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1. Ficha técnica

Contexto da actividade

Médulo Duracion Unidade didactica. Sesions Actividades Sesions
60 50
Exposicion de contidos 5
UD07. Clonacion de acidos 25 ;;acr:::&‘n;aclén HEhelie 10
MP1369 50 nucleicos
Bioloxia Molecular e Citoxenética Seleccién e identificacion de
clones recombinantes 10
Exposicion de contidos 5
UD10. Cultivos celulares 25
Cultivo de células bacterianas 20
Titulo da actividade
N° Titulo Descricion Duracion
Al Transformacion xenética bacteriana Transferencia do plasmido pGLO en E. coli.para a 50
obentcién da proteina transxénica GFP mediante
cromatografia, a partir de técnicas de sintese, extraccion e
purificacién.
Resultados de aprendizaxe do curriculo
Resultados de aprendizaxe do curriculo Completos
= RA2.. Realiza cultivos celulares e describe os pasos do procedemento Non
= RA4. Aplica as técnicas de extraccion de acidos nucleicos a mostras hioléxicas, e seleccionouse o tipo de técnica en
funcién da mostra que cumpra analizar
= RA7. Aplica as técnicas de extraccion de &cidos nucleicos a mostras bioldxicas, e seleccionouse o tipo de técnica en
funcién da mostra que cumpra analizar
Obxectivos didacticos e titulo e descricion da actividade
Obxectivos especificos Actividade Descricion basica Duracion
1 Rehidratar ampicilina, arabinosa, A0l | Transformacion xenética bacteriana | Obtecidn da proteina transxénica 50
bacterias e pldsmido pGLO. mediante cromatografia.
2 Preparar medio de cultivo (LB agar)
e plasmido.
3 Preparar as placas co medio de
cultivo e sementar colonias de E.
coli.
4 Preparar alicuotas de caldo LB.
5 Transformacion xenética
6 Extraccion e purificacién da proteina
transxénica mediante cromatografia
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Criterios de avaliacion

Criterios de avaliacion

= CA2.1 Caracterizéronse os métodos de cultivo celular que se aplican nos estudos citoxéneticos

= CA2.2 Seleccionaronse os tipos de medios e suplementos en funcién do cultivo que cumpra realizar

= CA2.3 Realizaronse os procedementos de posta en marcha, mantemento e seguimento do cultivo

= CA2.4 Determinouse o nimero e a viabilidade celular nos cultivos na propagacion do cultivo

= CA2.5 Toméronse as medidas para a eliminacién da contaminacion detectada

= CA2.6 Definironse os procedementos de conservacion das células

= CA2.7 Traballouse en condicidns de esterilidade

= CA3.3 Métodos de tinguidura e bandeado cromosémico. Patrdns de identificacion

= CA4.1 Definironse as caracteristicas estruturais e funcionais dos &cidos nucleicos e as stas propiedades fisicas

= CA4.2. Describiuse o proceso de replicacién do ADN

= CA7.1 Describiuse o proceso de clonacién de &cidos nucleicos

= CA7.2 Caracterizaronse os encimas de restricion, os vectores e as células hdspede utilizadas nas técnicas de clonacién
= CA7.3 Utilizaronse programas bioinforméaticos para obter informacion sobre o inserto que se queira clonar

= CA7.4 Detallouse a seleccion das células recombinantes

= CA7.9 Describironse as aplicaciéns dos procedementos de clonacion e secuenciacion no diagndstico clinico e na terapia xenética

Contidos

Contidos

= Determinacién de métodos de clonacién e secuenciacion do ADN
= Realizacién de cultivos celulares
= Aplicacién de técnicas de andlise cromosémica
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Actividades de ensino e aprendizaxe e de avaliacién, métodos, recursos e instrumentos de avaliacion

Qué e para qué Cémo Con qué Cémo e con qué se Duracion
valora (sesidns)
Actividade Profesorado Alumnado Resultados Recursos Instrumentos e
(titulo e descricidn) (en termos de tarefas) (tarefas) ou produtos procedementos de
avaliacion
Al. Transformacion xenética | = Tpl.1 Exposicién por parte do profesor dos Tal.1 Preparacién da area, equipos e Conseguiuse a = Presentacién multimedia. | = Ficha de seguemento 50

bacteriana

= Transferencia do plasmido
pGLO en E. colipara a
obentcion  da  proteina
transxénica GFP mediante
cromatografia, a partir de
técnicas de sintese,
extraccion e purificacion.

contidos e procedementos de interese para a
préctica.

