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Introducao

A espécie bacteriana Escherichia coli é provavelmente o organismo mais
conhecido da microbiologia. E uma bactéria bacilar Gram-negativa e pertence a familia
das Enterobacteriaceae. Sdo aérobias e anaerobias facultativas. O seu habitat natural é o
Idmen intestinal dos seres humanos e de outros animais de sangue quente. Possui
multiplos flagelos dispostos em volta da célula. A E.coli € um dos poucos seres vivos
capaz de produzir todos os componentes de que € feita, a partir de compostos basicos e
fontes de energia suficientes. Ela € lactase positiva, uma enzima fermentadora de
acucares que € grandemente responsavel pela flatuléncia de cada pessoa, especialmente
apo6s o consumo de leite e seus derivados.

Atualmente, muito se sabe sobre a bioquimica e a genética da E. coli, sendo ela
uma ferramenta importante para a pesquisa bioldgica bdsica e considera por muitos
pesquisadores quase como um animal de laboratério (TORTORA, et al., 2003).

Os plasmideos sdo ferramentas importantes nos laboratérios de genética e
bioquimica, onde sdo usados rotineiramente para multiplicar ou expressar genes
especificos. Inicialmente, o gene a ser replicado € inserido num plasmideo. Os
plasmideos sdo entdo inseridos em bactérias por um processo chamado transformagdo

A transferéncia de DNA plasmidial para vetores como a bactéria E. coli é um
dos fundamentos da biologia molecular moderna. Na transformacdo quimica (ou
classica) as células sdo tornadas competentes por incubacdo numa solugdo fria de
cloreto de cdlcio, a que se segue um choque térmico de curta duracdo. H4 também a
técnica de transformagdo por eletrochoque, envolvendo a aplicagdo de um campo
elétrico transitério de alta voltagem em uma mistura de células de E. coli e DNA

plasmidial e estas estdo entre as mais eficientes.

Objetivo

Este projeto tem como objetivo a constru¢do de uma linhagem de Escherichia

coli fluorescente para uso diddtico e demonstracdo do processo de transformacao.



Materiais

e Insertos:

GFP (Gram Fluorescent Protein) em fase de leitura clivado com enzima de restri¢ao:
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® Microrganismos:
1.Linhagens de E. coli
MC1061

DH5a

¢ (Cultivo de microrganismos:

2. Meios de cultura bacteriana (Sambrook et al.,1989)

LB: Triptona 1,0%; Extrato de Levedura 0,5%; NaCl 1,0% ou 0,5%.

LB Agar: Triptona 1,0%; Extrato de Levedura 0,5%; NaCl 1,0%; Bacto Agar 2,0%.

e Vetores:

Plasmideo pBR322:
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Métodos

e Os meios de cultura devem ser esterilizados em autoclave (120 gf / cm® —
15min) antes de serem utilizados. Para critérios de selecdo serdo usados os antibidticos
Ampicilina (100 pg / mL) e tetraciclina (20 pg / mL). Também serd acrescentado as
placas contendo bactérias transformadas com os vetores e seus insertos, o indutor IPTG

(0,4 M) e andlogo de lactose X-Gal (50mg / mL).

® Amplificacio do inserto por PCR

Serdo utilizados iniciadores (primers) que amplificam as regides flanqueadoras
do gene Gfp. Serd feita padronizacdo do PCR em diferentes condi¢des, como distintas
temperaturas, concentracdo de MgCl,, iniciadores, dilui¢do do molde e concentracdo da
Taq polimerase para a amplificagdo dos fragmento.Para a reacdo, a mistura deverd
conter: tampao 4E , dNTPs , MgCl,, iniciadores, Taq polimerase e dgua. Apds a adi¢ao
dos fragmentos gendmicos, as reagdes serdo levadas ao termociclador e programadas
para os ciclos. Uma aliquota devera ser reservada de cada reagcdo apds amplificagdo para

andlise em gel de agarose 0,8%.



