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Introduccio

La identificacid d’espécies es basa en gran mesura en observacions taxonomiques fetes
a simple vista. Es un métode que funciona molt bé, perd hi ha casos en que no és
possible identificar un ésser, ja que encara no esta del tot format, com podrien ser una
larva de insecte desconegut, o perque I'ésser ha quedat en un estat irreconeixible, com
per exemple en una hamburguesa, o que un ésser es molt semblant perd no es

correspon a la espécie descrita.

El DNA barcoding és una solucié per a aquests problemes, ja que només cal una fulla,
un pessic de la carn, o un tros de larva, per a obtenir la seva seqiiencia i comparar-la
amb la base mundial de dades del BOLD Systems. En aquest treball de recerca hem

investigat dos plataners, un de Teia i un del Masnou.

Hem estructurat el nostre treball en dues parts, la teorica i la practica. En la part
teorica expliquem en qué es basa el DNA Barcoding, els acids nucleics, i també alguns
processos que hem utilitzat en la part practica. En aquesta part hem fet un petit resum

del treball realitzat al CRG, i la nostra experiéncia fent el Barcoding dels plataners.
Hipotesi:

La nostra teoria era que es tractava en els dos casos de I'espécie Platanus, perd no
sabiem exactament si es tractava d’un hibrid entre Platanus Orientalis i Platanus
Occidentalis, el nom del qual varia entre Platanus x Hispanica i Platanus Acerifolia, o

una especie “pura”.



Eleccio del tema:

Vam interessar-nos en aquest tema perque ens oferia “treballar” en un laboratori real,
on podriem utilitzar técniques i procediments que estan molt lluny de les nostres
possibilitats com a estudiants de batxillerat. A part el tema de la genetica, DNA i

identificacio d’especies ens atreu especialment, dins de tot I'ambit de la biologia.

Vam escollir els plataners perqué son dos arbres que tenim molt a prop en la nostra
vida quotidiana, i ens semblava molt curids que poguéssim analitzar DNA de uns arbres

gue ens han acompanyat tota la vida.

Metodologia:

En el CRG (Centre de Regulacid Genomica), emplacat en el PRBB (Parc de Recerca
Biomedica de Barcelona), s’investiga per a entendre la relacié que hi ha entre el
genoma i les malalties, que permet millorar la qualitat de vida a llarg termini d’aquests

malalts.

Hem treballat seguint protocols ja elaborats de I'empresa QuiaGen i Sun Chemical.
Hem utilitzat uns kits d’aquestes dues empreses, on ja hi havien tots els reactius
necessaris per a la obtencié del DNA i, posteriorment, el gen d’interés. Ens van

planificar la setmana idealment, pero al final cada grup va anar fent feina al seu ritme.

Dificultats:

Molts dels termes cientifics que ens vam trobar als protocols, a més de estar en angles,
eren totalment nous per a nosaltres, cosa que era molt frustrant ja que ens teniem que
parar a cada moment per preguntar a I'Annick o a algun company. Les quantitats eren
tan petites que qualsevol error, encara que fos de 1 ul, podia embrollar tot el procés

posterior.



PART TEORICA



1. Acids nucleics

Esta format per atoms de Carboni, Hidrogen, Oxigen, Fosfor i Nitrogen. Els acids
nucleics es basen en els nucleodtids, que son molecules formades per una pentosa, un
acid fosforic i una base nitrogenada (Adenina, Citosina, Guanina, Timina o Uracil). N’hi

ha de dos tipus, el DNA i I'RNA.

1.1 DNA

S'anomena acid desoxiribonucleic (en angles, desoxiribonucleic acid), i porta la
informacié geneética de l'individu al qual pertany. La diferéncia entre ADNs radica en
I'ordre de les seves bases. EIl DNA és un polimer format per subunitats anomenades
nucleodtids. Es troba en les plantes en forma de doble hélix, i es manté aquesta
estructura gracies als enllagcos que es creen entre les bases nitrogenades de les dues
cadenes. Aquesta unié es dona només entre Adenina(A) i Timina(T), i entre Citosina(C) i
Guanina(G). Per aix0 es diu que son complementaries, i si trobem una podem trobar

I'altra indirectament.




1.2 RNA

S’anomena acid ribonucleic (en anglés ribonucleic acid) i esta format per nucleotids i
les bases Adenina, Citosina, Guanina i Uracil. Aquesta Ultima base és el que el
diferencia del DNA. EI RNA actua en la sintesi de proteines, i és el portador de la

informacio genética del virus.

2. DNA Barcoding

El DNA Barcoding és un metode de taxonomia, és a dir, per identificar espécies, basat
en un marcador genétic que identifica I'espécie a la qual pertany I'individu del qual s’ha
extret el DNA. Algunes de les aplicacions d’aquest meétode sén: per detectar fraus
alimentaris, identificar larves d’insectes que son impossibles de classificar degut al seu

desenvolupament, o simplement per donar més precisio a una identificacié a ull nu.

Per a trobar aquest marcador genétic , cal extreure el DNA per métodes tant fisics com

quimics, amplificar-lo mitjangant PCR, purificar-ne el resultat i seqlienciar el producte
2.1 Barcoding d’animals

En els animals el marcador genétic que dona millors resultats és el gen mitocondrial
Citocrom Oxidasa |, abreviat com COI, que té uns 600 parells de bases. El procés de
laboratori és el mateix excepte els primers de la PCR, que necessita uns especifics per

al gen COLI.
2.2 Barcoding de plantes

En les plantes el procés es més complicat, ja que aquestes tenen una paret cel-lular de
cel-lulosa que fa més complicat la extraccié de DNA aixi com el seu purificament. El gen

gue es busca és el rbcL o el matk, els dos aptes per a fer el Barcoding.



2.2.1 rbcL

Gen cloroplastic, és a dir, localitzat al cloroplast, que codifica per a la proteina RuBisCo,
la més important en quant a proteines acceptors d’oxigen. Aquest gen va ser escollit
degut a la seva quasi universalitat en plantes, totes el tenen menys les parasites, i la
seva longitud d’uns 1400 parells de bases i la gran quantitat de copies en els
cloroplasts. Té una tasa de mutacions molt baixa, cosa que el fa poc adient per a
establir relacions filogenetiques entre generes molt propers. Degut a la seva

localitzacid en els cloroplasts, s’hereta de part materna.
2.2.2 matK

Es un gen que codifica per a una maturasa, és a dir, per a una proteina que talla
introns. Es troba als cloroplasts, com el rbcL, i segueix una transmissié materna com
aquest. Al contrari del rbcL, aquest gen experimenta moltes mutacions que sobreviuen,

per tant és bastant corrent per a identificar relacions filogenétiques.



