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Manejo da micropipeta (http://wwwihcreorg/education/hutchlab/lessons/use htm)

1 - Seleccione a micropipeta 2 - Ajuste para o volume 3 - Ajuste uma pontaa
correcta para o volume a pipetar desejado micropipeta sem tocar na
ponta

i . 5 - Coloque a 6 - Liberte o émbolo
4 - Pressione o émbolo extremidade da ponta lentamente
até ao primeiro STOP dentro do liquido

7 - Coloque a ponta préxima 8 - Pressione o &mbolo até ao 9 - Retire a pontado tubo e
do fundo do novo tubo segundo e Ultimo STOP depois liberte a pressdo no
&mbolo
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Micropipettor: Reading the Volume
p 1000 p 200 p 20

1000x — {0 100x —»JO]
100x —» 10x —>
10x — X —>
Volume set: 220 ul Volume set: 22 ul Volume set: 2.2 ul

BOX 1
AVOID DAMAGING MICROPIPETTORS
Never drop a micropipettor.

Never rotate the volume adjuster of an adjustable micropipettor beyond the upper or lower range of
the instrument.

Never pass a micropipettor through a flame.

Never use a micropipettor without a tip thus allowing liquid to contaminate the shaft assembly.

Never lay a filled micropipettor on its side thus allowing liquid to contaminate the shaft assembly.
Never immerse the barrel of a micropipettor in liquid, only immerse the tip.

Never allow the plunger to snap up when liquid is being aspirated.

Store micropipettors set to their highest volume. This releases pressure on the springinside the micropipettor.

Practice

In the boxes below, write how many pls the following digital readout correspond to in each of

the pipetters?
o [ ]

/ <+—— Write volume in pl
P200 }
Digital Readout l:l /
oo [

Which micropipettor would be appropriate to measure 250u1? Fill in the numbers
that should appear in the digital display if that pipettor were to measure 250u1.

-

[ ]
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Brometo de etidio

A utilizagdo de brometo de etidio é um modo mais répido e sensivel para vizualizar o DNA. Contudo, é um agente
mutagénico e possivelmente carcinogénico.

Normalmente faz-se uma solugdo "stock” de brometo de etidio na concentragdo de 10 mg/ml em &gua destilada, que é
guardada a 4°C ao abrigo da luz. O brometo de etidio pode ser adicionado & agarose liquefeita, apds arrefecimento desta a

cercade 50°C, na concentragdo final no gel de 1ug/ml.

Devem ser sempre usadas luvas descartéveis ao manipular solugées contendo brometo de etidio.

Particularmente delicada é a preparacdo da solucdo "stock” a partir do pé pelo que deve ser usada méscara e luvas de nitrilo.

Preferencialmente, esta solugdo pode ser adquirida, j&4 na concentragdo desejada.

A fluorescéncia do complexo brometo de etidio-DNA ¢ mais elevada com radiagdo UV de 254 nm e menor a 366
nm. A maioria da fontes comerciais de UV emite a 302 nm, o que apesar de produzir uma fluorescéncia menor, conduz a
menores danos no DNA do que a radiagdo de menor comprimento de onda (254 nm).

Com fontes de ultravioleta eficientes e filme apropriado podem ser visualizadas bandas contendo 10ng de DNA, com
exposicdes de poucos segundos. Com fontes de UV mais fortes e longos tempos de exposi¢do pode ser registada em

filme a fluorescéncia emitida por 1 ng DNA.

ATENGAO: Aradiagdo UV é perigosa, sobretudo paraos olhos. Usar éculos ou méscara protectora.

Descontaminagdo do gel e da solugdo com brometo de etidio: i) se necessario, adicionar dgua para reduzir a concentragéo
de brometo de etidio; ii) adicionar 1 volume de 0,05 M KMnO4 (irritante e explosivo) e misturar cuidadosamente; iii)
adicionar 1 volume de 0,25 N HCl e misturar cuidadosamente; iv) deixar repousar & temperatura ambiente, durante vérias
horas; v) adicionar 1 volume de 0,25 N NaOH e misturar cuidadosamente; vi) O gel e as solugdes podem ser deitados fora

normalmente.