® Preparagido das bactérias quimiocompetentes (Sambrook et al.,1989)

Sera feito um inéculo em 100 mL de LB que ficard incubado aproximadamente
3 horas a 37°C sob agitac@o (300 ciclos / minuto). A cultura serd transferida para tubos
estéreis previamente gelados, estocando-os em gelo por 10 minutos. As culturas serdao
centrifugadas a 4000rpm por 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes serdo descartados e os
pellets ressuspendidos, no gelo, em 10 mL de CaCl, 0,IM gelado (preparado e filtrado
no mesmo dia da preparacdo). Segue-se nova etapa de centrifugacdo e este
procedimento de lavagem com CaCl, serd repetido por 3 vezes. Apds estas lavagens,
cada pellet serd ressuspendido em 2 mL de CaCl, para cada 50 mL de cultura original.
Aliquotas de 100 pL de células serdo congeladas (gelo seco) e armazenadas no freezer a

-70°C.

e Preparagdo dos vetores

Os vetores serdo clivados com a mesma enzima de restri¢do utilizada na clivagem
do inserto, em solucao contendo dgua miliQ, tampao, e enzima que posteriormente deve
ser centrifugada em spin rdpido, deixada em banho Maria a 37°C por 2 horas, e

aquecida posteriromente a temperatura de desnaturagdo da enzima.

¢ Desfosforilacido dos vetores
Para cada 100 pg de DNA serd utilizado 1 pL da enzima CIP (defosforilado —
10U/ pL) e 10% do tampao de fosfatase, completando o volume final com 4dgua miliQ.
A amostra deverd ser incubada a 37°C por 1 hora e 30 min, sendo aquecida
posteriormente a 67°C para inibir a atividade enzimdtica. Apds isso, serd adicionado
acetato de potdssio (SM) para precipitacdo do DNA juntamente com etanol absoluto,
congelando a amostra a -20°C por 16 horas. No dia seguinte, a amostra serd

centrifugada a 13500 rpm por 10 minutos (4°C), ressuspendendo em 20 puL. de dgua.

e Ligac¢do do inserto ao vetor ((Sambrook et al.,1989)

A reacdo de ligacdo serd feita com a adicdo de 100ng do vetor digerido com
acrescido da mesma propor¢do molar dos insertos amplificados e digeridos. A esta
solucdo serdo adicionados 1puL de tampao de ligagdo (10X), 1uL de ligase e dgua miliQ
para um volume final de 10 pL. A reac@o serd incubada a temperatura ambiente por

aproximadamente 16 horas e utilizada para a transformacgdo das bactérias competentes.



¢ Transformagdo de bactérias

Serdo transferidos 2ul. de cada ligacdo para tubos contendo bactérias

quimiocompetentes previamente descongeladas. Em seguida estas serdo submetidas a

choque térmico para a absorc@o do plasmideo (20 min no gelo-50 seg a 42°C-2min no

gelo). Serdo entdo adicionados 100 pLL de LB e as amostras serdo incubadas por lhr e

30 min a 37°C sob agitacdo (150 rpm). As células porteriormente serdo plaqueadas em

meios seletivos especificos.

Cronograma

01/03 a 15/03

Preparacdo dos meios, e matérias.
Preparac@o dos microorganismos competentes.

16/03 a 31/03

Amplificagdo do inserto GFP e clivagem.
Clivagem do vetor e desfosforilagao.

01/04 a 07/04

Ligacao do inserto ao vetor.
Analise comparativa em gel de agarose do vetor clivado e sem o inserto, e
do vetor com o inserto ligado digerido para comprovacao da ligacao.

08/04 a 15/04

Transformacdo Quimica

16/04 a 20/04 Replicacdo dos exemplares obtidos.

20/04 a 20/06 Apresentacdo da proposta e das bactérias fluorescentes as escolas e
universidades.

Orcamento

o TAQ DNA POLIMERASE- 5 UNIDADES POR MICROLITRO-100
UNIDADES-62,00USD

o PRIMERS FOR PCR AMPLIFICATION- 2 MICROGRAMAS-205,00USD
o 10 MICROMOLAR DE DNTPS MIX-100 MICROLITROS-67,00USD

o PLASMID PBR322-25MICROGRAMAS-146,00USD

o CELULAS DH5 ALFA-1 MILILITRO-165,00USD

Justificativa




A producio de bactérias fluorescentes pode ser de grande importancia e
utilidade, uma vez que viabilizaria a observacdo de processos biolégicos da bactéria,
como conjugacdo, transformacgdo, transducdo, transferéncia vertical de material
genético, entre outros.

As bactérias verdes poderiam ser usadas para fins diddticos em escolas para
ensinar os processos reprodutivos das bactérias de uma maneira interativa, além de

tornar a espécie bacteriana mais conhecida utilizada mais interessante para os alunos.
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