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Construgcao de um plasmideo com o gene da GFP sob regulagdao do promotor
da catalase

Ligacao

1.  Num microtubo fazer a seguinte mistura:
plasmideo digerido 9,5ul
DNA “insert” 9,5ul
tampao de ligagcéo (10x) 2,5ul
T4 DNA ligase (1U/ul) 1l
agua ultrapura 2,5ul

2. Incubar durante a noite a 16°C. Guardar a 4°C

3. Usar 2ul da mistura de ligagdo para transformar E. coli (ver protocolo abaixo) e

espalhar em placas de LBamp diferentes diluicbes da suspensao celular

Referéncias
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K. Eds. 1995. Current Protocols in Molecular Biology. John Wiley & Sons, Inc.,

Chichester, NY, Brisbane, Toronto, Singapore

Meios de cultura e solugbes

Consultar as fichas técnicas do fabricante das enzimas.

Purificacao de plasmideo de Escherichia coli

1 - Inocular 2ml de meio LBamp com uma coldnia da estirpe bacteriana. Incubar a 37°C
com agitacao forte (~200r.p.m.) durante a noite

2 - Transferir 1,5ml da cultura para um microtubo e centrifugar a 12000g, 30seg a 4°C
numa microcentrifuga

3 - Remover o sobrenadante por aspiracdo, deixando o sedimento o0 mais seco
possivel

4 - Ressuspender o sedimento em 100yl de solugdo | a 4°C. Agitar bem em vortex
para completa dispersdo do sedimento

5 - Adicionar 200ul de solugdo II. Misturar por inverséo rapida do microtubo cinco
vezes (ndo usar o vortex), assegurando-se que toda a superficie interna do
microtubo tenha entrado em contacto com a solugéo. Colocar o microtubo em gelo

6 - Adicionar 150ul de solucéo lll. Misturar mantendo o microtubo invertido e agitando

lentamente com movimentos circulares durante ~10seg



7 - Centrifugar a 12000g, 5min a 4°C numa microcentrifuga. Transferir o sobrenadante
para um novo microtubo

8 - Precipitar o DNA com 2 volumes de etanol absoluto a temperatura ambiente.
Misturar no vortex e incubar 2min a mesma temperatura

9 - Centrifugar a 120009, 5min a 4°C numa microcentrifuga

10 - Aspirar lentamente o sobrenadante. Colocar o tubo em posicdo invertida sobre
papel absorvente. Remover gotas de sobrenadante que tenham ficado aderidas as
paredes do microtubo

11 - Lavar o sedimento de DNA com 1ml de etanol 70% a 4°C. Repetir 0 passo 10.
Deixar o sedimento secar ao ar durante ~10min

12 - Dissolver o DNA em 50ul de tampao TE (contendo RNAase A 20ug/ml), misturando

brevemente em vortex. Armazenar o DNA a 4°C

Referéncias
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Meios de cultura e solugbes

*Meio LB com ampicilina (LBamp)
triptona 1% (p/v)
extracto de levedura 0,5% (p/v)
NaCl 1% (p/v)
Ajustar pH 7,5 com NaOHagq
Autoclavar 20min, 120°C, 1bar
Antes de distribuir 0 meio pelas placas e quando estiver a uma temperatura
de 50°C-60°C, adicionar ampicilina 100mg/ml em agua ultra-pura esterilizada
para uma concentragéo final de 100ug/ml
*Solucgéo |
Glucose 50mM
tris:HCI 25mM, pH8,0
EDTA 10mM, pH8,0
*Solucgéo Il
NaOH 0,2N (diluido previamente dum "stock" 10N)
SDS 1%



*Solugéo Il
acetato de potassio 5M 60mi
acido acético glacial 11,5ml
H,O (ultra-pura) 28,5ml
*Tampéao TE
Tris-HCI 10mM, pH8,0
EDTA 1mM, pH8,0

Digestao de DNA com enzimas de restricao
1. A um microtubo colocado no gelo adicionar:
0,2-1ug de DNA
2ul de tampao conveniente (10x conc.)
agua ultrapura esterilizada q.b.p. 19yl
2. Misturar suavemente agitando no vortex. Manter o microtubo no gelo
Adicionar 1ul da enzima de restricao e agitar novamente como em 1
4. Incubar a mistura a temperatura conveniente de acordo com a enzima (normalmente
a 37°C) durante ~1,5h
5. A reaccédo pode ser parada através da adicdo de EDTA 0,5M para uma concentracao
final de 10mM ou, no caso de se tratar duma enzima termolabil, através do
aquecimento da mistura a 65°C durante 10-15min

6. Analisar os produtos da reac¢do em electroforese em gel de agarose
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Meios de cultura e solugdes

Consultar as fichas técnicas do fabricante das enzimas.
Transformacéao de Escherichia coli

I) Preparacao de células competentes

1. Inocular 50ml de meio LB (em Erlenmeyer de 250ml) com uma s6 colbnia da estirpe

de E. coli. Incubar durante a noite a 37°C, a 250rpm
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8.
9.

