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BIOBLUE INTRODUCCION

@ Se aplicaran técnicas moleculares para el analisis de la diversidad genética en las
salinas tradicionales de Cabo Verde.

@ El curso estd enfocado a la utilizacion de las herramientas moleculares para el
estudio de la diversidad en los ecosistemas singulares de las salinas y el seguimiento del
equilibrio necesario para la produccion de la sal

@ Se trabajara con muestras de diferente naturaleza (salmuera y sales) provenientes de
las salinas de origen marino.

@ Se realizara la seleccién de métodos de extraccion y tipos de cebadores mas
indicados para la amplificacion del DNA.

® La amplificacidn para detectar la presencia de los grupos y especies objetivo,
principalmente cianobacterias, microalgas e invertebrados, se realizara con varios
marcadores mitocondriales y nucleares.

@ Se aplicara la técnica de clonacion para amplificar el ADN cuando se presenten
multibandas en la PCRs.
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BIOBLUE ESQUEMA DEL CURSO

Recoleccion y Visualizacion del
tratamiento de muestras gendmico mediante
(salmuera y sales) Electroforesis Amplificacion del DNA
extraido con cebadores:
l I - Universales
Extraccion de DNA i Gener,a.les
Pretratamiento de mediante protocolos I COS
las muestras; establecidos: ‘
- Filtracion - Salino
- Centrifugacion - Kit Mollusc E.Z.N.A

Visualizaciéon de producto de
PCR mediante Electroforesis

Unica banda que

se diferencia con l
visualizacién del Nueva Amplificacion
gel y posterior ) con cebadores <—— | Mltiple banda inicia el
secuenciacion especificos M 13 proceso de clonacidn
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BIOBLUE

Filtracion:

()

Fundamento: la fuerza impulsora
para que el liquido atraviese el
filtro es la que ejerce la presidn
atmosférica cuando aplicamos el
vacio al sistema.
Utilidad: separar un sdlido de un
liguido, cuando lo que se quiere
recuperar es el sélido.
Material: soporte, pinza metalica,
embudo de Bichner, filtro de 0,2 o
0,45 micras circular (de un tamaio
qgue cubra la base del embudo sin
sobrepasarla), matraz de Kitasato,
adaptador de goma o de caucho,
varilla de vidrio, conexidon a
un sistema de vacio (bomba de
succién, trompa de agua).

MACBIOBLUE
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PRETRATAMIENTO

Centrifugacion:

MAC 2014-2020

La centrifugacion es una
técnica de sedimentacion,
acelerada gracias al uso de
fuerza centrifuga. Se aplica
al analisis 0 a la separacion
de mezclas de particulas,
células, organulos o
moléculas.

Para la formacién de pellets
centrifugamos 3 una
velocidad superior a 15,000
g durante 15-20 min
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VIACBIOBLUE

Pesar aproximadamente 30 mg de filtro/pellet.

Adicionar 350 pL de ML1 + 25 pL de Proteinasa K.

Vortex 15 sy dejar 3 ha 60°C, luego ON toda la noche a 37°C.
Afadir 350uL de wuna solucién de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1)

Vortex y centrifugar a 10.000 xg durante 2 minutos a
temperatura ambiente.
Transferir la fase acuosa
microcentrifuga de 1.5mL.
Afadir 350uL de MBL Buffer y 10uL de RNase A. Vortexear a
maxima velocidad durante 15 segundos.

Incubar a 70°C durante 10 minutos y enfriar a temperatura
ambiente.

Anadir 350uL de etanol absoluto. Vortexear a maxima
velocidad durante 15 segundos.

Insertar una columna HiBind DNA Mini Column en un tubo de
coleccion de 2mL.

Transferir 750uL de muestra a la columna, incluyendo
cualquier precipitado que se haya formado.

Centrifugar a 10.000 xg durante 1 minuto, desechar el filtrado
y reutilizar el tubo de coleccidn. Repetir los dos ultimos pasos
hasta que toda la muestra haya pasado por la columna.
Desechar el filtrado y el tubo de coleccion.

MACBIOBLUE
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(superior) a un tubo de

16.

17.

18.

19.

20.
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EXTRACCION (Kit EZNA Mollusc)

Insertar la columna dentro de un tubo de
coleccion de 2mL nuevo.

Afnadir 500uL de HBC Buffer y centrifugar a
10.000 xg durante 30 segundos. Desechar el
filtrado y reutilizar el tubo de coleccion.