Manuteng¢do do DNA

O DNA purificado é dissolvido em 4gua estéril ou tampao TE' e geralmente guardado no frigorifico, a 4°C. O DNA pode ser
mantido por longos periodos de tempo no congelador (-20°C), contudo, se esté a ser utilizado com frequéncia, é preferivel
ndo o congelar, pois durante o processo de congelar/descongelar repetidas vezes, formam-se cristais de gelo que podem
causar rupturas na molécula de DNA. Os danos causados pelo frio sdo criticos para o DNA plasmidico pois plasmidio com

"nicks"ou linearizado apresenta uma eficiéncia de transformagdo mais baixa do que o plasmidio enrolado "supercoiled".

iTampéo Tris/EDTA (TE): 10mM Tris pH 8,0, 1 mM EDTA



da Biologia Molecular & Biologia Sintética | Curso de Formagdo Pés-Graduada [ 2011

ETHIDIUM
BROMIDE
MOLECULE

Intercalation of Ethidium Bromide into DNA Helix

Handling and Decontamination of Ethidium Bromide

I. Always wear disposable gloves when working with ethidium bromide
solutions or stained gels,

2. Limit the use of ethidium bromide to a restricted sink area.

3. Following gel staining. use a funnel to decant as much as possible of the
ethidium bromide solution into a storage container for reuse or deconta-
mination and disposal,

4. Disable stained gels and used staining solution, according to accepted lab-
oratory procedure. The method given below is adapted from Quillardet
and Hofnung (1988),

a. If necessary, add water to reduce the concentration of ethidium bro-

mide to less than 0.5 mg/ml.

. Add | volume of 0.05 M KMnO,, and mix carefully.

- Add | volume of 0.25 N HCI, and mix carefully.
Let the solution stand at room temperature for several hours,

. Add | volume of 0.25 N NaOH, and mix carefulfy.

- Discard the disabled solution down a sink drain. Drain disabled gels,
and discard them in the regular trash.

Caution: KMnQ, is an irritant, and it is explosive. Solutions containing

KMnQ, should be handled in a chemical hood.

5. One previous method of treating ethidium bromide with bleach solution was
deemed inadequate and has been abandoned,

-~ 0 an o

Bibliografia: DNA Restriction Analysis Kit - Instructor’s Manual (1990). Carolina Biological Supply Company, USA.



da Biologia Molecular & Biologia Sintética | Curso de Formagdo Pés-Graduada [ 2011

ANALISE DE DNA CORTADO COM ENZIMAS DE RESTRICAO

Usar sempre material e solugdes esterilizadas

Neste trabalho, o DNA de bacteriéfago Lambda (48502 pares de bases - bp = 48,5 kb) e o DNA de uma cianobactéria
(Nostoc sp. PCC 7120 - 7,2 Mb) serdo cortados com enzimas de restricdo e os fragmentos resultantes separados por
electroforese em gel de agarose. Duas amostras de DNA s&o incubadas a 370C, cada uma delas com uma das seguintes
endonucleases de restricdo: EcoRl ou Hindlll. Uma terceira amostra, que constitui o controlo negativo, é incubada sem
endonuclease.

As amostras de DNA s3o carregadas em pogos de um gel de agarose e submetidas a electroforese. Um campo eléctrico é
aplicado através do gel conduzindo a uma migracdo dos diferentes fragmentos do DNA da amostra em direc¢io ao polo
positivo (a pH alcalino). As moléculas de DNA mais pequenas migram mais rapidamente do que as de maiores dimensdes, e
assim os fragmentos de diferentes tamanhos ficam separados em bandas diferentes durante a electroforese. Para um
determinado DNA, o nimero e o padrdo das bandas produzidas por cada enzima de restricdo sdo caracteristicos e

constituem um “DNA fingerprint”. Os padrées de restricdo tornam-se visiveis por coloragdo com um composto que se liga a
molécula de DNA.

A. Reaccdes de restricdo

Notas: As DNases sdo abundantes, nomeadamente nas mdos. Usar sé material esterelizado e néo tocar com as mdos nas

pontas das pipetas e nas tampas e interior dos tubos “Eppendorf”.

Ao pipetar olhar sempre para a ponta da pipeta para verificar se entrou liquido. Pegar no tubo “Eppendorf” com a méo e

colocar o liquido no fundo.

E necessdrio ter o mdximo de cuidado com as enzimas de restricdo para néo desnaturarem: devem ser retiradas do

frigorifico para um recipiente com gelo sé no momemto da utilizagéo.