Tp1.2 Guia e supervision do seguimento dos
protocolos a desenvolver para a consecucion
das précticas.

materiais de traballo.

Tal.2 Preparacion de medios de cultivo e
reactivos.

Tal.3 Rehidratacién, semente e incubado
das bacterias.

Tal.4 Transformacion xenética

Tal.5 Extraccién e purificacion da proteina
transxénica mediante cromatografia

extraccién e purificacion
da proteina transxénica
GFP mediante
cromatografia despois de
levar a cabo 0s
protocolos precisos para
a transformacion
xenética.

Rexistro dixital de
imaxes.

Apuntes proporcionados
polo profesor.

Equipos e materiais
propios do laboratorio de
bioloxia molecular.

das précticas.
Memoria das practicas
realizadas.

Proba escrita dos

contidos conceptuais
tratados na actividade.
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2. Transformacion xenética de E.coli con
plasmido pGLO (Al)

2.1 Introducidn

A transformacion xenética ocorre cando unha célula capta e expresa unha porcion nova de material
xenético (ADN). Esta nova informacién adoita proporcionar ao organismo unha nova caracteristica
que é identificable despois da transformacion. Transformacion xenética significa cambio causado por
xenes e implica a insercion dun ou madis xenes nun organismo co obxectivo de modificar as
caracteristicas do devandito organismo.

A transformacién xenética tsase en moitas areas da biotecnoloxia. En medicamento, as
enfermidades orixinarias por xenes defectuosos estan a empezarse a tratar con terapia xénica,
mediante a transformacion das células do paciente con copias do xene que carecen da anomalia que
produce a enfermidade.

Os xenes podense obter de ADN de humanos, animais, plantas ou microorganismos, e introducirse
en bacterias.

En condicions adecuadas, esas bacterias poden producir incluso insulina humana auténtica, a cal se
pode usar para tratar aos pacientes con diabetes.

2.2 Desenvolvemento da actividade

Nesta actividade seguiranse os pasos protocolizados para levar a cabo a transferencia do plasmido
pGLO en Escherichia coli. O resultado que se busca é a obtencion da proteina transxénica GFP
mediante cromatografia.

Para chegar a este resultado final realizaranse técnicas de sintese, de extraccion e de purificacion,
finalizando coa realizacién da cromatografia.

As tarefas a realizar por parte, tanto do profesorado como do alumnado, desenv6lvense nos puntos
seguintes.

A actividade distribiiese en dudas partes, a primeira referida a transformacién xenética e a seguinte a
extraccion e purificacion da proteina transxénica GFP mediante cromatografia:

Parte 1: inclie as tarefas Tal.1, Tal.2, Tal.3 e Ta.1.4

Parte 2: inclue a tarefa Tal.5

2.2.1 Tarefas do profesorado

= Tpl.1 Exposicion por parte do profesor dos contidos e procedementos de interese para a
practica.

O profesorado responsable encargase da presentacion dos contidos tedricos que van ser precisos
para a comprension e o desenvolvemento da actividade practica.
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= Tp1l.2 Guia e supervision do seguimento dos protocolos a desenvolver para a consecucion das

practicas.

O profesorado responsable encargarase de supervisar:

Os protocolos a seguir.

Emprego axeitado do material e dos equipos necesarios.
Rexistro mediante distintos instrumentos (taboas de rexistro, caderno do alumnado) dos
procesos, asi como da recollida das imaxes dos procedementos realizados utilizando

metodoloxia TIC.

2.2.2 Tarefas do alumnado

= Tal.l Preparacion da area, equipos e materiais de traballo.
O material e equipos precisos para a realizacion desta parte da actividade son os que se detallan a

continuacion:

Equipamiento de laboratorio requerido
- Camara de fluxo laminar ou chisqueiros de gas
- Estufa 32°C (para 6ptima expresion da GFP) e 37°C

- Bafio a 42°C (1-6 L)

- Microondas

- Centrifuga a 1500 rpm

- Incubador shaker (opcional)

- Vortex (opcional)

- Autoclave (opcional)

- Micropipetas e puntas (opcional)

Material de laboratorio necesario

- Frasco Erlenmeyer (1 L)

- Probeta graduada (500 mL)

- Bandexas para xeo picado (poliespan)
- Cronémetro de laboratorio

- Termometro de laboratorio

- Gradilla metalica para bafio

- Rotuladores indelebles

- Parafilm para sellar

Reactivos necesarios

- Auga destilada

- Xeo para picar

- Lixivia ao 10%

- Alcohol 70% (opcional)

Kit de transformacion pGLO de BioRad. Inclue:

Reactivos do kit

- Células bacterianas (E. coli cepa HB101 K12), liofilizadas.

