las clmaras superior e inferior se llenan con el buffer {solucién No 3).

Aplicacidén de las Muestras

Las 11 muestras que se prepararon segin lo descrito, se vierten en los alvéolos
en alicuotas de 5-10 ul, dependiendo de la concentracidn de las proteinas
en el extracto. Después de aplicar las muestras, se conectan los electrodos
a los terminales del suministro eléctrico y se enciende la corriente. Los
diferentes extractos requieren diferentes ajustes de la corriente, que tienen
que determinarse individualmente. Por ejemplo, se requiere una corriente
de 40Am para las muestras de trigo, de 30 mA para las muestras de frijol

y de 15mA para las muestras de leguminosas de pasturas.

Al terminar el procedimiento, se apaga el suministre de energia, se desconectan
los electrodos, se desconecta el suministro de agua y me separan las dos
partes del aparato. El gel que se encuentra entre las dos partes del aparato,

se¢ pasa a una bandeja llana de plastico y se afade 200 nl de la solucién

colorante (No. 7).

Durante la noche, se deja que el gel flote en el colorante y luego se descolora

con una solucidn al 12% de TCA hasta que el fondo esté relativamente transparente.

Fotografia y Almacenamiento

Las fotografias se toman de la manera usual, aplicando iluminacién desde

la parte inferior. Si se require, los gels se almacenan en bolsas de plastico

selladas.
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Equipo

Las figuras 9 & 13 presentan las técnicas para el ensamblaje del aparato

vertical para PAGE acida y las unidades de refrigeraciém.

La electroforesis de proteinas tiene la ventaja de que es wés sencilla, en
comparacidn con los estudios isoenziméticos que se caracterizan por la utilizacidn
de varios sistemas de buffers y un niimero de colorantes. Ademas, las bandas
protéicas, a diferencia de las isoenzimiticas pueden no estar influidas por
los aparatos utilizados en los procedimientos de extraccidn y por el estado

fisioldgico de los materiales.

EVALUACTON DE 1OS PATRONES ELECTROFORETICOS

Hay por lo menos dos formas para evaluar los patrones obtenidos después de

procesar muestras por medio de la electroforesis.

1. Coumparacidn con muestras de identidad conocida

A la distancia desde el origen (filo interior de 1a ranura de la muestra)
hasta la parte media de la banda de referencie (mas o menos se ubica en la
mitad del gel) se le asigna arbitrariamente una mobilidad relativa de 350.
Esta distancia debe ser la misma (+ 1 mm) en cada uno de los electroforegramas
de referencia. Las muestras de referencia se corren usuvalmente a los lados
{(izquierdo y derecho) de las muestras desconocidas. Las muestras de referencia
se seleccionan después de examinar un nimero grande de electroforegramas.
En cada electroforegrama, la distancia desde el origen al centro de la banda
es la distancia de migracién de esa banda en particular. La distancia de
migracién de una banda especifica (DMX) dividida por la distancia de migracidm
de la banda de referencia (DMR) en el mismo gel, y multiplicada por 50 resulta

en la mobilidad relativa (MR) de la banda (Fip. 14).

MR= DMX X 50
DMR

De esta manera, las mobilidades relativas de todas las bandas en cada patrdn
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electroforético son calculadas y registradas.

2. Medicibén de la inteasidad de las bhandas

La intensidad de las bandas puede también ser registrada al lado de su mobilidad
relativa, Este registro puede depender en la observacién visual o puede usarse
un densitémetro para determinar la intensidad relativa de las bandas. Si
la intensidad se va & registrar visualmente, puede usarse una escala de 1-
5 para representar el rango de intensidades, siendo 5 las bandas més intensa-
mente coloreadas y 1 las bandas menos intensas. Se puede hacer una "referencia
de intensidades" usando las diferentes bandas obtenidas de fotografias tomadas

a electroforegramas.

La informacidn sobre mobilidad relativa e intensidad puede ser computarizada.
Las muestras desconocidas pueden ser comparadas automaticamente con la informacién

que ya estd almacenada en forma computarizada.

PRECAUCIONES

La mayorias de los reactivos son cancerdgenos. La poliacrilamida es% un neuro-
téxico. Las personas que usan estos productos deben evitar el contacto colocandose

guantes y mascaras para su proteccidn.
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APENDICE

Materiales v Equipe de Laboratorio
mis importante para Electroforesis

Tratamiento de la Muestra:

Papel lija

Bisturi o cuchilla de afeitar
Cajas de petri

Papel de filtro Whatman No. 1
Papel de germinacidn (Kimpak)

Incubadora para germinacidn.