1- Preparar seis tubos “Eppendorf” (1,5 mL) de acordo com a seguinte tabela:

Tubo DNA* Tampao 10x Hindlll EcoRl H,O

lambdaH 2 uL 1uL 1uL 6uL

lambdaE 2 uL 1uL 1uL 6uL

Controlo lambda 2 uL 1L 7 uL
*lug

2- Misturar os reagentes batendo suavemente na extremidade do tubo. Se necessario, centrifugar para evitar que fique

liquido nas paredes.

3- Incubar todos os tubos de reac¢do por um periodo minimo de 1h a 370C.
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HindIll
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B. Montagem do gel

1- Fechar as extremidades do suporte do gel e inserir o pente para definir os pocos.

2- Preparar 50 mL agarose 1,0 % (p/v) em tamp&o TAE (40 mM TRIS-Acetato, 2 mM EDTA, pH=8,3) num matraz de 200 mL;
dissolver a agarose em forno micro-ondas ou em banho de agua a ferver; depois de arrefecer para cerca de 500C, adicionar
3 uL de uma solugdo de brometo de etidio 10 mg/mL em &gua. Atenco: o brometo de etidio é mutagénico, usar luvas.

3- Verter a agarose no suporte do gel e deixar solidificar. Cuidado, a agarose muito quente deforma o suporte do gel.

4- Abrir as extremidades do suporte do gel, retirar o pente. Ateng&o: pogos do lado do cdtodo.

5- Encher a tina com tampao TAE até cobrir a superficie do gel. Verificar se os pogos estdo preenchidos com tampao.

Gelbox apparatus

1.5 grams
of agarose.

Five minutes
in the microwave.

Negative electrode

Sliding gel-
mold plates.

Buffer resevoir

Place the comb so
fits firmly on the gel-
Firat ralse the box. Be sure to leave
gel mold plates, a space between the
’ moldplate and the bo“otk
of the comb.

Fatas are fNlled

T In for clarty.
Four molten agaroae
In around the edges 3 P he T
to nx the plates In our the !?E

lace agarose mixture
P ’ into the gelbox.
Well C ift Viertic 4
2 remover cuidadosamente o pente, puxando-o na vertical
e +
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C. Carregar o gel

1- Adicionar 1 ulL do tamp&o da amostra (50% glicerol, 0,1% de azul de bromofenol, EDTA 100 mM) a cada tubo. Preparar

um tubo com 1-2 ul de DNA extraido de folhas, 4gua até 10 ul e 1 ulL do tamp&o da amostra. Deixar ficar as pontas usadas

nos tubos.

2- Pipetar o conteldo total de cada tubo de reac¢io para um poco do gel, usando a mesma ponta.

- estabilizar a pipeta sobre o pogo com ambas as méos

- expelir o ar da ponta antes de carregar o gel

- orientar verticalmente a ponta com a amostra com o centro do pogo e submergi-la ligeiramente no tampao

- mergulhar a ponta da pipeta um pouco abaixo da superficie do liquido (n&o é necessério introduzir a ponta dentro do
poco), posiciond-la na direccdo do pogo e expelir a amostra muito lentamente, que caird directamente no poco devido &

maior densidade do tamp&o de amostra

Cuidado para néo furar o gel com a ponta da pipeta.

Vg, se-aad

Correct Incorrect Incorrect

D. Electroforese

1- Fechar a cAmara de electroforese e ligar os cabos eléctricos a uma fonte de alimentacdo eléctrica de modo a que o
catodo da cimara fique ligado ao citodo da fonte (preto - preto), assim como o 4nodo (vermelho - vermelho). Verificar se

os pocos com DNA estdo do lado do cétodo (polo negativo).
2- Ligar a fonte de alimentacio e regular a voltagem para 70 V. Verificar a formacio de pequenas bolhas gasosas nos

eléctrodos da cAmara. Passados alguns instantes de corrida, deve ver-se o corante azul deslocar-se no gel em direccéo ao

polo positivo. O azul de bromofenol desloca-se & mesma velocidade de um fragmento de DNA de aproximadamente 300

bp.

3- Deixar de correr a electroforese até o azul de bromofenol se encontrar a meio do gel.

4- Desligar a fonte de alimentacao, desligar os cabos de ligagdo e remover a tampa da cAmara de electroforese.