- Plasmido pGLO, liofilizado.
- Ampicilina, liofilizada.
- L(+) arabinosa, liofilizada.

- Solucion de transformacion (50 mM CaCl2, pH 6,1), estéril.

- Medio nutritivo LB liquido, estéril.

- Medio nutritivo LB agar en polvo, estéril.
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Material do kit

- Pipetas Pasteur, estériles.

- Asas de sementar, estériles.

- Placas Petri (60 mm), estériles.

- Tubos de microcentrifuga (2 mL).

- Gradilla de espuma para microtubos
- Lanterna de luz ultravioleta

Imaxes recollidas nos anexos.
= Tal.2 Preparacion de medios de cultivo e reactivos.

Neste apartado da actividade 1évanse a cabo as seguintes tarefas: hidratacién, semente e incubado
das bacterias, seguindo o paso 1 detallado na taboa 1.

Paso | Objetivo [evitar contaminacion) Tiem pr.:.| Antelacién

.1. I Rehidratar ampicilina 2 min | 3=-7 d:;__
Rehidratar arabinosa 10 min 3-7 dias
Preparar placas LB agar: 1 hora 3-7 dias

] 16 [LB] 1aafamp-] & [LBf::mp,faraj_. e

2 Rehldratar bacteria £, colf . 5 min 24-36 horas

Rehidratar plasmido pGLO 2 min 24-36 horas |
. Sembrar para aislar colonias de E. coli . 15 min 2-4-3[-. horas :

3 Preparar puesto de trabajo 10 min | dia tra nsg::.r;-_
Preparar bano a 42%C 10 min dia transgen
Preparar alicuotas de caldo Ja | “10 |.'nin | dia transgen
Picar hielo 5 min dia transgen

Taboa 1

Procedemento:

1. Preparar ampicilina e arabinosa

A ampicilina esta envasada nun pequeno viario e deshidratada. Cunha pipeta estéril, engade 3 mL da
solucion de transformacion ao viario para rehidratar o antibiotico (Utilizase a solucién de
transformacion porque esta estéril. No seu lugar pddese utilizar auga destilada estéril).

A arabinosa tamén se atopa deshidratada nun pequeno viario. Cunha pipeta estéril, engade 3 mL da
solucion de transformacion no viario para rehidratar o azucre. Axita o viario, mellor coa axuda dun
axitador vortex. (Utilizase a solucién de transformacién porque estd estéril. No seu lugar pddese
utilizar auga destilada estéril).
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Preparar o agar

As placas débense preparar polo menos 3 dias antes de realizar a practica. Débense almacenar 2 dias
a temperatura ambiental e logo baixo refrixeracion ata o momento do seu uso. Aos dous dias a
temperatura ambiente permite secar o agar para favorecer a captacion da solucion de transformacion.

Para preparar o agar, engadir 500 mL de auga destilada a un matraz Erlenmeyer de 1 litro. Engadir o
contido do paquete de agar LB. Axitar o matraz para disolver o agar, e quentar ata ebulicion no
microondas. Volver axitar e quentar unhas 3 veces mais ata que o agar se disolva, tendo coidado de
deixar arrefriar o matraz antes de axitalo, para evitar que o medio quente queime a man.

Cando o agar se disolva, deixalo arrefriar ata que o matraz se poida tocar sen queimarse (aprox.
50°C). Mentres se arrefria o agar, etiquetar as placas. Hai que ter coidado de que o agar non se arrefrie
tanto que chegue a solidificar.

3. Rotular as placas e engadir o agar LB

As placas de agar débense rotular na base, preto do bordo da placa, cun rotulador de tinta indeleble.
Se se utilizan as 40 placas do kit, rotular 16 placas como LB, 16 como LB/amp e 8 como LB/amp/ara.

Primeiro, engadir o agar LB nas placas marcadas como LB.
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Facer unha torre de entre 4 e 8 placas e cunha man abrir a tapa da placa inferior suxeitando o resto
da torre, mentres que coa outra man engadese o agar LB. Encher a placa entre un terzo e a metade da
sua capacidade (aprox. 12 mL). Tapar esa placa, e continuar coa placa superior na torre. Cando se
enchan todas as placas, deixalas arrefriar nesa posicion.

A continuacion, engadir a ampicilina xa hidratada ao agar LB sobrante no matraz. Axitar o
matraz brevemente para mesturala. Encher as 16 placas rotuladas como LLB/amp segundo a técnica
descrita antes.

