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Introduccion

< LA PROTEINA VERDE FLUORESCENTE “GFP”
= Nobel en Quimica 2008 (O. Shimomura, M. Chalfie, R.Y. Tsien)

APLICACIONES

= Biotecnologia
= Medicina
Biologia celular

Aequorea victoria



Marco teorico

< LA INGENIERIA GENETICA: CLONACION DEL GEN DE LA GFP
EN E. COLI

TECNICAS BIOTECNOLOGICAS

U Las endonucleasas de restriccion y los vectores de clonacion: plasmidos
U La tecnologia del ADN recombinante.

U La transformacion bacteriana.
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Objetivos

* Transformar las bacterias E. coli HB 101con el plasmido recombinante pGLO que
contiene el gen de la GFP y determinar la eficiencia de transformacion.

* Seleccionar una colonia bacteriana transformada y purificar el plasmido pGLO utilizando
minicolumnas de gel de silice.

* Analizar el plasmido purificado mediante electroforesis en gel de agarosa e identificar
las conformaciones superenrolladas y relajadas de los plasmidos.

* Determinar el tamaio del gen de la GFP mediante digestidon del plasmido pGLO con la
endonucleasa de restriccion Hindlll.

* Inducir la expresion la proteina GFP mediante la activacion el promotor pBAD con
arabinosa y determinar la masa molecular de la GFP mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida SDS.

* Analizar el efecto de la desnaturalizacidon sobre la estabilidad del croméforo y sobre la
movilidad electroforética.



Métodos

<* TRANSFORMACION DE E. COLI CON PGLO

Spread bacterial suspensions onto plates

E. coli = Wl Econ
+ pGLO -pGLO
plasmid plasmid
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White colonies Fluorescent green Bacterial lawn
colonies under UV light

> Resistencia a Ampicilina
» Expresion de GFP: fluorescencia verde




Métodos

<+PURIFICACION DEL PLASMIDO PGLO

\ 1. Tris+EDTA(RH 8) / . . .
) +RnaseA oy \ LISIS alcahna-

Neutralizacidn.

sobrenadante

Recuperacion del
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Métodos

°:~DETEI’2MINACI()N ESPECTROFOTOMETRICA DE LA CONCENTRACION
DEL PLASMIDO

Selector de longitud
Colimador de onda Detector

e

Fuente de luz Monocromador Solucién Pantalla digital
muestra o medidor

Adaptado de Heesung Shim 3

v' Cuantificar
v" Analizar Gen GFP
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Métodos

*DIGESTION DEL PLASMIDO CON ENZIMAS DE RESTRICCION Y ANALISIS
ELECTROFORETICO EN GEL DE AGAROSA

RESEARCH METHOD

—— Gel support
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Métodos

*EXPRESION DE LA PROTEINA GFP: ANALISIS ELECTROFORETICO EN GEL DE

POLIACRILMIDA-SDS (SDS-PAGE)

la muestra se aplica a los pocillos
empleando una pipeta

/

= >
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| = .
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> TINCION DEL GEL CON AZUL
COOMASSIE

E. coli-pGIO

E. coli-pGIO , '
u = Jorescent green =
No inducida White colonies colonies under UV light Inducida
4 LB / amp / arabinose (+Ara)

(-Ara) L8 /amp

Load and
electrophorese
samples on precast
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gel at 200 V for
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Resultados

<*ANALISIS DE LA TRANSFORMACION DE E. COLI CON PGLO

Bacterias sin
transformar
(-pGLO)

Bacterias
transformada

s (+pGLO)

+amp -ara +amp +ara




Resultados

«<» COLONIAS OBSERVADAS AL MICROSCOPIO OPTICO INVERTIDO

.

"

Luz ultravioleta
400nm

«» CALCULO DE LA EFICIENCIA DE TRANSFORMACION

Eficiencia de transformacién =CFU ( n° total
colonias)/ cantidad de pGLO ([2]9)




Resultados

< ANALISIS DE LA PURIFICACION DEL PLASMIDO

Single-
stranded /

1
2
Double-
*Concentracion: helical
(2)g/ml) = (A,¢,) 50[2]g/ml x factor
o .7 220 260
de d||UCIOn Wavelength (nm)

*Rendimiento:
* ([2)e) = [2]pGLO[Z] x Volumen total

Elucién 0,016
1 2

Elucién 0,005
2 1
Elucién 0,022
1 3
Elucién 0,009
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Resultados

< ANALISIS DEL PLASMIDO PGLO MEDIANTE ELECTROFORESIS EN
GEL DE AGAROSA
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Resultados

< CALCULO DEL TAMANO DEL GEN DE LA GFP

Electroforesis en gel de agarosa 0,8 %

y =-1,8938x + 4,3443

pGLO/HindIII

0 0,1 0,2 0,3 0,4 RF 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9



Resultados

E.Coli +pGLO

+ARA -ARA .
: - A. Azul Coomassie B. Luz uv (400nm)
| B 22°C  100°C 22°C  100°C
Ara - + - + - 4+ -
\ 1 2 4 P 1 2 3 4
DESNATURALIZACION

29
KDa

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA -SDS



Resultados

<+DETERMINACION DEL PM DE LA GFP
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Conclusiones

* La bacteria E. Coli HB101 se ha transformado con el plasmido pGLO con una
eficiencia muy alta y se han obtenido colonias fluorescentes.

* El plasmido PGLO se ha purificado y analizado mediante electroforesis en gel de
agarosa y se han obtenido las bandas caracteristicas de las conformaciones

relajada, lineal y supenrollada.

* El gen de la GFP se ha caracterizado mediante la digestion del plasmido pGLO con
Hind Ill y se obtenido una banda cuyo tamano corresponde a 706 pb

* La proteina GFP expresada en presencia de arabinosa se ha analizado mediante
electroforesis, obteniéndose una banda que corresponde a una Masa molecular
de 27 kda.

* Se ha investigado el efecto de la desnaturalizacion con DTT y SDS sobre la
estabilidad del cromdforo y se ha observado que la fluorescencia desaparece
cuando la proteina se somete a desnaturalizacion térmica a 1002C.
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