5- Cuidadosamente, e usando luvas, retirar o gel com o respectivo suporte da cAmara de electroforese.
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6- Examinar o gel com iluminagdo UV e registar o padrdo de bandas em fotografia ou desenhando numa folha de acetato
sobreposta ao gel. Neste caso, ndo esquecer de marcar a posicio dos pogos. Atencdo: proteger os olhos da radiagdo UV

por meio de culos adequados.

[ | [ =]

= + - +

E. Resultados e Discussdo

1- Os fragmentos lineares de DNA migram a velocidades inversamente proporcionais ao log,o das suas massas moleculares.

Para simplificar, substitui-se a massa molecular dos fragmentos pelo seu tamanho em pares de bases(bp).

2- Na tabela seguinte estfo os tamanhos de fragmentos de DNA de Lambda originados por digestdo com Hindlll:

Hindlll EcoRl
Distancia (mm) bp real Distancia (mm) bp calculado bp real
23130
9416
6682
4361
2322
2027
*564
*125

* estas bandas podem néo ser visiveis

3- Medir a distdncia, em mm, desde o bordo do poco a cada uma das bandas e registar na tabela.

4- Fazer corresponder a distdncia a cada banda ao tamanho do respectivo fragmento.

5- Usando papel semi-logaritmico, marcar a distancia migrada no eixo dos xx e o logaritmo de kb no eixo dos yy, para cada

fragmento de Hindlll. Unir os pontos.

6- Usar a curva obtida para determinar o tamanho, em kb dos fragmentos obtidos com a EcoRl, a partir das distancias

migradas.

7- Registar o valor obtido na tabela, na coluna correspondente a “bp calculado”. Comparar com os valores reais.
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DNA ot
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13 Migration vs. log size of: size - Hindlll Size Standards
s ® )\ -Hindlil fragments = 1
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3 O DNA of unknown size ¢ "ag'men(/d|lsu?cs
size 'migrate
73
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x 10 | |
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Distance (mm) migrated from well
ire 6.4. Plot of logio DNA fragment size (kb)
listance migrated during agarose gel electrophor-
(data from figure 6.3). Shown is a standard curvc
-HindIlI fragments and the determination of the
of an unknown fragment.

EcoRl Hindill No. enz.

Imagem do gel obtido apés electroforese
de produtos de restricdo do DNA de fago
Lambda cortado com EcoRl, Hind Ill e do
DNA n3o cortado

Compare o nimero de bandas visiveis no
gel com o ndimero de bandas esperadas a

partir do mapa de restri¢do da pag. 7.

Justifique as diferencas
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By Estimating concentrations of DNA templates using Lambda DNA Hindlll digest solution as a standard:
— 9416 Total size of Lambda DNA: 48502 bp.
Concentration: 200ng/ul
- 6557 Load on gel 10ul = 2000ng, 5ul = 1000ng, 2.5ul = 500ng
— 4,361
- 2,322
- 2p27
Band # ‘bp % of total size  |Load 2ug=_ngof DNA Load 1ug=_ngof DNA Load 0.5ug=_ng of DNA
|1 ‘23,130 ‘47.69% ‘954ng ‘477ng ‘238.5ng
|2 9,416 ‘19.41% ‘388ng ‘194ng ‘97ng
|3 6,557 ‘13.52% ‘270ng ‘135ng ‘67.5ng
|4 4,361 ‘8‘99% ‘180ng ‘QOng ‘45ng
|5 2,322 ‘4‘79% ‘96ng ‘48ng ‘24ng
|6 2,027 ‘4‘18% ‘84ng ‘42ng ‘21ng
|7 ‘564 ‘1‘16% ‘23ng ‘11.5ng ‘5‘75ng
|8 ‘125 ‘0‘26% ‘Sng ‘zsng ‘1‘25ng
|Tota| ‘48502 ‘100% ‘2000ng ‘1000ng ‘SOOng
Exercicio:

Partindo do facto que em condi¢des normais sé é bem visivel uma banda de DNA com 10 ng de massa (visualizada com
brometo de etidio/UV), qual serd amassa total de DNA de lambda cortado com Hind Ill a carregar no gel para que a banda

de 125 bp fosse visivel?
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Exercicio:

Na figura estdo representados os mapas de restricdo de um fragmento de DNA de 18 000 bp obtidos para a enzima de

restricdo A e para a enzima de restri¢do B respectivamente.