Por ultimo, engadir a arabinosa hidratada ao agar LB con ampicilina sobrante no matraz.
Axitar o matraz brevemente para mesturala e encher as 8 placas marcadas como LB/amp/ara utili-
zando a técnica.
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4. Almacenar as placas

Despois de deixar as placas dous dias a TA
podense utilizar ou se poden almacenar en
columnas de ata 20 placas de altura
introducindoas en bolsas.

Gardar as placas na neveira de forma
investida e dentro das bolsas ata o seu uso.

= Tal.3 Rehidratacion, semente e incubado das bacterias.

Neste apartado da actividade 1évanse a cabo as seguintes tarefas: rehidratar as bacterias, sementar as
placas para obter as colonias das placas illadas e preparar o plasmido pGLO, seguindo o paso 2
detallado na taboa 1.

Procedemento:
1. Rehidratar as bacterias

Cunha pipeta estéril, rehidratar o liofilizado de E. coli HB101 engadindo 250 mL da solucion de
transformacion no viario. Tapar o viario e deixar a suspensién 5 min a temperatura ambiente. Axitar o
viario antes de engadilo as placas de LB (Utilizase a solucién de transformacién porque esta estéril.
No seu lugar podese utilizar auga destilada estéril).

Gardar a bacteria rehidratada na neveira ata 0 momento do seu uso (en 24 horas se é posible, e non
mais de 3 dias).

2. Sementar as placas para obter colonias bacterianas illadas

Cada grupo necesitara o seu propio cultivo de células a transformar. O kit contén material suficiente
para preparar 8 postos de traballo. As placas de LB débense sementar para obter colonias illadas da
bacteria e débense incubar a 37°C durante 24-36 horas antes da transformacion.

a) Partindo da suspension de E. coli preparada no punto 1 e de 8 placas LB, sementar unha placa para
cada un dos grupos. O proposito do illamento é formar colonias illadas a partir dunha suspension
cunha alta concentracion bacteriana.
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En condicions favorables, unha célula se multiplica para dar milléns de células xenéticamente
idénticas en 24 horas. Hai mill6ns de bacterias nunha tinica colonia de 1 mm.

Introducir un asa de sementa estéril na suspension bacteriana. Introducir o asa sen inclinar o viario.
Sacar o asa e estender na placa como aparece na figura inferior. A extension realizase en catro
cuadrantes.

A primeira extension é para dispersar un pouco as células.

Deslizar o asa de esquerda a dereita unha ducia de veces en cada un dos cuadrantes. En cada
cuadrante consecutivo as células estan cada vez mais diluidas, aumentando a posibilidade de obter
colonias illadas. E importante utilizar a maior superficie posible de placa para realizar a extension.

Virar a placa 45 graos aprox. (de maneira que se facilite 0 movemento da man) e comezar co
segundo cuadrante. Tocar o cuadrante anterior un par de veces e logo continuar deslizando o asa de
esquerda a dereita 10 veces. E importante utilizar a maior superficie posible de placa para realizar a
extension. Virar a placa 45 graos aprox. (de maneira que se facilite o movemento da man) e comezar
co segundo cuadrante. Tocar o cuadrante anterior un par de veces e logo continuar deslizando o asa de
esquerda a dereita 10 veces.

Virar a placa de novo e repetir a accion.

Virar a placa por ultima vez e sementar o ultimo cuadrante. Repetir os pasos (a-d) no resto das
placas de LB. Usar o mesmo asa de sementa para todas as placas. Ao terminar con cada placa, tapala
inmediatamente para evitar a sua contaminacion.

b) Deixar as placas toda a noite en posicién investida na estufa a 37°C ou a temperatura ambiente
durante 2-3 dias se non se dispon de estufa. Usar para a transformacién nas 24-36 horas seguintes.
Non refrixeralas antes do seu uso.

¢) E. coli produce colonias de cor crema, redondas e de bordos lisos.

Non utilizar as placas contaminadas con outras colonias.

L[
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3. Preparar o plasmido pGLO

Cunha nova pipeta estéril engadir 250 mL da solucién de transformacién no viario que contén o
pléasmido pGLO liofilizado. A cantidade de ADN é tan pequena que pode parecer que o viario esta
baleiro. Se é posible, gardar o ADN rehidratado na neveira (Utilizase a solucion de transformacion
porque esta estéril e non contefien nucleasas. No seu lugar podese utilizar auga destilada estéril).

= Tal.4 Transformacion xenética

Neste apartado da actividade lévanse a cabo as seguintes tarefas: preparacion de alicuotas,
preparacién dos postos de traballo e transformacién xenética.

