PREPARACIÓN DE DNA PLASMÍDICO DE UNA BACTERIA
Objetivos

Obtención de ADN plásmidico.

Introducción

A demás de un cromosoma las células bacterianas contienen plásmidos que son moléculas de ADN circular que se encuentran en la célula en  superenrrollamiento unidas e los extremos, a esta apariencia se la denomina Super Coi o circular covalentemente cerrada. Para obtener una forma mas relajada de la molécula se puede hacer un nick en la unión covalente.

El tamaño de los plásmidos es variable (de 1000 a más de 200000 pares de bases) depende del tipo de plásmido y de la bacteria.

Su replicación es autónoma y depende de factores del hospedador para llevarse a cabo. El número de copias de un plásmido por célula es variable y depende  de las características del mismo y a su vez una misma célula puede contener más de un tipo de plásmidos. Los plásmidos codifican para ARN, proteínas, enzimas que están relacionadas con la resistencia a antibióticos o para factores de virulencia; no codifican para funciones esenciales del crecimiento bacteriano, pero sí proveen productos que pueden beneficiar a la bacteria bajo circunstancias especiales.

Los plásmidos fueron utilizados como herramienta de la biología y sirven como vector de clonado ( ADN que replica independientemente).

Los requisitos para hacer un vector de clonado son:

· Debe ser pequeño, para poder ser introducido con mayor facilidad.

· Número de copias alto, permite purificarlo.

· Marcador de selección, permite seleccionar las bacterias que lo tengan.

· Secuencias de restricción, sirven para hacer un corte y poder introducir el ADN (polilinker).

Metodología

Partimos de 3 cultivos en fase estacionaria que contenían plásmidos con resistencia a la ampicilina.

1- centrifugación durante 5´ para lisar la pared celular.

2- Descartamos el sobrenadante y resuspendimos el pellet en 0.3 m l de la solución 1. Mezclamos por inversión.  Solución 1: 50 mM Tris-CIH (buffer)

10mM EDTA

 pH 8 

EDTA es un quelante, que disminuye la actividad de las ADNasas.

3- Agregamos 0.3 ml de la solución 2 y mezclamos por inversión. Incubamos a temperatura ambiente durante 5 ´. Solución 2: 200mM NaOH (base) desnaturaliza el ADN.

   1% SDS (detergente) desnaturaliza las componentes de la membrana.

4- Agregamos 0.3 ml de la solución 3 ( a 4°C )  y mezclamos por inversión.

Solución 3: 3M KacO pH 4.8 ( renaturaliza)En condiciones renaturalizantes el plásmido renaturaliza más rápido porque es más pequeño.

5- Centrifugamos durante 15´.

6- Descartamos el pellet (restos celulares, ADN cromosómico) nos quedamos con el sobrenadane               ( plásmidos y ARN con restos de algunas proteínas y sales )

7- Agregamos 0.5 ml de isopropanol y mezclamos por inversión.

8- Centrifugamos durante 30´ a máxima velocidad.

9- Dscartamos el sobrenadante y nos quedamos con el pellet.

10- Realizamos un  lavado con etanol 80% para eliminar los restos de sales.

11- Centrifugamos.

12- Llevamos a la estufa para eliminar restos de etanol.

13- Resuspendemos en agua con 1(l de ARNasa.

Conclusión:
Obtenemos en el interior del eppendorf  una cantidad determinada de DNA plasmídico puro. Este DNA será utilizado en la electroforesis.

ELECTROFORESIS EN GELES

Objetivo
Separación de los fragmentos de  ADN plasmídico obtenidos en el trabajo práctico anterior utilizando un gel de agarosa .

Introducción
Mediante la técnica llamada electroforesis en geles las partículas cargadas son sometidas  a la acción de un campo eléctrico externo en un medio que posee iones en solución acuosa, los cuales transmiten la corriente eléctrica a través de una matriz  sólida porosa inerte. La interacción entre el movimiento de las partículas con la matriz  provoca una velocidad de migración diferencial que permite separar macromoléculas (ácidos nucleicos o proteínas) según su forma tamaño y carga neta.