Anadir 700uL de DNA Wash Buffer vy
centrifugar a 10.000 xg durante 1 minuto.
Desechar el filtrado y reutilizar el tubo de
coleccion. Repetir el paso anterior para una
segunda etapa de lavado.

Centrifugar la columna vacia a maxima
velocidad durante 2 minutos para secar la
membrana, de lo contrario, los restos de etanol

podrian interferir en las aplicaciones
posteriores.
Transferir la columna a un tubo de

microcentrifuga de 1.5mL libre de nucleasa.
Afnadir 75uL de Elution Buffer precalentado a
70°C

Dejar enfriar a temperatura ambiente durante
2 minutos. Centrifugar a 10.000 xg durante 1
minuto.

Almacenar a -20 °C.
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BIOBLUE EXTRACCION (Kit EZNA Mollusc) 7
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BIOBLUE EXTRACCION (Protocolo salino)

1. Pesar aproximadamente 30mg de filtro/pellet.

2. Afadir 600pL de tampdn de extraccion (0.05MTris — 0.1M EDTA),
70ul de SDS al 10% y 20uL de proteinasa K (20mg/mL).

3. Incubar la solucién durante una noche (minimo 4 horas) a 55°C en
un tubo de microcentrifuga de 1.5mL codificado. Luego ON 37°C

4.  Afadir 200uL de NaCl 5M y mezclar durante 20 minutos.

5. Centrifugar la muestra a velocidad maxima a 4°C durante 20
minutos.

6. Transferir 800uL de sobrenadante (ADN extraido) a un nuevo tubo
de microcentrifuga de 1.5mL.

7. Anadir 700uL de alcohol absoluto e incubar un minimo de 2 horas
a-20°C.

8. Centrifugar la muestra durante 15 minutos a maxima velocidad a
4°. Descartar el sobrenadante.

9. Lavar el pellet de ADN afiadiendo 800uL de etanol frio al 70% y
centrifugar durante 15 minutos a maxima velocidad a 4°C.
Descartar el sobrenadante.

10. Secar el pellet a temperatura ambiente durante un minimo de 4
horas. Evitar secar durante mas tiempo ya que el ADN podria
degradarse.

11. Resuspender el pellet en 150uL de H20 doblemente destilada.

12. El extracto de ADN puede ser guardado a 4°C durante un dia. Para
un almacenamiento prolongado guardar a -20°C.

-
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VIACBIOBLUE

CUANTIFICACION Y VISUALIZACION ADN s

Cuantificacion mediante espectrofotometria:

Medicién mediante espectrofotometria de la luz UV
absorbida por las bases nitrogenadas.

Se tomaran lecturas de la Densidad Optica (D.O.) a
longitudes de onda de 260 nm y 280 nm. La lectura a
260 nm permite calcular la concentracién del ADN en
la muestra. Una D.0.260 de 1.0, corresponde
aproximadamente a 50 ug.mL-1 de ADN doble cadena,
a 33 yg.mL-1 de ADN cadena sencilla, a 20-30 pg.mL-1
de oligonucledtidos entre 20 a 40 bases y a 40 pg.mL-1
de RNA. La relacién entre las medidas a 260 y 280
(D.0.260:D.0.280) proporciona un estimado de la
pureza de la muestra. Las preparaciones puras de ADN
deben tener un valor D.0.260:D.0.280 de 1,8 a 2.

1. Realizar una dilucién 1:10 (5 pL en 45 pL de TE/agua

destilada) de la muestra de ADN utilizando tampdn TE
o agua destilada, en un volumen final de 50 pL.

2. Calibrar a cero el espectrofotometro con tampdn
TE/agua. Colocar el volumen total de la dilucion de la
muestra en una cubeta de cuarzo de 1 mL. Medir y
registrar el valor de la D.O. a 260 y 280 nm

3. Estimar la concentracion de ADN en la muestra
utilizando la siguiente relacion:
[A = 50pug.mL! x D.0.260nm x factor de dilucion
MACBIOBLUE
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Cuantificacion del ADN mediante espectrofotometria

Rango dinamico
2 ngful-15o000 ngful

=|lnterf.: HC, Péptidos, Fenoles, Com p. aromaticos...