3. Processos

3.1 PCR

La PCR és una técnica que permet obtenir moltes cépies d’un sol fragment de DNA. Va
ser descoberta per Kary Mullis, I'any 1983. La PCR consisteix en una serie de 20-40
cicles de calor-fred. En primer lloc, se separen les dues cadenes del DNA mitjancant
calor. A continuacié, es produeix la unido del primer (petit fragment de DNA
complementari del tro¢ que volem replicar) amb el DNA. Per aixé és necessari baixar la
temperatura a 40-70 2C. Aleshores la Polimerasa s’uneix al primer i comenca a
sintetitzar la nova cadena, en direccid 5’-3’, complementaria a la cadena que volem. Un

cop acabada, es manté a 42C fins la seva utilitzacio.
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3.2 Seqiienciacio

Sén els métodes per a trobar I'ordre exacte de les bases en un fragment d’ADN. Les
técniques actuals de seqilienciacié son essencials per al progrés de la biologia
molecular i la biomedicina, ja que es basen en el coneixement dels gens del genoma
del malalt. Actualment son técniques molt depurades, que permeten una exactitud del

99,999%, a més s aun cost relativament baix i a una velocitat bastant elevada.
3.2.1 Electroforesi capil-lar

Es el métode que nosaltres vam utilitzar, que es basa en la relacié masa/carrega de les
bases nitrogenades. En aplicar una diferencia de potencial entre els dos extrems d’un
tub molt prim (menys de 50u de diametre), fent que les molécules d’ DNA es moguin
cap a un extrem. Els fragments de DNA a analitzar es troben units a marques
fluorescents , que sén excitades i detectades per un laser d'argd , localitzat en un

extrem del capil-lar. Dona uns resultats com aquests:
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PLATANUS

Regne: Plantae Ordre: Proteales Origen: de I'hemisferi nord, on
viuen al costat de corrents d’aigua o

on la capa freatica és alta

Divisio: Familia: Platanaceae Nom comu: platan
Magnoliophyta (Platanacies)

Classe : Genere: Platanus Espécies:
Magnoliopsida Platanus Kerry

Platanus Gentryi

Caracteristiques: Platanus Rzedowskii

- Arbre caducifoli Platanus Mexicana

-De 30 a 50 m d’algada Platanus Chiapensis

- Fulles groses amb forma palmada amb cinc ~ Platanus Orientalis

16buls Platanus Occidentalis

- Flors unisexuals monoiques Platanus Racemosa
Platanus Wrightii

Platanus Oaxacana

Platanus x Hispanica

\
PLATANUS
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PLATANUS X HISPANICA

Regne: Plantae

Divisio:

Magnoliophyta

Classe :

Magnoliopsida

Origen: horticola
(hibrid entre Platanus
orientalis i Platanus

occidentalis)

Ordre: Proteales

Familia: Platanaceae

platanacies

Geénere: Platanus

Etimologia:
platanus prové del
grec que significa
arbre, mentre que
hispanica fa

referencia a

Hispania, d’on va ser

descritel 1770.

A la primera fotografia podem observar un platanus x hispanica

Especie: hispanica

Nom comu: platan d'ombra

Caracteristiques:

- Arbre caducifoli que supera els 30
metres d’alcada

- Esperanca de vida de 300 anys

- Tronc recte amb tons grisos i verdosos
- Fulles palmades

- Flors en inflorescencies, sense sentit
ornamental

- Floreix a la primavera

- Cada fruit és un aqueni, amb la base

rodejada per pels de color marré.

La segona fotografia ens mostra el tronc d’un platanus x hispanica, amb els seus tons marronosos i verdosos.
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Distribucio:

~

Com podem observar, Catalunya és una zona on s’hi poden trobar molts platanus x hispanica
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PLATANUS X ORIENTALIS

Regne: Plantae

Divisio:

Magnoliophyta

Classe:

Magnoliopsida

Origen: Eurasia, des
dels Balcans fins a

I'Iran

Ordre: Proteales

Familia: Platanaceae

(platanacies)

Geénere: Platanus

Etimologia:
platanus prové del
grec que significa
arbre, mentre que
orietalis fa referencia
al seu origen que és

Eurasia

Espécie: platanus orientalis

Nom comu: platan oriental

Caracteristiques:

- Creix fins a uns 30m

- Arbre caducifoli

- Fulles palmatipartides , amb [obuls més
llargs que amples

- Adaptable a climes maritims

- Té gran resistencia a tot tipus
d'ambients, fins i tot els contaminats

- Accepta qualsevol tipus de sol amb regs
normals

- Amb les seves llavors proveides de péls
causen irritacions als ulls i coll a certes

persones

- Pot suportar gelades inferiors als -152C
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PLATANUS OCCIDENTALIS

Regne: Plantae

Divisio:

Magnoliophyta

Classe:

Magnoliopsida

Origen: és una
especie nativa de

LAmerica de Nord

Ordre: Proteales

Familia: Platanaceae

(platanacies)

Geénere: Platanus

Etimologia: platanus
prové del grec que
significa arbre, mentre
que occidentalis fa
referéncia al seu origen

que és America del Nord
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Espécie: platanus occidentalis

Nom comu: platan america

Caracteristiques:

- De 30 a 40 metres d’alcada

- Prospera ja sigui en climes secs o humits
- No creix a l'ombra

- Pot tolerar la contaminacio atmosferica

- Floreix durant el mes de maig i les seves
llavors maduren des de I'octubre fins al marg

- Les seves flors s6n monoiques
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Objectiu

Extreure la seqiiéncia de nucleotids de les dues mostres de fulla de dos plataners, per
aixi esbrinar de quina espeécie eren per, posteriorment, mitjangant programes

informatics ,comprar-les amb les espécies pures, i entre elles.
Introduccid

El primer que vam fer abans d’anar al CRG, despres de recollir informacié sobre els
plataners, va ser recol-lectar les mostres (unes fulles) dels plataners a estudiar. Les vam
congelar i, una vegada vam estar en el CRG, vam comencar amb els altres passos. Vam
comencar amb el primer pas , I‘extraccio del DNA. Vam tenir certes dificultats amb
aquest pas, ja que de plantes seques és més dificil extreure el DNA, i I'altre era que
teniem dos protocols a provar, un d’ells no vam poder repetir-lo quant no ens va donar
el resultat, ja que ens vam quedar sense un dels productes, i mitjancant l'altre no
aconseguiem extreure DNA , fins que el final vam pensar en repetir un pas que es feia

filtrant, on, degut a un mal disseny o funcionament, el DNA es quedava retingut.

Després de I'extraccié del DNA vam comengar a preparar la PCR d’amplificacié. Vam
tenir també moltes dificultats en aquest pas, tantes que vam haver de repetir aquest
pas 7 cops. Durant les primeres 4 PCR, no vam canviar cap parametre referent a la
concentracié o a la temperatura, perd al final, a la 5a, 6a i 7a PCR vam canviar les

concentracions i les temperature i vam tenir resultats de dues d’elles.