A A
Enzima A | [
3500 1000 13500
B B
Enzima B [ | |
2000 10000 6000

Faca os dois mapas de restricdo possiveis do fragmento de DNA de 18 kb cortado com as duas enzimas A e B.
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REACCAO EM CADEIA DA POLIMERASE

A reacgio em cadeia da polimerase (PCR do inglés polymerase chain reaction) permite a amplificacdo de uma porgao
especifica de DNA. Para poder efectuar esta reacgdo é necessério conhecer pequenas sequéncias nas extremidades do
fragmento a amplificar (sequéncia alvo). O conhecimento destas sequéncias permite sintetizar dois oligonucleétidos
complementares - iniciadores ou “primers”. Em cada ciclo, o DNA é desnaturado por aquecimento (94°C), seguidamente
ocorre o emparelhamento dos oligonucleétidos (ex. 50-600C) e, posteriormente, a duplicagdo do DNA ¢ catalisada por uma
DNA polimerase resistente ao calor e purificada a partir da bactéria Thermus aquaticus (Taq polimerase). Ciclos

consecutivos v3o permitir a amplificagdo da sequéncia alvo definida pelos 2 iniciadores.

PCR : Polymerase Chain Reaction
30 - 40 cycles of 3 steps :
1 1‘"" wm wm mw % ( Step 1 : denaturation
‘ ”¢ T L 1 minut 94 °C
\ (T

| (L UL L |J

L 3 Step 2 : annealing

5 WWTWWWHWWWWW
Mgy R
5
|5 y % 45 seconds 54 °C
5 .
E mTﬂ'ﬂm.mﬂTﬂ 3 A 3

forward and reverse
5 primers !!!

[T 3" Step 3 : extension

SRR RN A et AL AR AR
T T N TP oo (LT
- - | [

S - | N / .
-1 -1 Nl 2 minutes 72 °C
|

-
o - | N
> WWH]H””TH[*F ! - | l S only dNTP's
3 i m ] Ly UL 5

(Andy Vierstracte 1999)

Figura 1 - Esquema representativo de um ciclo de PCR.

Neste trabalho serd amplificado um fragmento de DNA (483 bp) do gene hupL da hidrogenase de assimilagdo (uptake

nat o

G I

hydrogenase) de Nostoc sp. PCC 7120 (ver Fig. 2)

Figura 2 - Esquema representativo do gene hupl e dos locais de emparelhamento oligonucleétidos iniciadores (primers) a

utilizar: H4F (a5, forward) e H6R (a3 ’, reverse).
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AMPLIFICACAO DE DNA POR PCR

Usar sempre material e solug8es esterilizadas

1- Diluir o DNA fornecido para uma concentragio de 5 ng/ulL em 4gua; manter o tubo em gelo.

2- Calcular os volumes a pipetar para um tubo de PCR e preencher a seguinte tabela:

Reagente Volume a pipetar [final]

H,O estéril

Tampao de PCR 10 X' 2 uL 1 x

dNTPs 2 mM 2 uL 0,2 mM

Oligonucleétido iniciadoras’ 1 uM 2 uL 0,1 uM

Oligonucleétido iniciadora 3’ 1 uM 2 uL 0,1 uM

DNA 0.1-10 ng
(cianobactérias)

Taq DNA Polimerase" 0,2 uL 0,01 U/uL

Volume final 20 uL

3- Preparar um tubo controlo substituindo o DNA por 4gua (controlo negativo).
4- Agitar e centrifugar brevemente para recolher o volume no fundo do tubos.

5- Colocar os tubos no termociclador e usar o programa seguinte:

Passo Temperatura Tempo No ciclos
Desnaturagao inicial 94 oC 2’

Desnaturagao 94 oC 30"
Emparelhamento 550C 30" 35
Extensao 720C 1’

Extens3o final 72 oC 5

Fim de reacgéo 60C 0

Separacdo electroforética dos produtos de PCR

Utilizar o gel de agarose preparado anteriormente aplicando 10 ul de produto de PCR (nZo esquecer de juntar tampao de

amostra).

Observagdes:

"Com MgCl, para obter uma concentragéo final de 1,5 mM na reacgso.
"A semelhanca das enzimas de restricdo, a Taq DNA Polimerase deverd ser adicionada em Ultimo lugar e sé dever4 sair do

congelador na altura da pipetagem, devendo ser mantida sempre em gelo.
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Seguran¢a no manuseamento de Escherichia coli

Escherichia coli faz parte da flora intestinal normal e raramente pode estar associada a situagdes de doenca grave em
individuos saudaveis. Contudo, devem ser tomadas precau¢des para a ndo ingestdo de E. coli particularmente as

transformadas com plasmidios.