Visualizacion:
- Mediante Electroforesis al 1% de agarosa
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BIOBLUE AMPLIFICACION

1. Técnica que consiste en la 4. Entubos de PCRse afiade1 7. Ponereltermociclador con el

amplificacién in vitro de un uL de ADN gendmico. programa seleccionado para el
fragmento de ADN. Rotulados e identificados. primer que se emplea.
2. Esnecesario conocer, al 5. Seprepara el Mix de 8. Visualizar los resultados en un
menos parcialmente, la Reaccion (el que contienen gel al 2% de agarosay 4 pL de
secuencia del fragmento a todos los componentes) a leader.
amplificar (un gen, una un volumen que
parte de un gen, una regién corresponda por el total de i
no codificadora,...). muestra. '”fl.ﬁ‘a"“n'
3. Paraque tenga lugar la 6. Seafade 14 uL de mix a il
reaccion se requiere de cada tubo que contega el
unos componentes: ADN gendémico y uno sin
ADN que nos sirva de Elongacién por Separacién de e
Control negativo. gk PRI e

PCR

Unidn de los oligos
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BIOBLUE

AMPLIFICACION

MgCl2

dNTPs
Primer FW
Primer RV

Taq
Polimerasa

e MACBIOBLUE
Nuevos Productos y Procesos en el Ambito
de La Bigremologla Azul de la Macaronesia

REACCION DE AMPLIFICACION DE ADN - PCR

Taq Go Buffer 5x

25 mM

10 mM
100 uM
100 uM

5U

(1,5mM-
2,5mM)

0,8 mM
20uM
20uM

0,015 U
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VIACBIOBLUE CLONACION

CLONACION: consiste en unir in vivo fragmentos de ADN de procedencia muy diversa con
secuencias de ADN capaces de replicarse de manera auténoma. En esta técnica de la clonacion
molecular o génica no se clonan células, pero si se utilizan para clonar fragmentos de ADN, se
las llama células competentes.

Filtracion:
1. Insertar el Amicon Ultra-0.5 ml en el tubo colector.
2. Adicionar las muestras y completar el volumen hasta 500 microlitros con agua dd.
3. Centrifugar a 14.000 g entre 10-30 min.
4. Colocar el Amicon en un nuevo tubo colector en posicion invertida.
5. Centrifugar 2 min a 1000 g y recoger el filtrado.
6. Cuantificamos la cantidad de producto de PCR.
7. Una vez filtrado podemos seguir con el proceso de ligacién o almacenar a — 202 C.
Ligacion:
8. Se toman tubos de 0.5 ml rotulados para cada filtracion realizada.
9. Preparar alicuotas para un unico uso de 2x Rapid Ligation Buffer. Vortex vigorosamente 2x
Rapid Ligation Buffer antes de usar.
10. Centrifugar brevemente el pGEM-T Easy Vector 11. Preparar una reaccion de 10 pl como se
indica: Tablas 2 y 3 (Dosier)
-
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BIOBLUE CLONACION

Transformacion:

11. Preparar placas para cada reaccién de ligacion.

12. Se centrifugan las reacciones de ligacion para colectarlas en el fondo del tubo.

13. Adicionar 2pL de cada reaccién de ligacidon a un tubo estéril de 17x100 mm tipo Falcon
sobre hielo.

14. Tomar alicuotas congeladas de JM109 HECC y colocarlas sobre hielo has
descongelacion

15. Pipetear suavemente 25 pL de células a cada tubo de ligacion.

16. Oscilar los tubos para mezclar y colocarlos sobre hielo 20 min.

17, Incubar las células durante 45-50 s en bafio a exactamente 429C sin agitar y pasarlas a
hielo durante dos minutos.

18. Adicionar 500 pl de medio SOC atemperado a los tubos con las reacciones y las células.
19. Incubar durante 3-5 horas a 372C con agitacion (150-250 rpm).

20. Una vez acabado el periodo de transformacion se produce la siembra en las placas.
Para ello se platean 12-150 pL de cada una de las transformaciones en condiciones de
esterilidad (bajo llama).

21. Se deja absorber sobre los medios unos 30 min para posteriormente incubarlo a 372C
ON.
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BIOBLUE

1. Fragmentacion enzimética Vector de clonacion

del gen a clonar

¥ ¥

ADN fuente  n———

S

\ 2. Linearizacion enzimatica

del vector
/ ADN del vector

Inserto de ADN ‘ ~ | !