Procedemento:

1. Preparar alicuotas

Para cada grupo, engadir 1 mL da solucion de transformacion (CaCl,) e 1 mL do caldo LB nos tubos
eppendorf de 2 mL do kit. Se o caldo LB se alicuota 1 dia antes da practica, gardar baixo
refrixeracion. Etiquetar os tubos.

2. Preparar os postos de traballo

Consultar no protocolo o material necesario en cada posto de traballo.

3. Transformacion xenética

a) Etiquetar os tubos Eppendorf pechados, un como +pGLO e outro como -pGLO. Indicar nome do
manipulador. Pofier os tubos nunha gradilla con cortiza.




b) Abrir os tubos e cunha pipeta estéril engadir 250 mL da solucién de transformacion (CaCl2).

c) Poiier os tubos en xeo.

d) Cun asa de sementa estéril coller unha colonia da placa. Abrir o tubo +pGLO e introducir o asa na
solucion de transformacion. Virar o asa entre os dedos indice e pulgar ata que a colonia se disperse
totalmente na solucién de transformacion (evitar que queden fragmentos flotantes).

Deixar o tubo na gradilla de xeo. Con outro asa estéril repetir a operacion co tubo —-pGLO.

e) Situar a solucion co plasmido pGLO & luz UV e anotar as observacions.
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Introducir unha nova asa estéril no viario que contén o plasmido e coller solucion plasmidica. Levalo
ao tubo +pGLO, pechalo e deixar o tubo na gradilla no xeo.

Pechar tamén o tubo -pGLO, pero sen engadir o plasmido.
."- ;

f) Incubar os tubos en xeo 10 min.

Ollo: Asegurarse de que o fondo dos tubos esta en contacto co xeo.

g) Mentres os tubos permanecen no xeo, etiquetar as placas de agar na sda base: unha placa LB/amp
e outra LB/amp/ara con +pGLO e unha placa LB/amp e outra como LB con -pGLO.

h) Choque térmico.

Levar os tubos na gradilla ao bafio preparado a 42°C, e introducilos durante 50 seg exactos.
Asegurarse de colocar ben a gradilla para que o fondo dos tubos estea en contacto coa auga.

Pasados os 50 seg, levar de novo os tubos ao xeo. O cambio do xeo ao bafio e viceversa debe facerse
con rapidez. Deixar os tubos en xeo 2 min.
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i) Sacar a gradilla do xeo e deixala na mesa. Abrir un dos tubos e cunha nova pipeta estéril, engadir
250 pl do caldo LB ao tubo e pechalo.

Repetir a operacion con outra pipeta estéril no outro tubo. Incubar os tubos 10 min a temperatura
ambiente.

j) Axitar os tubos golpeandoos co dedo. Cunha pipeta estéril, pasar 100 pl de cata tubo as placas de
cultivo correspondentes.

k) Con axuda dunha asa de sementa estéril, estender o liquido por toda a superficie da placa, facendo
estrias no agar en todas as direccions.

1) Apilar as placas e empaquetarlas con cinta adhesiva todas xuntas. Pofier o nome do manipulador e
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introducilas en posicién invertida na estufa a 37 ou 32°C ata o dia seguinte.

= Tal.5 Extraccion e purificacion da proteina transxénica mediante cromatografia

As proteinas transxénicas obtidas por enxefieria xenética tefien moitas aplicacions desde o
tratamento de enfermidades humanas en medicamento (exemplo insulina) ata a obtencién de encimas
que produzan deterxentes non contaminantes. En todos os casos, estas proteinas tefien que ser
extraidas e purificadas para ser utiles.

Nunha primeira etapa, mediante o proceso de transformacién xenética (kit pGLO), prodicese unha
bacteria (E. coli) que sintetiza unha proteina transxénica (GFP). Nunha segunda etapa, utilizase a
técnica de cromatografia para o proceso de extraccién e purificacion da proteina transxénica.

A cromatografia é unha técnica que se basea no cofiecemento das propiedades fisicas e quimicas das
moléculas como son o peso molecular, a carga eléctrica ou a solubilidad. A proteina GFP é moi
hidrofébica en comparacién co resto de proteinas bacterianas que son moi hidrofilicas. Esta
caracteristica diferencial permite o illamento e a purificacién da proteina GFP transxénica de entre as
proteinas bacterianas baseandonos nunha matriz cromatografica (columna) de natureza hidrofébica
que interacciona de forma especifica coa GFP.