As estirpes de E. coli geralmente utilizadas em clonagem de DNA s&o frequentemente derivadas da estirpe selvagem K-12
que ndo tem possibilidade de colonizar eficientemente o intestino humano, provavelmente devido a alteragdes genéticas

acumuladas durante décadas de culturain vitro.

O DNA plasmidico pode ser transferido de uma célula bacteriana a outra pelo processo de conjugagio. Esse transporte
requer uma proteina de mobilidade (codificada pelo gene plasmidico mob) e um local specifico no plasmidio (nic). A
proteina mob cria uma descontinuidade ("nick") no plasmidio, no local nic, e liga-se & cadeia interrompida, de modo a
conduzir o plasmidio através do canal de conjugacdo. A maior parte dos plasmidios utilizados mais recentemente ndo possui

o gene mob nem o local nic de modo que n&o podem ser mobilizados para transporte.

Cuidados no manuseamento de Escherichia coli

No inicio do trabalho, limpar a bancada com etanol 70% ou outro desinfectante adequado.
N&o colocar a ponta da pipeta muito perto da boca ou nariz para evitar inalar aerosséis.

Para evitar contaminagdes, voltar a esterilizar os espalhadores ou ansas depois de os utilizar e antes de os pousar na mesa.

Manter o material utilizado com as bactérias (tubos, pontas de pipeta) separado do restante material e desinfecté-lo
imediatamente: a) autoclavar a 1210 durante 15 minutos ou b) imergir em lixivia a 10% durante 15 minutos.

No final, lavar as m3os e limpar a bancada com etanol 70% ou outro desinfectante adequado.

Nota: embora existam iniUmeras estirpes de E. coli no ambiente, s6 um nimero muito reduzido é usado em laboratério.
Estas sdo derivadas de uma estirpe ancestral K-12 que n&o apresenta problemas de seguranca, dado que n&o se multiplica
fora do meio de cultura, particularmente no tubo digestivo. Quando cultivadas em meio nutritivo apresentam uma elevada

taxa de multiplicagdo, permitindo a obtencéo de resultados rapidamente.

Figura 3- Como fazer um espalhador a chama a partir de uma barra de vidro ou pipeta de Pasteur
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Sterile Spreading Techniques (steps 16 and 17)

Figura 4 - Inoculagdo de uma placa de meio de cultura sélido com uma cultura liquida de bactérias utilizando um

espalhador.
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12-24 hours
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Figura 5 - Inoculagdo de uma culturade E. coli.



1

da Biologia Molecular & Biologia Sintética | Curso de Formagdo Pés-Graduada [ 2011

A. Preparacdo de um riscado de E. coli

1- Perto da chama, inocular meio de cultura com agar (LB-agar), fazend
o um riscado de acordo com a figura apresentada, ndo esquecendo de flamejar a ansa antes de cada riscado.

2- |dentificar na base da caixa a data, o tipo de inéculo (ex: estirpe bacteriana), o grupo e a turma.

2
/"\4
ISOLATED
COLONIES
/
/ <, 2
== o

original inoculum

FLAME

N

FLAME B t

original inoculum picked up only once
COLONIES AFTER loop alides over top of agar medium taminant t treak li
INCUBATION loop flamed at beginning of new section contaminantsinatonisireakilines

3-5 crossovers from new section into previous . oo .
then streak only within that section well-isolated colonies in 3rd section

3- Incubar a caixa de Petri em posicdo invertida a 37 oC durante a noite

4- Vedar a caixa com parafilme e conservar a 4 oC em posigdo invertida até ser utilizada.

B. Preparacdo da cultura liquida de E. coli

1- Perto da chama seleccionar uma colénia isolada e recolhé-la com o auxilio de um objecto estéril (ansa, palito, ponta de

micropipeta...).

2- Mergulhar a colénia seleccionada em 10 mL de meio de cultura liquido (LB) e agitar de modo a provocar a dispers&o das

bactérias no meio.

3- Incubara 37 oC com agitagdo constante durante a noite

20
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Transformagdo de Escherichia coli

Transformag&o é aincorporacdo e expressdo de DNA externo nas células bacterianas. Embora algumas bactérias tenham
a capacidade de incorporar DNA a partir do meio, a maior parte ndo o consegue fazer. As células que tém esta capacidade
designam-se por células competentes; contudo a competéncia natural é um fendmeno raro. Assim, é necessério
desenvolver essa capacidade, ou seja, é necessério tornar as células competentes (ou mais competentes) para viabilizar a
introducdo de DNA.