3. Union del vector de clonacion
y el inserto de ADNce
del bacteriofago T4
4. Preparacion de células
competentes

ADN recombma nte

5y 6. Transformacion y Bactena E. coll
seleccion de la clona

recombinante :

Produccion de la proteina

\ Almacenar ADN
delgen clonado

©

Medio LB con agar
+ Ampicilina
Fuente: Adriana Maria Salazar Montes, Ana Soledad Sandoval Rodriguez, Juan Secorro Armendariz Borunda: Biologia molecular. Fundamentos y

aplicaciones en las ciencias de la salud, www.accessmedicina.com
Derechos @ McGraw-Hill Education. Derachos Reservados.

Transformacion (CONTINUACION):

22. Pasada la noche ha de observar que han
crecido colonias y se pasa a nevera a 42C
para apreciar los cambios de coloraciéon en
las células (las blancas son las que han
tenido éxito en la transformacion mientras
que las azules no).

23. Screening de colonias para la PCR
Colony: - Seleccionamos la colonia con la
punta de la pipeta y se transfiere a un tubo
con 50 pL de agua MiliQ.

24. Se pone a 962C durante 10 min. En
bloque térmico.

25. Centrifugar a 16000 g durante 5 -10 min.
26. Se transfiere el sobrenadante a un
nuevo tubo y se conserva a -202C hasta su
uso para la PCR.
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BIOBLUE AMPLIFICACION COLONIAS M13 15

Las colonias seleccionadas son amplificadas mediante una PCR, segun la reaccion con los primers M13

Go Taq Buffer 5x 3

25mM MgCI2 1,5

DNTP(s) (10mM) 0,12

Go Tag DNA Polymerase 0,075

M13 F 0,12

M13R 0,12

Agua (MiliQ) Ajustamos la cantidad en base a
la cantidad de DNA a usar

DNA (depende de la calidad del ADN,
entre 2-5 plL del producto
clonado)

El volumen total en la reaccion de PCR es de 15 plL
El programa usado es el siguiente: 942C, 3’/40 x (942C, 30 /55°C, 30"’/72°C, 1'30”’)/722C, 10’/4°C, 5’

i
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BIOBLUE PCR-RFLP

RFLP: polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion

Una enzima de restriccion (o endonucleasa de restriccion) es aquella que puede
reconocer una secuencia caracteristica de nucleotidos dentro de una molécula de ADN y
cortar el ADN en ese punto en concreto, llamado sitio o diana de restriccion. Los sitios de
restriccion presentan entre cuatro y seis pares de bases, con las que son reconocidos.

Enzima Secuencia de Patrdn de corte Bacteria de origen
recanonimuentn y de corte
mAfLCCTT A At’(‘-T-Tm
Hindlll P — o | Haemophilus influenzae Rd
-U-LTTCGM L Lkl .10 Asllle
" Extremos cohesivos

i
T AT T CATCCTTT

BamH| . ! ! Baciilus amyloliguefaciens H
aledel (T AG Gl skl (. CTAG e
* i Extremos cohesivos
mA-G-C-Tm m AG cT
Alul E E 111 10 ! Arthrobacter luteus
J—l—l—LT_;:.c..n T-C G-A
'* Extremos romos
b
C-A-T-C G-A-T-C
rrrry v T
Saudal L — Staphylococcus aureus 3A
ahdeded ¢ 7. 4, kel alded TG LLL
4 Extremos cohesivos
=
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BIOBLUE PCR-RFLP

PCR-RFLP con la enzima de restriccion BseGl para identificar Dunaliella salina

Enzima BseGl 10U 0,5ul
FD Green 10x 1pl
Buffer
Agua 8,5ul
Producto PCR Sul
1ng
Volumen total 15ul

<.
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VIACBIOBLUE PCR-RFLP 18

Visualizacion de ADN digerido con 2 enzimas: BseGl y Fokl

05.11.2018
RFLP_14_15_DUNALIELLA

Vacio

Ladder Takara 1Kb
1.BSeGl

2. BSeGI C+

1. FoKl

2. FoKI C+

Vacio

Vacio

NGV WNRE
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i <ol e e MAC 2014-2020 NSO =

Cooperacion Territorial




=

MACBIOBLUE %-g T
( T Lo oo HItErreg 4

Cooperacion Territorial

Investigadores: Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Laboratorio BioMol
Carolina Medina Alcaraz

Dailos Hernandez Reyes

Nieves Gonzalez Henriquez

Contactos:
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