A cromatografia de interaccién hidrofébica baséase nun principio similar & agregacion salina ou
“salting-out” usado para a precipitacion de proteinas. A adiciéon dun tampon con alta concentracion de
sal & columna de cromatografia de interaccién hidrofébica (HIC) reduce a solvatacién das proteinas
da mostra, incrementando a sda hidrofobicidad e, por tanto, favorecendo a stia unién & matriz
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hidrofébica da columna. Usando tampones de forza iénica decrecente, as moléculas unidas & columna
se elden (separanse da matriz) de forma secuencial. A GFP, que é extremadamente hidrofébica
comparada coas protéinas do lisado bacteriano, permanece unida & matriz da columna ata que se
emprega o tampon de menor forza ionica. Este método, por tanto, separa e purifica de maneira
efectiva a GFP transxénica das proteinas bacterianas.

Esta practica parte das bacterias transxénicas produtoras da GFP que foron obtidas na practica
anterior co kit de transformacion pGLO. As bacterias deben ser crecidas nun medio liquido e
posteriormente lisadas (rotas) para liberar o seu contido celular que inclie as proteinas nativas
bacterianas e a proteina foranea de interese, neste caso a GFP.

Esta proteina transxénica separarase dos contaminantes bacterianos mediante a cromatografia en
columna utilizando o GFP purificacién kit de BioRad. As caracteristicas tinicas de fluorescencia da
GFP permiten un seguimento do proceso de extraccion e purificacion cunha simple lampada UV.

O material e equipos precisos para a realizacion da actividade son os que se detallan a continuacion:

Equipamiento requerido

- Camara de fluxo laminar ou chisqueiros de gas

- Estufa a 32°C (para 6ptima expresiéon de GFP)

- Conxelador

- Microondas

- Centrifuga a 3.000 rpm

- Incubador shaker (opcional, aumenta a velocidade de crecemento bacteiano)
- Vortex (opcional)

- Autoclave (opcional)

- Micropipetas e puntas (opcional)

Material necesario

- Frasco Erlenmeyer (250 mL), estéril.
- Probeta graduada (100 mL)

- Cronometro de laboratorio

- Termémetro de laboratorio

- Rotuladores indelebles

- Parafilm para selar

- Lampada de luz ultravioleta

- Gradilla para microtubos

- Gradilla para columnas.

Reactivos necesarios

- Bacteria transformada con pGLO (LB/amp/ara)
- Auga destilada

- Lixivia ao 10%

- Alcol 70% (opcional)

Kit de purificacion de GFP por cromatografia de BioRad. Inclie:

Reactivos

- Ampicilina, liofilizada.

- L(+) arabinosa, liofilizada.
- Lisozima, liofilizada.
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- Medio nutritivo LB en 1 tableta, estéril.

- Tampén CHE (10mm Tris, Imm EDTA, pH 8,0)

- Tampon de equilibrado da columna (2M NH4SO4/CHE, pH 8,0)
- Tampoén de unién (4M NH4SO4/CHE, pH 8,0)

- Tampon de lavado (1,3M NH4SO4/CHE, pH 8,0)

Material

- Columnas de cromatografia (HIC)

- Tapons das columnas

- Pipetas Pasteur, estériles.

- Asas de sementa, estériles.

- Tubos de microcentrifuga (2 mL), estériles.
- Tubos de cultivo de 15 mL, estériles.

- Tubos colectores de 5 mL.

Neste apartado da actividade lévase a cabo a seguinte tarefa: Purificacion de GFP por
cromatografia.

Pddense observar os seguintes pasos:

- Concentracién bacteriana
- Lisis bacteriana e eliminacién de residuos bacterianos
- Purificacién de proteina por cromatografia

Procedemento:
Inoculacién e crecemento de cultivo bacteriano (30 min)
1. Retirar do incubador a 32°C as placas de cultivo en LB agar (LB/amp e LB/amp/ara). Os cultivos
vefien da practica de transformacién con pGLO.
2. Identificar colonias ben illadas de cor branca da placa LB/amp e, con axuda dunha ldampada UV,
identificar as colonias de cor verde da placa LB/amp/ara.

3. Preparar dous tubos de cultivo de 15 mL con 2 mL de medio LB/amp/ara e marcar un tubo con (+)
para unha colonia verde e outro con (-) para unha colonia branca.