A continuacié vam purificar la PCR seguint el protocol. No vam tenir cap mena de
dificultat en aquest pas, ja que no hi havia cap pas complicat, es tractava només de
seguir el protocol. Després d’haver purificat la PCR d’amplificacié, vam preparar la PCR
de seqlienciacié tot seguint el protocol. Un cop preparada li vam donar tot ben
etiquetat a I'Annick , que la va portar a la planta de Seqlienciacié del PRBB on es van
encarregar de purificar-ho un cop va acabar. Al final, de les 6 mostres que vam enviar a
sequienciar ( en realitat eren 3, pero vam utilitzar cada mostra amb els dos primers R i F

i per tant ens van sortir 6 mostres) només vam obtenir 3 resultats.
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MATERIAL

Productes:

- Dues mostres de fulles de dos arbres diferents (un de Teia i un de Masnou)
- Kit Quiagen

- Spin-Kit

- Big dye

- Primers

- Aigua destilelada

- Mescla de nucleotids

- Etanol 70% S

- Syver safe

- Per a preparar el gel : Agar, aigua destilelada

- Micropipetes

- Eppendorfs

- Guants

- Bata

- Gradeta

- Magquina de PCR

- Vortex

- Microcentrifugadora
- Centrifugadora

- Microones

- Sala freda (42C)

- Congelador (-202C i un altre a -802C)
- Nevera

- Magquina de seqlienciacié
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Nanodrop

Gel d’electroforesi — maquina d’electroforesi
Tubs

Puntes micropipetes

Escombraries especials per productes biologics

Per a preparar el gel : guants especials
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RECOLLIDA DE MOSTRES

La recollida de mostres la vam fer el divendres anterior a comencar les practiques al
PRBB. Vam agafar un total de sis mostres, tres provenents de Teia, i les altres tres de

Masnou.

(Al final, pero, només vam utilitzar dues mostres, una de Teia i I'altre de Masnou ©

Mostra nimero &
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Un cop vam recollir les mostres, les vam deixar al congelador per els proxims tres dies.
Quan vam arribar al PRBB, ens van dir que per a comengar amb I'extraccié del DNA,

primer haviem de congelar les mostres, ja tallades, a -802C durant uns minuts.

EXTRACCIO DE DNA:

Per extreure DNA, vam necessitar dues mostres vegetals seques corresponents als dos
arbres que vam escollir. A continuacio les vam deixar durant uns minuts al congelador a

-802C.

Un cop congelades, les trossejavem tant com podiem per fer-les

ven petites dins d’un eppendorf, i a continuacié les posavem al

vortex. A partir d’aquest punt, podiem fer servir el Kit Qiagen o el
Spin-Kit. Ens vam decidir per el Kit Qiagen , perd no vam obtenir
resultats en ka prova del Nanodrop. Al voler-ho repetir, pero, ens vam adonar que ja no

quedava RNasa, i per tant ens era impossible fer servir el Kit Quiagen.

Ens vam posar a extreure DNA a partir del protocol del Spin-Kit i la primera vegada no
ens va sortir tampoc, pero al repetir-ho ens vam adonar que el material genétic es
quedava retingut al filtre del tub i per tant, nomes calia tornar-lo a rentar per obtenir el
DNA. Vam obtenir quatre mostres de DNA en total, dues corresponents al arbre de Teia
i I'altre al de Masnou. Tot i que en el Nanodrop marcava poca quantitat de DNA, se’ns

va fer possible continuar el procés.

La primera fotografia ens mostra els tubs on vam deixar les dues mostes de les fulles dels plataners que vam deixar

al congelador a -802C abans de comengar amb la practica
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La segona fotografia fa referencia a la mostra ja triturada dins del eppendorf

La primera fotografia ens mostra un dels passos del protocol del Spin-Kit on a partir d’un filtre feéiem un rentat per

més endavant extreure’n el DNA

A la segona fotografia podem observar com amb un bastonet esterilitzat assecavem les restes de dissolucié sense

emportar-nos el punt blau, referent al DNA

24



PCR

La PCR és el procés d'amplificacié del gen escollit. En aquest cas, el rbcL

PCR d’amplificacio:

Per a fer la PCR d’amplificacio, vam
necessitar diferents productes (mescla
de nucleotids, primer R i F, Polymerase
GoTaq, Buffer( diss. Tampd) GoTaq
colorless, MgCl, aigua destil-lada i les
diferents mostres de DNA)

Per a preparar-la vam haver de

preparar una dissoluci6 amb tots el

productes esmentats anteriorment i

deixar que la maquina de PCR fes la seva feina seguint aquest programa :

94°C 4 minuts
35x
- 94°C 30 segons
- 55°C 30 segons
- 72°C 1 minut
72°C 10 minuts
4°C infinit

Tot i que vam seguir el protocol al peu de la lletra, les quatre primeres PCRs no
ens van donar cap mostra de DNA en la prova de la electroforesis. Només
s’observava el ladder.

Per ultim vam preparar 3 PCRs diferents, amb diferents concentracions i

temperatures, i vam obtenir resultats de dues d’elles a través de la prova del gel
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d’electroforesis, amb la qual cosa vam poder avangar cap a la PCR de

purificacid.

Purificacio de la PCR:

La purificaci6 de la serveix per purificar
fragments de DNA de doble helix o d’'una sola
helix de la PCR d’amplificacio.

Per a fer la purificacié de la PCR vam fer servir el

Spin Protocol, on vam preparar una dissolucié de

25 ul de la mescla de PCR i 125 ul de Buffer PB

(Tampé PB).

A continuacié ho vam portar a fer el control Nanodrop i vam obtenir bons
resultats que ens van permetre fer la PCR de seqilienciacid per després

purificar-ho i aixi obtenir la seqliéncia de nucleotids.

PCR de seqlienciacio:

La PCR de seqiienciacio serveix per a obtenir, a partir de les mostres de DNA un
cop ja purificades, la seqiiencia de nucleotids. Es un procés de llarga durada i
complexitat , aixi que el vam deixar al departament de Seqlienciacié del PRBB.
Per a preparar-la, vam necessitar: el BIG DYE, els primers F i R, aigua destil-lada,
les mostres de DNA i el Buffer de Sequienciacié de DNA.

Vam fer un tub de primer F i un altre tub de primer R per a cadascuna de les sis
mostres obtingudes dels resultats que vam obtenir, només dos eren

acceptables degut a que no hui havia informacid genética per llegir.




CONTROL NANODROP:

El control Nanodrop serveix per indicar-nos la qualitat
i quantitat de DNA que conté una dissolucié. Es tracta
d’un sistema lligat (preferentment) a un ordinador, on
agafant 1 ul de la teva dissolucié amb la micropipeta,
el deixes a la placa metal-lica i hi col-loques el suport a

sobre per tal que aquest envii la informacié a

I'ordinador i es pugui llegir. Les unitats que es

fan servir en el control Nanodrop sén: ng /uL

Aquest control el vam fer dues vegades. El primer el vam fer després de I'extraccié de
DNA, si sortia DNA inferior a 8-10 ng /ul, significava que aquella dissolucié no contenia
gaire quantitat de DNA, per tant era millor repetir I'extraccid per tal d’'obtenir millors
resultats. Nosaltres vam haver de repetir-lo entre dos i tres cops fins a aconseguir

superiors a 8.

