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QBQ2457- Lab 5 — Extragdo do DNA plasmidial de bactérias (miniprep)

Nesta aula, vamos fazer a extracdo de DNA plasmidial a partir da cultura do mesmo clone de E. coli
utilizado na inducdo da proteina RRP47 recombinante. O vetor plasmidial empregado possui caracteristicas
gue permitem que ele se mantenha em alto nimero de cdpias (>30 moléculas/célula) na bactéria.

Para extracdo do DNA plasmidial, bactérias sdo lisadas com o auxilio de um detergente, o dodecil
sulfato de sddio (SDS). Na preparacdo de plasmideos é usada uma solucgdo alcalina, que é posteriormente
neutralizada, com a precipitacdo de proteinas, DNA gendmico e outros componentes da célula. O DNA
plasmidial é depois precipitado com etanol e solubilizado em uma solugdo tampao.

Depois da extragao, o plasmideo purificado pode ser quantificado em espectrofotdmetro e analisado
em eletroforese em gel de agarose.

Células de E. coli DH5a contendo a construcdo plasmidial pET/RRP47 sdo cultivadas em meio
LB contendo 50 pg/ml de canamicina a 37°C com agitacdo por cerca de 10 h (esta etapa sera
realizada pela monitora).
1. Transferir 1,5 ml de cultura (previamente inoculada) para Eppendorf.
2. Centrifugar a 14.000 rpm por 5 minutos em microcentrifuga.
Iniciar experimento no passo 3:
3. Desprezar sobrenadante e ressuspender células em 100 pl de GET?, agitando em Vortex.
4. Adicionar 200 pl de SDS/NaOH?, agitar os tubos por inversdo e incubar a temperatura ambiente
por 5 minutos.
5. Adicionar 150 pul de 7,5 M Acetato de Amonio, agitar os tubos por inversdao e incubar a
temperatura ambiente por 5 minutos.
Centrifugar por 5 minutos e transferir sobrenadante para tubo limpo.
Adicionar 500 pl de isopropanol, inverter tubos e centrifugar por 5 minutos.

Desprezar sobrenadante e lavar pellet com 500 pl de 70% etanol gelado (agitar no vortex).
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Centrifugar por 5 minutos e desprezar sobrenadante. Secar pellet.

10. Ressuspender em 100 pl de TE3.

1GET: 25 mM Tris-HCl, pH 8,0/50 mM EDTA, pH 8,0/1% glicose
2SDS/NaOH: 200 mM NaOH/1% SDS

(Diluir de solugdes 10X concentradas na hora de usar)

3TE: 10 mM Tris-HCl, pH 8,0/1 mM EDTA, pH 8,0
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QBQ2457- Lab 5 - parte 2 — Verificagdo da clonagem por PCR de coldnias

Os procedimentos realizados nas aulas anteriores tinham como objetivo a clonagem e a insercao do
plasmideo nas bactérias. Realizamos o plagueamento apds a transformacdo em meio contendo o antibiético.
Nesta etapa vamos confirmar que os clones que cresceram, de fato tém o gene inserido no vetor plasmidial.

No processo de ligacao, utilizamos uma relacdo de inserto: vetor de 2:1, o que quer dizer que ha excesso de
inserto, entdo a chance de ter ocorrido a ligacdo do inserto com o vetor é alta. Outro fator que favorece a
eficiéncia da clonagem é a utilizacdo de enzimas de restricdo diferentes em cada extremidade a ser ligada.
Mas nada impede de ter ocorrido recircularizacdo do vetor, no caso da existéncia de moléculas em que
apenas um dos sitios de restricdo foi efetivamente clivado, e o clone bacteriano que cresceu na placa apéds a
transformacdo ter somente este vetor fechado.

Por isso iremos fazer o PCR de col6nia, no qual iremos detectar a presenca do inserto utilizando o mesmo
par de primers que foi utilizado na amplificacdo do gene RRP47 por PCR.

Uma das colonias em que a clonagem tenha sido confirmada serd expandida para inducdo da expressao da
expressao da proteina RRP47.

Cada grupo ira fazer o PCR de col6nia para dois clones crescidos na placa da transformacao da ligacdo da aula
anterior:

1. Colocar 10uL de TE num tubo eppendorf e “inocular” com uma ponteira uma pequena porg¢do da

colbnia. Faga tantos tubos quantos forem as suas col6nias (no caso serdo duas col6nias), ndo

esquecendo de numerar a col6nia na placa e a tampa do tubo!

Aquecer por 5 minutos em termobloco a 95°C. Colocar imediatamente no gelo.

Centrifugar a 12000 rpm a 4°C por 2 min.

Transferir o sobrenadante para um novo tubo (termolisado).

Mantenha o termolisado no gelo. Homogeneizar (Vortex) bem antes de pipetar o volume

adequado. Se necessdrio, armazenar o termolisado congelado em freezer -80°C até o uso

(Prevenir qualquer chance de degradagao do DNA).

Use 5 plL na reacao de PCR.

7. Prepare a reacdo PCR — Prepare a mix. Calcule o volume da mix em uma reag¢do a mais, isto é, se
vai fazer 2 reagOes, prepare a mix para 3 reagdes. Nunca prepare o volume justo!

vk wN

Concentragdo | Volume (uL) .
Estoque Final para 1 tubo Mix para n+2 tubos
Agua ultra-pura autoclavada 14,25 plL
Solugdo de dNTPs 10mM 0,2mM 0,5 uL
MgCl, 25mM 1,5 mM 1,5 ulL
. 0,2 uM
1 L
Primer Forward 0ouM (0,2pmol/uL) 0,5u
, 0,2 uM
1 L
Primer Reverse 0O uM (0,2pmol/uL) 0,5
Buffer Tag 10x 10x 1x 2,5 uL
i a EB
Taq .Pollmerase pad.rao (NEB, 5U/uL 25U 0,25 L
Invitrogen, ou equivalente)
Volume final 20 uL
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1. Distribua os 20uL de mix em tubos eppendorfs 0,2 mL devidamente identificados (nimero do
grupo/numero da col6nia).

2. Adicione 5 ul do sobrenadante do termolisado.

3. Coloque os tubos no termociclador, utilizando ao seguinte programa:

Temperatura Tempo Ciclos
95°C 5 min 1
95°C 20 seg
55°C 20 seg 30
72°C 1 min
72°C 10 min 1
4°C oo

4. Apds o termino da reacdo de PCR, adicione 5 pL do tampao de amostra em cada eppendorf e aplique no
gel;
5. Deixe correr a 100V por 30 minutos para a visualiza¢cdo no transiluminador UV.