Pescar unha colonia verde cun asa de sementa estéril e inocular o medio (+). Virar o asa entre os
dedos indice e pulgar para dispersar ben a colonia no medio. Repetir a mesma operacion para a
colonia branca a inocular no tubo (-). Importante, pescar unha soa colonia illada.
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Tapar os tubos e colocalos nun shaker (incubador-axitador) a 32°C de forma horizontal durante 24
horas. Se non se dispon dun shaker débese colocar nun incubador a 32°C pero o crecemento vai ser
mais lento. Alternativamente, despois de tapar o tubo, pddese axitar vigorosamente coa man e incubar
a temperatura ambiente durante 2 dias axitando periodicamente cando sexa posible (4-8 horas).

Concentracion Bacteriana (60 min)
1. Retirar os cultivos liquidos do incubador e observalos coa luz UV. Anotar calquera diferenza de
cor observable entre os dous cultivos.

..
i
s

2. Etiquetar un tubo Eppendorf con (+).

3. Con axuda dunha pipeta, transferir 2 mL de cultivo liquido (+) ao tubo (+). A pipeta podese lavar e
utilizar nos seguintes pasos.

4. Centrifugar os tubos Eppendorf a maxima velocidade (1.500-3000 rpm) durante 5 min.
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5. Eliminar o sobrenadante, sobre un recipiente cunha solucion de lixivia, sen perder o pellet de
células. Observar o pellet coa luz UV.
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Resuspender o pellet vigorosamente pipeteando arriba e abaixo varias veces. Se esta dificil de
resuspender, podese axudar agarrando a cabeza do tubo cos dedos indice e pulgar dunha man e
golpeando a base do tubo co indice da outra man.

7. Engadir unha pinga de lisozima as bacterias resuspendidas con axuda dunha pipeta para iniciar a
dixestién encimatica da parede celular da bacteria.

Mesturar o contido do tubo con delicadeza invertindo o tubo varias veces. Observar o tubo con luz
UVv.

8. Colocar o tubo Eppendorf no conxelador durante 30 min ou ata o préximo dia para continuar a
practica.

A conxelacién causa a ruptura completa da bacteria (parede e membrana).

Lisis bacteriana (30 min)
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1. Retirar os tubos Eppendorf do conxelador e descongelar a mostra por frotaciéon e quecemento coa

man.
2. Colocar os tubos nunha centrifuga e precipitar os residuos da bacteria por centrifugacion a maxima

velocidade durante 10 min.

Thaw _)

Centrifuge

3. Durante a centrifugacion anterior, preparar as columnas de cromatografia. Retirar a tapa da cabeza
e o tapon da base da columna HIC fornecida co recheo. Permitir a drenaxe do tampo6n da columna

(aprox. 5 min).
O

4. Preparar a columna engadindo polo pescozo 2 mL de tampén de equilibrado. Engadir 2 veces 1 mL

cunha pipeta.
Drenar o tamp6n ata a marca de 1 mL na columna. Tapar a cabeza e base da columna, agora xa pode

ser almacenada a temperatura ambiente ata 0 momento de continuar.

Equilibration buffer (2 mi)

B
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Despois da centrifugacién retirar o tubo da centrifuga e examina o tubo cunha luz UV. Usando unha
pipeta, transfire 250 pL do sobrenadante (+) a un tubo novo etiquetado con (+).

250 pl

- |
=
- -]

+ +

Usando unha pipeta, engadir 250 pL. de tampén de unién ao sobrenadante no tubo (+). O tubo
pbdese gardar na neveira ata outro dia para continuar coa practica.

1
\

|I 250 pl

Cromatografia de proteinas (30 min)

1. Etiquetar 3 tubos colectores (1-3) e colocalos nunha gradilla.
2. Recuperar as columnas HIC, retirar as tapas da cabeza e a base e colocar sobre o tubo colector n°1.
Permitir a drenaxe da columna ata que o tampon alcance a matriz HIC.
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3. Usando unha pipeta, cargar 250 pL do sobrenadante na columna. Para iso, apoiar a punta de pi-peta
contra a parede interior por encima de superficie da matriz e descargar o sobrenadante sobre a parede
interior.

Mirar a columna usando unha luz UV e anotar as observacion. Despois de terminada a drenaxe,
pasar a columna ao tubo n°2.
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(250 pi) + supernatant

4. Usando unha nova pipeta, engadir 250 pL de tampon de lavado e permitir que todo o volume pase
a través da columna. Observar a columna usando unha luz UV e anotar a observacion. Despois de que
termine a drenaxe, pasar a columna ao tubo n°3.

]fﬂ__, Wash bufier (250 pi)
A
i L
i
5 ¢
2

5. Usando unha nova pipeta, engadir 750 pL. de tamp6n CHE e permite que todo o volume pase a
través da columna. Mira a columna cunha luz UV e anota a observacion.