El segon control Nanodrop el vam fer després de la purificacié de la primera PCR. Per
tal d’aconseguir una bona qualitat, I'ideal era aconseguir DNA d’uns 50 ng /uL, tot i que

nosaltres també en varem acceptar un que rondava als 30 ng /uL.

Si ens surt un nombre molt baix de ng /uL, es que aquella conté, a més de DNA, altres

substancies, com per exemple proteines.

A les segilients fotografies podem observar dos tipus de resultats que podem obtenir

del control Nanodrop:

Re-blank. Frink Screen:

Measure

Z = | Measurement comp.l-ete | oijor/zoi4 11:10
Exit
Show Report | Lser Default

Cwverlay contral | fal] h each Sampl 1 - I
'y ear graph each Sample | Sarnple Type CiMA-50 & 3

Frint Repork

10,55 -
10,00

9,00 2N

2,00 / \
7,00 / \
£,00

\ / \ Sample # 9
5,00 ) .
\\./ \ A | zao & |mm abs,| 4,363

Sample 10

10 mm Absorbance

4,00
\ £-260 10 mm path 9,563

3,00 \




Aquesta dissolucid, presenta una gran quantitat de DNA ( la corba és gran i esta ben

formada)
Re-blank. Print Screen ording M|  Measurement complete 09j07/2014 13:18
Measure - — — | Exit
Print Report Show Repart | i Default
Cverlay conkral | Clear graph each Sample v | Sample Type DhA-50 L
1,00
0,90
0,80 Sample 10
0,70
o 0,60
b
5 Sample # G
£ 0,50
7 S
= -~
< g0 %[ 20 gjam b 0097
£
S n,30 4-260 10 mm path 0,145
0,20 vﬁ‘ A-280 10 mm path 0,105
o1 MWM\\ 260280 1,38
o0 i Z60/230 1,50
-DJ 10 _I 1 1 1 1 1 1 1 1 I 1 1 1 I
z20 230 240 Z50 260 Z70 20 290 300 310 320 330 340 350 -
‘wavelength nm ngful_ 7{3
6.0 BiCd24 -1,34/128/24

Aqguesta dissolucié presenta molt poca quantitat de DNA, per el que podriem

dir que la dissolucié esta formada preferentment per altres substancies.
EL GEL D’ELECTROFORESIS

El gel d’electroforesis és una tecnica que serveix per aillar molécules d’'una mescla ( en

el nostre cas d’una dissolucid).

Nosaltres vam fer servir el control de gel d’electroforesi en acabar la primera PCR (PCR

d’amplificacid) per saber si hi havia constancia de DNA en la dissolucié.
Per a preparar el gel vam necessitar:
-Tae 100 ml
- SYBR Safe
-Agarl2g

A col-locar en cada pou :
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-4 ul DNA + 1 ul loading gel
-5 ul ladder

Un cop ho teniem preparat, aprestavem al botd de GO i al cap d’'uns minuts ja podiem

observar com el DNA i el ladder s’havien desplacgat al llarg del gel.

( * per a col-locar la dissolucié de DNA en els pous, hem de fer servir les micropipetes i
anar amb molt de compte, ja que si no ho fem bé el DNA se’ns pot sortir del pou, i

aleshores no es desplacara bé i no funcionara.)

RESULTATS:

Resultats de I'extraccid de DNA (control Nanodrop):

Mostres ng /ul Interpretacio

1 11,4 hi ha DNA i altres coses
(ex: proteines)
6 8,2 hi ha menys DNA que la

mostra 1

Resultats de la PCR d’amplificacioé (gel electroforesis de 5a, 6a i 7a PCRs):

Pous Constancia de DNA
2 Si
3 No
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Si
No
No

R N U1 BH

St

Resultats de la purificacio de la PCR ( mostres dels pous 2, 4 i 8 al control Nanodrop)

Mostres ng /ulL
6: 50° 35,6
1: 50° 82,5
1: 55° 53,1

Resultats PCR de seqienciacio:

Mostres S’ha seqiienciat?
F-650° - mostra9 St

R -6 50°-mostra 10 No
F-150°-mostra11l St
R-150°-mostra 12 No

F -1 55°-mostra 13 St
R-155°-mostra 14 No
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. 7

Conclusio

Amb aquest treball voliem ser capacos de respondre a la nostra pregunta i saber si
realment els dos arbres, de Teia i de Masnou, eren de la mateixa especie. Amb les
investigacions que vam fer al CRG, vam podem obtenir les seqiiéncies de nucleotids de
les dues mostres i interpretar-les . segons les nostres interpretacions, i amb I'ajuda d’un
programa especialitzat en el reconeixement de les seqiiéncies de nucleotids de les

diverses espécies del mén, vam poder respondre a la nostra pregunta.

Vam podem trobar semblances a simple vista entre els dos arbres, pero tot i aixi voliem
fer la prova mitjangant els seus ADN per estar-ne segurs del tot i confirmar-ho

cientificament.

Amb els resultats obtinguts podem afirmar que les dues seqgiiencies de nucleotids de
les mostres corresponents a Teia i Masnou s’assemblen en més d’un 90% a l'especie del
platanus x hispanica, per tant podem dir que els dos arbres fan referéncia a la mateixa
espeécie. D’altre banda ja teniem confirmat per I'ajuntament de Teia que els plataners
del poble eren de I'espécie platanus x hispanica, per tant, realment haviem de

descobrir si els de Masnou també ho eren.
Conclusions generals

Amb aquest treball hem tingut la oportunitat de treballar en un laboratori de veritat,
en condicions en que una escola normal no hi treballaria, i amb materials i productes

dels que no disposem normalment.

Va ser només una setmana, pero el temps que vam estar alla el vam aprofitar al maxim
i en vam treure profit. Vam treballar amb 7 companys provinent de diferents escoles i
ens vam ajudar els uns als altres amb els nostres respectius treballs. El treball en grup
juntament amb I’Annick, qui ens vigilava i supervisava va ser molt gratificant, i podem
dir amb certesa que si no fos per alguns d’ells potser no haguéssim tret els resultats

gue hem obtingut.

D’altre banda, cal destacar que ens hi estavem de 8 del mati a les 14:30 de la tarda,

pero les hores passaven volant ja que estavem immersos en el nostre treball. Alguna
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tarda ens vam quedar a continuar amb la nostre feina perque al ritme que anavem, a
causa de les dificultats i erros, no acabariem a temps, i aixi va ser. Vam haver de tornar
al PRBB per treballar dos dies més ja que no haviem acabat el nostre treball, sempre

ens estancavem a la PCR, pero0 al final ens va sortir i vam obtenir els resultats esperats.

Per ultim, podem dir que aquesta oportunitat ha sigut una bona experiéncia ja sigui

laboral com personalment.
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APENDIX



LLIBRETA DE LABORATORI:
Planificacié de la setmana

Extreure DNA

Control Nanodrop pg/ml
PCR ampl.