Inocular 400ml de LB (em Erlenmeyer de 2000ml) com 4ml da cultura e incubar nas
mesmas condi¢des de temperatura e agitacdo até DOgo=0,375

Transferir a cultura para 8 tubos de 50ml de polipropileno pré-arrefecidos e deixar no
gelo durante 5-10min

Centrifugar a 1600g durante 7min, a 4°C

Ressuspender lentamente cada sedimento em 10ml de solugdo de CaCl, gelada
Centrifugar a 1100g, 5min a 4°C

Ressuspender cada sedimento em 10ml de solugdo de CaCl, gelada. Manter a
suspensao em gelo durante 30min

Centrifugar a 1100g, 5min a 4°C

Ressuspender cada sedimento em 2ml de solug¢éo de CaCl,

10. Distribuir aliquotas de 250u1 por microtubos esterilizados e arrefecidos

11. Congelar imediatamente a -70°C

Il) Transformacéo das células competentes

12.

13.

14.

15.
16.

Descongelar uma aliquota de células competentes em banho de gelo e colocar 100yl
num microtubo arrefecido. manter no gelo

Adicionar 10ng de DNA (10 a 25ul) e misturar com movimentos circulares da ponta
da micropipeta. Manter em gelo durante 10min

Provocar um choque térmico as células, colocando o microtubo num banho a 42°C e
deixar durante 2min

Adicionar 1ml de meio LB. Incubar 60min, 37°C a 250rpm

Espalhar em placa de LB suplementado com o antibiético apropriado (ampicilina).

Incubar a 37°C durante 12 a 16 horas

Fazer um controle com células competentes sem adicao de DNA

Eficiéncia esperada: 10”-10° transformantes/ug pDNA
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Meios de cultura e solugdes

*Meio LB ("Luria broth")
triptona 1% (p/v)



extracto de levedura 0,5% (p/v)
NaCl 1% (p/v)
ajustar pH 7,5 com NaOHagq.
autoclavar 20min, 120°C, 1bar
*Solugéo de CaCl,
CaCl, 60mM
glicerol 15% (p/v)
LB s6lido com ampicilina
meio LB
agar 2% (p/v)
autoclavar a 120°C, 1bar durante 20min
Antes da distribuicdo pelas placas, adicionar ampicilina 100mg/ml
esterilizada por filtracédo, para uma concentragéo final de 100ug/ml. Guardar

as placas a 4°C.

Transformacao de Saccharomyces cerevisiae

1.
2.
3.

10.
11.

12.

Inocular 5ml de meio YPD com uma sé col6nia da estirpe de levedura a ser
transformada. Incubar durante a noite a 30°C, 160rpm

Inocular 300ml de YPD em baldao Erlenmeyer de 1000ml com a cultura de 5ml.
Incubar a 30°C, 160rpm até DOgq entre 0,3 € 0,5 (~1x107células/ml)

Colher as células por centrifugacdo 5min a 4000g. Ressuspender em 10ml de agua
ultra pura e transferir para um tubo de centrifuga de polipropileno de 50ml

Centrifugar 5min a 6000g e rejeitar o sobrenadante

Ressuspender em 1,5ml de solucdo de litio

Misturar 200pg de DNA "carrier" com 5ug de DNA para transformar num microtubo (o
volume total de DNA nao devera exceder 20ul)

Adicionar 200yl da suspenséao celular

Adicionar 1,2ml de solucao de PEG e incubar com agitagdo a 30°C durante 30min
Provocar choque térmico de 42°C durante, exactamente, 15min

Centrifugar em microcentrifuga a maxima velocidade durante 5seg a temperatura
ambiente

Ressuspender as células em 200ul de tampéo TE e espalhar em placas contendo

meio selectivo apropriado (YNBD com suplementos auxotréficos convenientes)

Fazer controle com células sem adicdo de DNA.

Eficiéncia esperada: 105-106transformantes/pg pDNA.
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Materiais biolégicos

* S cerevisiae BY4741 (MATa; his3D1; leu2D0; met15D0; ura3D0)
* Plasmideo Pro41

e "Carrier" DNA: DNA de esperma de salmao

Meios de cultura e solugdes

*YPD
Extracto de levedura 1% (p/v)
peptona 2% (p/v)
glucose 2% (p/v)
*YNB (Yeast Nitrogen Base, Difco)
YNB 0,67% (p/v)
glucose 2% (p/v)
agar 2% (p/v)
suplementos auxotréficos 40mg/L
Preparar o YNB, glucose e suplementos auxotréficos em solugéo concentrada 10x e
esterilizar por filtracdo. Adicionar ao agar mais agua esterilizados por autoclavagem
para fazer o volume total antes da distribuicao pelas placas.
*Solugao de litio:
Tampao TE, pH7,5 (10x) 1vol.
acetato de litio (10x) 1vol.
agua ultra-pura esterilizada 8vol
Tampao TE, pH7,5 (10X)
Tris-HCI 100mM, pH7,5
EDTA 10mM, pH7,5
Acetato de litio (10x)
Acetato de litio 1M, pH7,5 ajustado com &cido acético diluido
Esterilizar por filtracao
*Solucéo de PEG (polietilenolicol)
PEG 4000 ou 3500 (esterilizado por filtragdo) 50% (p/v) 8vol.
tampao TE, pH7,5 (10x) 1vol.

acetato de litio (10x)



*Tampéao TE, pH7.,5

Tris-HCI 10mM, pH7,5
EDTA 1mM, pH7,5

Inducéo da expressao da GFP sob regulacdo do promotor da catalase

1.