Materiales
Muestra de ADN plasmídico (conservada en baño de hielo)

Agarosa

Buffer de corrida TBE 

Colorante azul de bromofenol

Colorante bromuro de etidio

Glicerol

Marcador de peso molecular

Vector control

Cuba de electroforesis

Micropipetas

Fuente de luz UV

Peine de 15 wells

Metodología  

Se partirá de 150 ml de una solución 0,8 % p/v de agarosa en un buffer de corrida TBE, a la cual se le agregan 7,5 ul de bromuro de etidio (colorante que se intercala entre las bases de ADN y emite fluorescencia naranja bajo la luz ultravioleta). Esta solución se deja solidificar con un peine de 15 wells, luego se monta el gel dentro de la cuba de electroforesis y se cubre con el mismo buffer.

Para la siembra se toman 15 ul de muestra los cuales se mezclan con 5 ul del buffer de siembra ( éste  posee un colorante azul de bromofenol que permite visualizar el frente de corrida, y glicerol que otorga densidad y evita que la muestra difunda). Además de la muestra se siembran un marcador de peso molecular y un vector control.

Realizada la corrida electroforética se visualiza bajo luz UV y con un Fotodyne comercial.

Resultados y conclusiones
Observando el gel con el sistema UV casero obtenemos pocos resultados, pero al utilizar un Fotodyne comercial se pueden visualizar los tres topoisómeros del plásmido: forma I o CCC, forma III o lineal y forma II o nicked (en ese orden de abajo hacia arriba). 

El marcador de peso molecular es adecuado ya que parte de su corrida coincide con la distancia recorrida por la forma lineal del plásmido. 

El rendimiento de las extracciones realizadas en la práctica es bajo (comparando la corrida de la muestra con la del control y considerando que se sembraron 5 ul del mismo), por lo que el sistema de observación Fotodyne es más eficaz que el UV casero. 

Fotografía de la corrida de la muestra en la electroforesis.

TRANSFORMACIONES BACTERIANAS

Introducción

La transformación es el intercambio genético cuando una bacteria es capaz de captar fragmentos de DNA de otra bacteria que se encuentra en el mismo  medio. Éstas bacterias capaces de tomar el DNA son denominadas “competentes”. 

El proceso de conjugación de una bacteria es el de aquella que  es donadora de F+ que transmite un fragmento de DNA a otra bacteria receptora F-. Las F+ posen un plásmido además del cromosoma bacteriano.

Metodología.

Los pasos a seguir tiene que ser estrictamente realizados en esterilidad.

1. Colocamos en un eppendorf estéril 100 μl de las células competentes.

2. Insertamos luego 5 μl del plasmido que venimos trabajando y lo incubamos en hielo.

3. El siguiente paso es mantenerlo durante 90 segundos en un baño a 42° C y pasarlos inmediatamente al hielo.

4. Le agregamos 200 μl de LB y se lo deja a 37° C durante 45 minutos.

5. Centrifugamos a 12000 rpm durante 2 minutos y se lo resuspende en 100 μl de LB

6. Por último sembramos la muestra.

Conclusión:

Observaciones

 LB-sin ampicilina

Transformación                                                                      


Antes


Después

Para comprobar que nuestro cultivo era viable realizamos una siembra antes y luego de la transformación en LB-sin ampicilina, obteniendo como resultado que nuestro cultivo había crecido, por lo tanto que era viable.

Una vez realizado este control sembramos células transformadas  en LB-con ampicilina, para comprobar que el plásmido halla sido incorporado. Se dejó incubar 48 hs.      

LB-con ampicilina   


                                        

Resistentes a la ampicilina

Colonias satélites

Las células resistentes a la ampicilina liberan al medio una enzima (-lactamasa que degrada la ampicilina, por lo cual alrededor de las células pueden crecer células que no son resistentes a la ampicilina, que son las célu
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