Control gel (electroforesis )
PCR purif.

Nanodrop ( control ) ug/ml
PCR seq.

0 N O U1 A W DN

Purificacidé PCR seq.

7/7/2014
Objectiu: extreure el DNA de les dues mostres de plataner

e Agafem les fulles i en tallem un tros per a continuacio tallar-los ben petits
i aixi posar-los 20-30 minuts al congelador a - 80° C

e Seguim per primera vegada el protocol del kit QuiaGen en 100mg de les
dues mostres de fulles.

e No hem trobat DNA aixi que repetim el kit QuiaGen a partir del pas 18 (el
pas del filtre, ja que el DNA podria trobar-se encara alla)

e Com que hem trobat molt poca concentracié de DNA, decidim provar
amb el spin kit.

e La primera vegada que en seguit el protocol del spin kit no hem trobat

DNA, aixi que el repetim i deixem una mostra tota la nit a incubar.
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RESULTATS

Dia 1

PROVA 1

PROVA 2

8/7/2014

Kit Quiagen

No hi ha constancia de DNA

Spin-Kit

No hi ha constancia de la

marca blava que simbolitza
el DNA
Poca concentracio de DNA, No hi ha constancia de la
no es pot seguir el protocol marca blava que simbolitza

el DNA

Objectiu: extreure DNA i fer el control Nanodrop

e El protocol del kit QuiaGen no ens ha donat resultat i no es pot tronar a
repetir per tercera vegada ja que no tenim més RNasa,

e El protocol del spin kit esta donant resultat al haver-hi centrifugat durant
30 minutsa50°C(elpas6i7)

e Hem deixat una segona tanda overnight ( tota la nit) a 50° C per tal

d’obtenir resultats dema.
RESULTATS:

-kit QuiaGen : baixa concentracio de DNA a les fulles i hi ha constancia de

proteines.

L ‘overnight d’ahir comenca a donar millor resultats que els anteriors

e Els passos 6 i 7 del spin-kit els centrifuguem a 1000 rpm durant 7-10
minuts

e Tornem a centrifugar a 1250 rpm 5 minuts perque el liquid no baixa dels

passos 6i 7

e Per el pas 8 centrifuguem uns altres 5 minuts a 1250 rpm

35



e Elresultat que esperem és la manifestacié del DNA de color blau

® << deixem el protocol a mitges ( pas 8) >>

9/7/2014

Objectiu: aconseguir extreure DNA i fer el control Nanodrop, si ens dona temps podem

fer la primera PCR.

® Primer comencem amb | ‘overnight del spin-kit que vam deixar ahir per
extreure’n el DNA i ens quedem al pas 3 del protocol

e *Continuem amb l'extraccié del DNA d’ahir que vam deixar a la nevera a
4°C

e Posem a centrifugar el overnight d’ahir

e * continuem el protocol fins arribar el pas 11, on hi trobem constancia de
DNA ( marca blava)

e << continuem els dos protocols alhora ( | ‘overnight d’ahir i el que ens
vam deixar a mitges). Els passos 6 i 7 del spin-kit sén massa lents i per
tant centrifuguem.

e Anem a fer el control Nanodrop amb el protocol d’ahir:

RESULTATS:

- Mostral:11,4 ng /uL [1 hi ha DNA i altres coses (ex: proteines)

- Mostra 6: 8,2 ng /uL [] hi ha menys DNA que la mostra 1

e Continuem | ‘overnight d’ahir pero no trobem resultats = 3er fallo
e Elrepetimienssurt DNA a la mostra 1. Repetim a partir del pas 9 (spin
column) i es manifesta el DNA (de color blau).

e Comencem a preparar la PCR, fem les mescles de nucleotids
*Per a la PCR necessitem :

a. ADN (10ng)—250ng [ 1yl
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b. Primers R—(mM 10) [J 1 pl

c. Primers F— (25 mM)[] 1 ul

d. 1wl A+TC+G[IDNTP(A-T—G—C)—(10 mM) 10,5 pl
e. Polymerase GoTaq [1 0,25 pl

f. Buffer (Tampd) GoTaq colorless [ 5 pl

g. MgCl2—-(25mM) [0 1,5 ul

h. Dd H20 (aigua destil-lada) [1 14,75 pl

TOTAL : 25 ul

Primer R—rbcL—R +9 ul H20
Primer F—rbcL—F +9 ul H20

I1WA+T+G+C+ 6l H20

*PCR:
94°C 4 minuts
35x
- 94°C 30 segons
- 55°C 30 segons
- 72°C 1 minut
72°C 10 minuts
4°C Infinit

e PCR [] ajuntem tots els materials per a la PCR en un mateix tub (x 2 [ 2
mostres )
o Fallo [l la mescla de nucleotids esta mal feta
e Ho repetim per 2n cop
e *PCR ] fem la mescla de nucleotids amb H20 abans de fer la mescla la
mescla gran
o 2u-(ATG,C)
o 12 ulH20
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® Acabem de preparar el material necessari per a la PCR i els col-loquem a
la maquina ( H1i H2 ), pero sense haver-hi afegit 1 ul de DNA
e Hem acabat el protocol de | ‘overnight i el portem a fer el control
Nanodrop
RESULTATS:
- Mostra6 (] 7,3ng/uL
- Mostral[]5,7ng/uL
El Nanodrop hauria de donar almenys 10 ( tot i que amb 8 es pot continuar el
protocol pero sera més dificil obtenir bons resultats)
e Per ala PCR fem servi el DNA de 11,4 ng /ulL i de 8,2 ng /uL, ja que hi ha

més concentracié de DNA que els altres dos resultats que hem obtingut.

*Electroforesi:
Esperem DNA sobre 600 (mida)
Per el control d’electroforesi, 25 ul tot. DNA

- 4 ul DNA + 1 pl loading gel

- 21 pl per continuar, els posem a la nevera ( 4° C)
1 2 3 4-15

ladder 1 ON 6 ON buit

e Ens falla la PCR. Repetim la PCR amb els mateixos passos durant la nit.
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1 PCR.. no hi ha mostres de DNA en cap dels pous.

10/7/2014

® Fem una electroforesi amb la PCR que vam deixar ahir a la nit . Canviem, i

posem 4,25 ul de DNA i 1,25 ul de loading gel.

Leader (guia) 6 pl —( posicid 2i3)

RESULTATS:

- No hi ha mostres de DNA
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10-Jul-2014 0957 50 Low=0 High=122 Gamma=10 Exposure = 0080 secs

2 PCR. No hi ha mostres de DNA

e Fem una tercera PCR (amb més concentracio de primers) [ 1 pl Primer + 3 pl
H20 Milli-Q = 25 mM

e Per fer la nova concentracié de primers utilitzem el primer M13R i el M13F

® Un cop preparats el Primers i el mix de nucleotids col-locats fem la tercera

PCR amb el mateix programa que el del protocol

94°C 4 minuts
35x
- 94°C 30 segons
- 55°C 30 segons
- 72°C 1 minut
72°C 10 minuts
4°C infinit

40



e Fallala segona PCR no trobem mostres de DNA en el gel)
e Extraiem més DNA per si en necessitem en cas que fallessin els protocols
e Hem continuat amb la tercera PCR i fem I'electroforesi

e Falla la tercera PCR.