Natransformagdo quimica cldssica as células bacterianas s&o tornadas competentes por incubagio numa solugao fria de
cloreto de célcio, seguida de um choque térmico de curta duragdo j& na presenca do DNA a incorporar. Embora o
mecanismo pelo qual as células se tornam competentes ainda n3o esteja totalmente esclarecido sabe-se que:

- o arrefecimento a 00C torna as membranas menos fluidas

- catides (ex. Ca®") neutralizam as cargas negativas quer dos fosfolipidos da membrana celular quer dos grupos fosfato do
DNA permitindo a aproximag&o do DNA a ser incorporado (ex. plasmidio)

- o choque térmico cria um desequilibrio térmico que provavelmente cria uma corrente responsavel pelo arrastamento do
DNA para o interior célula bacteriana

Apds estes passos colocam-se as células em meio nutritivo a 370C para recuperarem e comecarem a sintetizar proteinas.

Operdo ara

O operso da arabinose é constituido por trés genes designados por araA, araB e araD que codificam trés enzimas
envolvidas no catabolismo da arabinose, um aglicar que é uma fonte de carbono e energia para as bactérias. Estes genes s&o
transcritos a partir de um Unico promotor - Pgap. A transcricdo dos trés genes requer a presenca simultdnea da RNA
polimerase, da proteina AraC (codificada pelo gene araC) e da arabinose. Quando existe arabinose no meio a bactéria
internaliza este aglcar que vai interagir com a proteina AraC alterando a sua conformagio. A proteina AraC com a
conformagdo modificada pela arabinose liga-se ao DNA favorecendo a ligagdo da RNA polimerase ao promotor Pgap e

consequentemente a transcricdo dos genes.

21
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Transformag¢do com pGLO

The Arabinose Operon

araC araB l—{ araA l—l araD l—

Transformation
solution

plasmid DNA

fﬁx Water bath li'ffi? O [ @]

araC

Ice 42°C for 50 seconds Ice
RNA Pol

LB-Broth

araC

100 pl

=]

*PGLO *PGLO  "PGLO PGLO
LB/ame L8/amplas® {B/ame N LB
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Plasmidio pGLO

O plasmidio pGLO tem 5,4 kb e contem:

- uma origem de replicagdo - ori

- o gene GFP, que codifica a proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein)

- o gene bla, que codifica a B-lactamase, uma proteina que confere resisténcia ao antibiético ampicilina (marcador de

selecgdo)
- o gene araC, que codifica a proteina AraC

- o promotor Pgap

O sistema de regulagdo da expressido da GFP no pGLO é semelhante ao do oper&o arabinose, uma vez que estd sob o

controlo do promotor Pgap e da proteina AraC.

1 BspDI
SgrAl 5306 1 Clal
Afel 5223 5 Nsil
BsmB| 5099 237 BsaBl
Tth1111 5001 301 Afll

PfIF1 5001

AlwNI 4334

Dralll 3766

Ahdl 3418
Bsal 3351
Bgll 3209
Asel 3247
Fspl 3193
BsDI 3182
Pywul 3051 5371 base pairs
Secal 2940 Unique Sites

pGLO
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384 EcoRY

670 BssHII

706 Nl

914 PfiMI
1056 Sapl
1057 Earl

1074 Agel

1077 BstEll

1114 BsmFI

1345 Nhel

1510 Neol
1510 Styl
1513 Mscl
1620 Bsrl
1765 PaeR7|
1765 ¥hol

1965 BstBI
2063 EcoRl
2075 AcchS|
2075 Kpnl
2079 Smal
2079 Xmal
2090 ¥bal
2100 BspM|
2101 Sbfl
2108 Sphl
2285 PpuM|
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Andlise dos resultados da transformagéo de E. coli com pGLO

Observar se houve ou n&o crescimento das bactérias e o tipo de crescimento (em filme (pelicula) ou em coldnias), a cor das

bactérias na presenca de luz UV. Registar os resultados na tabela.

Tabela 1 -

pGLO +pGLO

LB

LB+ AMP

LB+ AMP + ARA

Observagdes:
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