Inocular 5ml de YNBDUra- em baldo de 10ml ou tubo Falcon de 50ml com a estirpe
de S. cerevisiae (BY4741) e incubar a 30°C, 200rpm

Lavar as células dos pré-indculos por centrifugacdo em tubos Falcon de 15ml e
ressuspender em igual volume de agua desionizada esterilizada. Apds nova
centrifugacao, eliminar o sobrenadante e ressuspender as células em 5ml do meio de

cultura indicado de acordo com a tabela seguinte:

Grupo Cultura

1 YNBMethUra-

2 YNBDUra-+H,0, 0,5mM

3 YNBDUra- (incubar a 39°C)

4 YNBOIUra-

YNBDUra- (incubar a 30°C)

Transferir as culturas para Erlenmeyers esterilizados de 50ml

Logo ap6s a transferéncia das células (t0), retirar 15ul da cultura e colocar entre
lamina e lamela para observagéao por microscopia de fluorescéncia. Contar 0 numero
de células com fluorescéncia citoplasmatica punctiforme (peroxissomas)

Incubar as culturas a 30°C, 180 rpm

Repetir 0 procedimento ao fim de 6h (t6)

Materiais

Material bioldgico: Saccharomyces cerevisiae estirpe BY4741 (MATa; his3D1;
leu2D0; met15D0; ura3D0)

Plasmideo: Pro41 (derivado do Pca41)

Meios de cultura

YNBMethUra-: Yeast Nitrogen Base 0,67% (p/v), metanol 0,5% (v/v), L-leucina
40mg/L
YNBDUra- + H,O, 0,5mM: Yeast Nitrogen Base 0,67% (p/v), glucose 2% (p/v), L-

leucina 40mg/L
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*  YNBDUra-: Yeast Nitrogen Base 0,67% (p/v), glucose 2% (p/v), L-leucina 40mg/L

BamHI

Prod1 (5703 bp)




Expresséao heterdloga de liticase

Inducéo da expresséao e purificacao

1.

o kM 0N

6
7
8.
9

Inocular E. coliDH5a em meio LB-amp e incubar overnight

Fazer uma diluicdo de 1/1000 da cultura anterior em LB-amp e incubar até ODgy 0,5
Adicionar IPTG para uma concentracgéo final de 0,4mM

Incubar durante 5h a 37 °C

Centrifugar 200 mL da cultura anterior e ressuspender as células com 200 mL de
25mM Tris pH=7,4

Centrifugar e desprezar sobrenadante

Adicionar 8 mL de Tris - EDTA e 8 mL de Tris — Sacarose

Agitar gentilmente por 20 min

Centrifugar e desprezar o sobrenadante

10. Adicionar 8 mL de 0,5mM MgSQ, e agitar gentiimente durante 20 min

11. Realizar uma nova centrifugacao, transferir o sobrenadante para tubos eppendorf

12. Congelar rapidamente com azoto liquido e guardar a -80 °C

Determinacéo da actividade da liticase

1.

o~ 0N

o

Inocular em meio YPD a estirpe BY4741 a 30 °C até ODgy < 1

Centrifugar a cultura e lavar as células com agua destilada

Desprezar o sobrenadante e ressuspender em 50mM Tris pH=7,4 para uma ODgy =5
Fazer tampéo fresco Tris — DTT

Fazer uma mistura para ODggg 0,2 de: 10 mL de Tris DTT + 9,2 mL de H,O + 0,8 mL
de células

Remover 1 mL da mistura anterior e definir ODggo 0Obtido como ponto “zero”

Incubar, a 30 °C e durante 30 min 1 mL da mesma mistura com volumes de liticase
obtida anteriormente (2, 5, 10, 15, 20 e 25 plL)

Determinar a actividade (1 unidade de liticase = 10% de diminuicdo de ODgyo ap0Os
30min a 30°C)

Meios de cultura e solugdes

Meio LB ("Luria broth")
o triptona 1% (p/v)
o extracto de levedura 0,5% (p/v)
o NaCl 1% (p/v)
o ajustar pH 7,5 com NaOHagq.

o autoclavar 20min, 120°C, 1bar

o Extracto de levedura 1% (p/v)
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o peptona 2% (p/v)

o glucose 2% (p/v)
Tris-EDTA (25mM tris, 2mM EDTA)

o Tris 50mM 25ml

o EDTA 500mM 200l

o Agua desionizada até 50ml
Tris-sacarose (25mM tris, 40% sacarose)

o Tris 50mM 25ml

o Sacarose 20g

o Agua desionizada até 50ml
Tris-DTT (100mM tris-HCI pH7,4, 1mM DTT)

o Tris 1M 5ml

o DTT 77mg

o Agua desionizada até 50ml
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