"

2014 14 07 12 ow=0 High=368 Gamma=10 Exposure

3 PCR. no trobem mostres de DNA en el gel.

e Tornem a preparar una quarta PCR amb diferents concentracions:
a. 5pulDNA
b. 29,5 ul de ddH20 (aigua destil-lada)
c. 2 plPrimerR
d. 2 ulPrimerF
e. 1uldnTP
f. 0,5 pl Polymerase
g. 10 ul de Buffer (Tampd)
h. 3 ul MgCI2
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*Servei de seqlienciacio :

- Hi ha dos maquines, una d’elles és la de seqiienciacié d’electroforesis

capil-lar

- Enlareaccié de seqiienciacio, on es treballa amb un sol primer

- El ddnTP es dirigeix cap als nucleotids i s’hi incorpora. Després es

purifica (per eliminar els primers)

- Com més gran és la longitud dels capil-lars, més resolucié obtindrem.

- *sies posen dos primers a la seqiliencia, aleshores s’enganxarien les

dues cadenes de nucleotids.

11/7/14
(]
*per a fer el gel necessitem:
- 4uldeDNAi1uldeloading
- 5uldeleader
- Tae + SYBR Safe 100 ml
- Agarl2g
1 2 3 4
buit buit buit 1
ON
[ J

Ha acabat la quarta PCR i farem el gel per a fer el control d’electroforesi.

5 6 7 8-15
6 ladde buit Paul
ON r

Falla la quarta PCR [ es manifesten els primers perd no hi ha prou

constancia de DNA per a continuar el procés i purificar-lo.
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4 PCR, com es pot observar es manifesta el ladder en el pou 6 pero no hi ha

constancia de DNA en cap dels altres pous.

e Comencem la cinquena PCR amplificant el Matk (tot per 2i 5 pl de DNA)

buit

- 1-50°

- 6-50°

- 1-55°

- 6-55°

- 1-50°rbcL

- 6-50°rbcL
* dividim les mostres en 3 i per tant col-loquem 3 PCR’s, cadascuna amb
diferents programacions adaptades.
Preparem la electroforesis. Fem el gel (1 gram ) i el deixem reposar al

congelador per a que solidifiqui més rapid.

2 3 4 5 6 7 8
1- 6 - 1- 6 - ladder 1-50° 6 - 50° rbcL
50° 50° 55° 55° rbcL

Per fer el gel de la cinquena, sisena i setena PCR, hem necessitat:
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- 10 pl ladder
- 4 ul DNA + 1 pl loading gel

Jul-2014 16 59 11 ow=0 High=409 Gamma=0 7 Exposure = 0 080 secs

5 PCR. Trobem mostres de DNA en els pous 2,4 8

23/7/14

e Agafem les mostres 2, 4 i 8 i comencem el cinque pas, la PCR de purificacié.
e Passem dels tubs de PCR als de 1,5 ml. Agafem 25 pl de la mescla de la PCR
i 125 ul de Buffer PB ( Tampo PB):
- 150°-25PCR-125 Buffer
155°- 20 PCR — 120 Buffer

6 50° - 25 PCR — 125 Buffer

( no fem el pas 2 del protocol de purificacio de la PCR)
RESULTATS:

6: 50° @ 35,6 ng /uL

1:50°@ 82,5 ng /uL

1:55° @ 53,1 ng /uL
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e A partir dels resultats obtinguts, comencarem a preparar els tubs per a

sequlienciar-los. Farem amb cada mostra un tub Fiuntub R

25/7/14

e La PCR de seqiienciacio esta feta:
- F-650° ] mostra9
- R-650° ) mostra 10
- F-150° ] mostra 11
- R-150° ) mostra 12
- F-155° ] mostra 13
- R-155°[] mostra 14

e Ens donen resultats les mostres 9i 11, la 13 ddna resultats, perd molt

baixos.
Mostra 9 occidental oriental
C 1 2 3
C 99,65 100,00 99,83
1 99,65 @ - 99,65 99,48
2 100,00 CEED | e 99,83
3 99,83 99,48 99,83 @ -
Mostra 11 Occidentalis
C 1 2
C e 99,61 99,48
1 S5l E— 99,09
2 99,48 99,09 = e
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NOTES IMPORTANTS

Recollida i emmagatzematge de material de partida

Després de la collita, si el teixit de la planta no s'ha d’utilitzar immediatament, s'ha de
congelar en nitrogen liquid. A continuacié pot ser emmagatzemat a -80 ° C per al seu
posterior processament. Alternativament, el teixit pot assecar-se o liofilitzar-se després
de ser recollit per permetre I'emmagatzematge a temperatura ambient (15-25 ° C). Per
garantir la qualitat de DNA, les mostres han de ser completament assecades dins de les
24 hores de la seva recol-leccié. Si és possible, és preferible recollir materials joves (per
exemple, fulles, agulles), ja que contenir més cel-lules per pes, i per tant tindrem
resultats en rendiments més alts. A més, les fulles joves contenen petites quantitats de

polisacarids i polifenols i per tant son més facils de manejar.

Quan es treballa amb fongs, collim miceli directament d'un plat de cultiu o de cultiu
liquid. Per cultiu liquid, les primeres cel-lules de pellets per centrifugacié. Eliminem el
sobrenedant completament abans de la interrupcié i la lisi. Material congelat, f fresc

i/o liofilitzat pot ser utilitzat.

Grandaria de la mostra

Els procediments DNeasy Plant estan optimitzats per a un maxim de 100 mg (Mini), 1 g
(Maxi), o 50 mg (DNeasy 96) * del material del pes-de-partida humit. Si s'utilitza
material sec de partida, la quantitat maxima que pot ser processada ha de ser reduida
per un factor d'aproximadament 5. Excedir la quantitat maxima recomanada de
material de partida tindra com a resultat la lisi ineficient, resultant en baix rendiment i

puresa.
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*Kit Quiagen
Protocol: purificacié total de DNA de teixits vegetals (mini protocol)
Punts importants abans de comencar:

v/ Sis'utilitza el kit DNeasy Plant Mini per primera vegada, llegiu "Notes
Importants" (Pagina 14).

v Assegureu-vos que esta familiaritzat amb el funcionament del
TissueRuptor o la Tissuelyser. veure "La interrupcid i I'homogeneitzacié
mitjancant el TissueRuptor", pagina 15, o "La interrupcid i
homogeneitzacié utilitzant el Sistema Tissuelyser ", pagina 15.
Consulteu la TissueRuptor Manual de l'usuari o el manual d'instruccions
de funcionament Tissuelyser.