TE buffer (750 pi)
r-./"
\
)
|
U
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6. Examina os 3 tubos colectores con luz UV e anota as diferenzas de cor entre os tubos.
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7. Os tubos podense tapar con Parafilm e gardar en neveira para proceder a unha separacion e
visualizacion da proteina GFP mediante electroforesis en xel de poliacrilamida (outro kit diferente).

8. Discusion.

3. Materiais

3.1 Textos de apoio ou de referencia

* Biologia molecular y citogenética. F. Gomez-Aguado, M.I. Lorenzo, F. Simén, B.
Hernandez. Ed. Altamar.

= Protocolo de Bio-Rad: Kit de transformacién bacteriana con pGLO.

3.2 Recursos didacticos

= Os recursos didacticos relativos a material e instrumentos necesarios para a actividade xa
se enumeran en cada tarefa.

= Apuntes elaborados polo profesor ou profesora cos contidos tedricos necesarios para de-
senvolver a actividade.

= Protocolos normalizados de traballo correspondente as distintas tarefas da actividade.

» Terminais anal6xicos e dixitais (camara fotografica, ordenadores).

4. Avaliacion
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Criterios de avaliacion seleccionados para esta actividade

Instrumento de avaliacion

CA2.1 Caracterizaronse os métodos de cultivo celular que se aplican nos estudos
citoxéneticos.

Proba escrita.
Lista de cotexo.

CA2.2 Selecciondronse os tipos de medios e suplementos en funcién do cultivo que
cumpra realizar.

Proba escrita.
Lista de cotexo.

CA2.3 Realizaronse os procedementos de posta en marcha, mantemento e
seguimento do cultivo.

Proba escrita.
Lista de cotexo.

CA2.4 Determinouse o nimero e a viabilidade celular nos cultivos na propagacién do
cultivo.

Proba escrita.
Lista de cotexo.

CA2.5 Toméronse as medidas para a eliminacién da contaminacion detectada.

Proba escrita.
Lista de cotexo.

CA2.6 Definironse os procedementos de conservacion das células.

Proba escrita.
Lista de cotexo.

CA2.7 Traballouse en condiciéns de esterilidade.

Proba escrita.
Lista de cotexo.

CA3.3 Métodos de tinguidura e bandeado cromosémico. Patrdns de identificacion.

Proba escrita.
Lista de cotexo.

CAA4.1 Definironse as caracteristicas estruturais e funcionais dos acidos nucleicos e
as suas propiedades fisicas.

Proba escrita.
Lista de cotexo.

CAA4.2. Describiuse o proceso de replicacién do ADN.

Proba escrita.
Lista de cotexo.

CAT7.1 Describiuse o0 proceso de clonacién de acidos nucleicos.

Proba escrita.
Lista de cotexo.

CAT7.2 Caracterizaronse 0s encimas de restricion, os vectores e as células hdspede
utilizadas nas técnicas de clonacién.

Proba escrita.
Lista de cotexo.

CAT7.3 Utilizaronse programas bioinformaticos para obter informacién sobre o inserto
que se queira clonar.

Proba escrita.
Lista de cotexo.

CAT7.4 Detallouse a seleccion das células recombinantes.

Proba escrita.
Lista de cotexo.

CA7.9 Describironse as aplicaciéns dos procedementos de clonacion e secuenciacion
no diagnastico clinico e na terapia xenética.

Proba escrita.
Lista de cotexo.
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Proba final (exercicio)

1.

Que é unha transformacién xenética?

2. Que organismo sera mais apropiado para ser modificado xeneticamente, un unicelular

un pluricelular?

Que caracteristicas debe ter ou non ter o organismo para asegurarnos de que non nos da-
nara nin a nos nin ao medio ambiente?

4. Realiza un esquema do plasmido pGLO e interprétao.

10.

Que medios de cultivo son necesarios para poder realizar unha transformacioén xenética
co plasmido pGLO?

Que se entende por placa control? Para que serve utilizar un control?

En que consiste o choque térmico ao que se somete as bacterias e que finalidade ten?
Que placas débense comparar para determinar se se produciu a transformacion xenética?
Por que?

Que técnica de separacion utilizase para a obtencion da proteina GFP?

Que evidencias indicannos que a transformacién xenética realizouse con éxito?
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5. Anhexos

Os anexos referidos incliense como arquivos adxuntos a este documento.

Anexo |

Anexo Il

Anexo Il

Anexo IV

Fotos do laboratorio.

Fotos dos equipos.

Fotos material.

Secuencia fotografica das tarefas.
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