Hoffiogenizacién de Muestras:

Morteros de porcelana

Homogenizador

Pipetas graduadas de 1,5 y 10 ml.
Centrifuga refrigerada

Tubos Pirex de 15 ml. para centrifuga.
Gradilla para tubos de centrifuga.
Tubos de ensayo de 10, 15 y 20 ml.
Gradillas para tubos

Otros:

Espatulas pequefias y grandes

Beakers de 50, 100, 250, 500, 1000 y 2000 mls.
Erlenmeyer de 125, 250, 500 v 100 ml.
Propipeta de caucho. (Dispensador).

Goteros de caucho.

Pipetas de Pasteur

Papel parafilm

Hielera

Bandeija grande.




Almacenamiento de las Muestras:

Viales de 5 y 10 ml.

Nevera con congelador.,

Preparacidn del Gel:

a)

b)

Gel de Almiddn:

Mechero Bunsen

Guantes de Asbesto

Erlenmeyer para vacio de 500 ml.
Tapones de caucho medianos y grandes .
Vidrios de 22x22 cms.

Reglas de Plexiglas de 18x2x0,6 cwms.
Reglag de Plexiglas de 16x2x0Q,6 cms.
Cinta Tesa

Tijeras

Plastico para cubrir los geles (Saran Wrap)
Bomba de vacio de 30 Lbs. de presién.
Reglas de Plexiglas de:

16x02,%0,6 cms  (2)

16x0,2x0,3 cms  (2)

16x02,x0,15 cms (2)

Hilo de Nylon

Un cuchillo pequefio

Papel de filtroc Whatman No. 3

Una pinza pequefla

Cubetas para tincibén de 20x15x6 cms.

Gel de poliacrilamida:

Pipetas graduadas de 5 y 10 mls.

Beskers de 100, 250, 500, 1000 y 2000 ml.
Erlenmeyer para vaclo de 250 mls.

Tapdén de caucho mediano.

Bomba de vacio.

Probetas de 25, 100, 500 y 1000 mis.



Erlenmeyers de 125, 250, 500 y 1000 mls.
Microjeringa de 50 microlitros.
Jeringa de plastico desechable con aguja de:
10 y 20 ml.
Vidrios de 18,3 x 20 cms.
Vidrios de 16 x 20 cms.
Regla graduada
marcador
Celda de electroforesis (Vertical u horizontal)
a) Comercial: Bio-Rad (Protean 11)
LKBE (LKB-2001)
Farmacia (GE--2/4 18).

b) Hecha en casa: Construida con Plexiglas

Corrida de la Electroforesis:

- Fuente de poder de 500 voltios/200 mA.
Bio-Rad modelo 500.

~ Fuente de poder de 3000 voltios/150 mA.
Pharmacia ECPS 3000/150.

Celda vertical de electroforesis:
Bio-Rad (Protean II)
Bio-Rad (Modele 220)
1KB (LKB 2001)
Farmacia {GE-2/4 LS)
Celda vertical de eletroforesis para geles &cidos hecha de Plexiglas.

Celda horizontal de electroforesis
(Pharmacia FBE 3000)
Flectrodos de platino.

Conexiones eléctricas.

Circulador de agua a temperatura constante.

Mangueras de platico.

N




Tincidén de los 3g;es para proteinas totales vy

para Isoenzimas.:

Cubetas de plastico de 20x15x6 cms.

Cubetas de acero inoxidable de 20x15x6 cms.
Incubadora.

Guantes desechables.

Agitador magnético.

Magnetos pequefios, medianos y grandes.
Agitador rotatoric de cubetas.

Caja con luz fluorescente.

Preparacidn de soluciones:

Balanza analitica.

Pesa sales de plastico pequefics y mediancs
Peachimetro

Buffer standard para peachimetro

de pH 4.0 y pH. 7.0.

Agitador magnético

Magnetos: pequefios, medianos y grandes.

Frascos para almacenar las soluciones claros y oscuros de:
50, 100, 250, 500 y 1000 mi.

Fipetas graduadas de: 1, 5 y 10 ml.
Pipeta Pasteur.

Gotero de plastico

Propipeta (Dispensador).

Espatula pequefias, mediana y grande.

Beakers de 50, 100, 250, 500 y 1000 ml.
Erlenmeyers de 125, 250, 500 y 1000 ml.
Frasco lavador de pléstico.

Recipiente para agua destilada de 10 Lts.



Fotografia:

Camara Pentax de 35 mm.
Film Kodak blanco y negro (35 mm.).

Caja con luz fluorescente.
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