v/ Buffer AP1 pot desenvolupar un color groc durant I'emmagatzematge.
Aix0 no afecta la procediment.

v/ Totes les etapes de centrifugacié es duen a terme a temperatura

ambient (15-25 ° C) en una microcentrifugadora.
Coses a fer abans de comencgar

v El Buffer AP1iel Tampdé AW1 concentrats poden formar precipitats
durant I'emmagatzematge. Si és necessari, s'escalfa a 65 ° C per
re-dissoldre (abans de I'addicié d'etanol al Tampd AW1). No escalfar el

Buffer AW1 després que I'etanol hagi sigut afegit.
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v/ EL Buffer AW2 i el Buffer AW1 es subministren com concentrats. Abans
d’usar-ho per primer cop, afegim la quantitat apropiada d'etanol
(96-100%) com s'indica en I'ampolla per obtenir una solucid.

v/ Pre-escalfem un bany d'aigua o bloc d'escalfament a 65 ° C.
Procediment:

1. Afegim 400 ul de dissolucié de tampd AP1li 4 ul RNasa A, una solucid
mare (100 mg / ml) a un maxim de 100 mg (pes en humit) o0 20 mg
(dessecat a -80) de la planta o teixit de fongs i li fem un vortex per tal
gue es mescli.

2. Incubem la barreja durant 30 minuts a 65 °C. Ho mesclem 2 o 3 cops
durant la incubacid invertint el tub.

3. Afegim 130 pl de tampd P3 a la mescla, barregem i I’ incubem durant 5
minuts en gel.

4. Esrecomana que es centrifugui la mescla durant 5 minuts a 3400rpm

5. Pipetegem la mescla en la columna QlAshredder Mini que es troba en
un eppendorf (tub) de 2ml, i ho centrifuguem 2 minuts a 14000rpm

6. Transferim la fraccié liquida sobrant del pas 5 a un nou tub

7. Afegim 1,5 volums del tampo AW1 a la mescla neta i ho barregem. (Per
exemple, per 450 pl, afegim 650 ul del tampdé AW1.

8. Pipetegem 650 ul de la mescla del pas7,incluint qualsevol precipitat que
s’hi hagi format, en la columna DNeasy Mini que es troba en un tub de
2ml. Ho centrifuguem 1 minut a 28000 rpm, i n’hi traiem la fraccid
liguida sobrant. Tornem a usar el tub que conté la mescla en el seglient
pas

9. Repetim el pas 8 amb la mostra restant. Rebutgem la fraccié liquida
sobrant i tub.

10. Col-loquem la columna de centrifugacié DNeasy Mini en un nou tub de 2
ml, i hi afegim 500 ul de tampd AW2, i ho centrifuguem durant 1 min a
28000 rpm. A continuaciod rebutgem la fraccid liquida restant i

reutilitzem el tub.

48



11. Afegim 500 pl de tampd AW?2 a la columna de centrifugacié DNeasy
Mini, i ho centrifuguem durant 2 min a 14.000 rpm (per assecar la
membrana).

12. Transferir la columna de centrifugacio DNeasy Mini a un tub de
micro-centrifugacié de 1,5 ml o 2 ml i pipetegem 100 ul Buffer AE
directament sobre la membrana DNeasy ( el filtre). Ho incubem durant 5
minuts a temperatura ambient (15-25 ° C), i centrifuguem durant 1 min
a 28000 rpm per eluir-ho.

13. Repetim el pas 18 una vegada

14. * si no hi trobem cap mostra de DNA, repetim el pas 18 una altre vegada
*Spin-Kit

Protocol: kit per I'aillament total del DNA genomic de les plantes a través de les

spin minicolumns
Descripcid:

v Components del kit:
o A -Lysis Buffer ( per trencar les proteines) [1 60 ml
o B —Protease solution [ 1.3 ml
o C-Equilibration Buffer [J 55 ml
o D -Washing Buffer {1 190 ml
o E—Elution Buffer [1 90 ml
o F —Precipitation Enhancer [J 55 ml
o G-Geno/mini AX Columns [ 60 pcs
o0 H —Precipitation tubes 160 pcs

v’ Material caracteristic:
o |6 d’intercanvi de membrana

v/ Capacitat vinculant:

o 20pg
v/ Operant:
0 Gravetat

v Mida maxima de les mostres:
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o0 20 mg de mostra seca o 100mg de mostra fresca ( material de
planta en pols)
o aiguaitampd Tris
v’ Volum minim d’elucié:
o 1ml
v/ Aplicacions posteriors:
o clonacié de DNA
o transferéncia de Southern
o PCR
o RT-PCR
o laseqiienciacié de DNA
o DNA RCA (amplificacié per cercle rodant)
v Avantatges:
0 més alta puresa de DNA
o facil seguiment optic de sediment de DNA
o concentracio final d'ADN ajustable

o aillament de DNA amb alt pes molecular (<20 kB)

Procediment

1. col-loguem mostres de teixit vegetal en pols (100 mg de teixit fresc

congelat o 20 mg de teixit vegetal sec ) en un tub de reaccié de 1,5 mli hi

afegim 0,9 ml de suspensié de Tampo lisi (Lysis Buffer) i 20 ul de solucié
de proteasa.

2. barregem tot el contingut i ho incubem a 50 °C tota la nit. Barregem el
tub de tant en tant invertint-lo.

3. després de laincubacié, ho posem al vortex per tal que es barregi i ho
deixem centrifugant durant 5 minuts a 10000-14000 rpm.

4. Durant la centrifugacid, equilibrem la columna tot afegint-hi 0,8 ml de
Equilibration Buffer. Deixem passar tot el volum de la solucié per

gravetat.
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10.

11.

12.

13.

Després de centrifugar, transferim el sobrenedant a una columna
equilibrada i permetem que aquest hi flueixi a través de la gravetat.
a. Nota: a la part inferior del tub de 2 ml hi hauria d’haver un pellet

( petita massa comprimida d’una substancia) solid i visible. Es
una barreja de fragments no lisats de material de la mostrai de
les particules de la suspensié de tampa de lisi.

Rentem la columna tot afegint-hi 1,5 ml of Washing Buffer (tampd de

rentat). deixem que passi tot el volum del Washing Buffer (tampd de

rentat) per gravetat.

Repetim el pas 6 ( al repetir posem només 1 ml de Washing Buffer)

Afegim a la columna 0,25 ml of Elution Buffer (tampd d’elucid) i deixem

que flueixi per la columna. Lobjectiu d’aquest pas és reduir el volum

total d’eluit tenint en compte que el volum de la columna és de 0,3 ml.

Transferim la columna a un nou tub de precipitacié de 2 ml (inclos) i

eluim el DNA tot afegint-hi 1 ml d’Elution Buffer ( tampé d’elucio).

afegim al DNA eluit 0,8 ml de Precipitation Enhancer (potenciador de

precipitacid). Barregem la mostra invertint el tub unes quantes vegades i

centrifuguem durant 10 minuts a 12.000 rpm

. Rebutgem amb cura el sobrenedant i afegim 0,5 ml d'etanol 70% al tub

de precipitacid.

a. Nota: a la part inferior del tub de precipitacié hi ha de ser visible

un sediment d'ADN blau clar. Barregem la mostra i centrifuguem

durant 3 minuts a 12.000 rpm.
Rebutgem amb cura el sobrenedant i déiem assecar a l'aire el sediment
d'ADN durant 5 minuts.

a. Nota: per accelerar el procés d'assecat d'ADN de |'alcohol
restant, podem eliminar-lo tocant les parets i el fons del tub amb
punta de pipeta esteril, tot retirant les gotes d’alcohol.

Si hi ha sobres (petites gotes) d'alcohol en les parets dels tubs han de ser
remogudes amb un bastonet de cotd esteéril. El sediment de DNA sec pot

ser dissolt en aigua esteéril, tampod TE o en 10mM tampé Tris pH 0.8
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a. Nota: el color blau del DNA precipitat permet el control visual

del procés de dissolucié de DNA

Protocol: aquest protocol esta dissenyat per purificar els segments de DNA

provinents de la PCR i altres reaccions enzimatiques.

Punts importants abans de comengar:

4
v

Protocol:

Afegir etanol ( 96-100% ) en el Buffer PE (tampd PE) abans del seu Us.
Tots els passos de centrifugacio es duen a terme en 13000 rpm en
una microcentrifugadora a temperatura ambient ( 15-25°C)

Afegim 1:250 d’indicador de volum pH | Buffer PB (és a dir, afegim
120 Yl indicador de pH per cada 30 ml de Buffer PB, o afegim 600 Y|
d’indicador de pH | per cada 150 ml de Buffer PB). El color groc de
Buffer PB ens indica un pH de 7.5.

Afegim indicador de pH en els tots els continguts de la memoria
intermédia. No afegim indicador de pH per esmorteir aliquotes.

Si el producte de PCR purificat s’utilitza en aplicacions de xips de
DNA sensibles, pot ser beneficids utilitzar Buffer PB sense |'addicio

d'indicador de pH I.
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Afegim 5 volums de tampd PB a 1 volum de la mostra de PCR i no ho
barregem. No és necessari per eliminar I'oli mineral o querose.
Col-loquem una columna de centrifugacié QlAquick en un tub de 2
ml proporcionat.

Per unir el DNA, afegim la mostra a la columna i la centrifuguem
durant 30-60 s.

Rebutgem el filtrat. Col-loquem la columna de QlAquick de nou en el
mateix tub.

Per rentar, afegim 0,75 ml Buffer PE a la columna de QIAquicki ho
centrifuguem durant 30-60 s.

Descartem el filtrat i posem la columna QlAquick de tornada en el
mateix tub. Centrifuguem la columna durant 1 min.

a. Important : I'etanol residual del Buffer PE no s'eliminara per
complet a menys que fraccié liquida restant es descarti abans
d'aquesta centrifugacié addicional.

Col-loquem la columna QIAquick en un tub de microcentrifugacié de
1,5 ml net.
Afegim 30 Y| de tampo d'elucié al centre de la membrana QIAquick, i

deixem reposar la columna durant 1 min, i després centrifuguem
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*Segiienciacié PCR: PROTOCOL PER v3.1 BIG DYE ™

12) PREPARACIO DE LA SEQUENCIA PCR

BIG DYE V3.1 2.0 ul
Seqiienciacio de DNA Buffer 5X * 1wl

PRIMER 3.2 pmol.

MOSTRA DNA ** Ref table**

DMSO (opcional) *** 0.1 - 0.14 pl (conc. final 5 -7%)
ddH20 Fins 10 pl Vol. Final

* Aquest tampo és opcional. S'utilitza amb 2UL de BigDye o menys per garantir les

condicions de PCR i prevenir d'una possible degradacié de la qualitat de seqiiéncia.

** Quantitat d'ADN recomana per a la seqlienciacié PCR.

DNA Quantitat

Producte de PCR 100-200bp 1-3ng
200-500bp 3-10ng
500-1000bp 5-20 ng
1000-2000bp 10-40 ng
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>2000bp 20-50
25-50 ng
Single Strand
Double Strand 150-300 ng
Cosmid, BAC 0.5-1.0 ug
Genomic bacteria DNA 2-3 ug

*** Es recomana 5 a 7% del DMSO que s'afegeixen en el cas d'ADN ric en GC, amb
I'estructura secundaria, o amb fragments grans d'ADN. 5% de DMSO-5% de glicerol
també pot ser afegit per I'ADN ric en GC (glicerol pot causar algunes dificultats amb el

lloc de PCR-precipitacid)

29) PROGRAMA THERMOCYLCE

Seqiienciacio amb GeneAmp® PCR 2400, 9600, 9700 o similars

94°C 3 min.

96°C 10 sec.

50°C * 5 sec. 25 Cicles
60°C 4 min.

4°C o0

* T 2 es pot ajustar depenent de la Tm del primer

BigDye ™ terminadors i els ADN amb zones de Gs o regions riques en GT poden aturar

la reaccio de seqlienciacioé en condicions normals.

Disminuim la temperatura d'extensié fins a 50 2 C per tal de resoldre les reaccions de
frenada en aquestes zones. El Kit BDT conté dITPs lloc de dGTPs perqué la temperatura
d'extensio podria disminuir fins a 50 @ C. vegeu també el Kit dGTP BigDye ™ Terminator

(100rxns) Ref. 4307175
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94°C 3 min.

96°C 30 sec. 25 Cicles
50°C 4 min.
4°C 00

* Purificacid dels ddNTPs no incorporats en la reaccié de seqiienciacid

1) ABI Prism ™ BigDye® Terminator (versio 1.1 3.1) - precipitacido amb EDTA / NaOAc

Utilitzem un eppendorf de 1,5 ml ( tub). Preparem aquesta barreja: 12 ¥l de 125 mm

EDTA (interromp la PCR) + 12 Y1 de 3M NaOAc + 300 Yl de Etanol 100%

1. Afegim 10 ¥l H20 per la reaccié de sequenciacié per arribar a 20 ul
per tal d'aplicar el protocol.

Afegir 54 1l de la barreja als 20 | de la reaccio de sequlienciacio.
Barregem i ho mantenim a temperatura ambient durant 15 min.
Ho centrifuguem 20 minuts a 14000 rpmi,a4°C

Eliminem la solucié d’etanol

Afegim 200 | d'etanol al 70%

Centrifuguem 2 minuts. a 14.000 rpmi4°C

© N o U~ W N

Eliminem completament el EtOH - Si cal, centrifuguem una vegada
més per qualsevol rastre d'EtOH
9. Assequem el pellet

10. Mantenim a -20 ° C (un any com a maxim).

* Aquest protocol I’'hem de fer per a 6 tubs o eppendorfs, per tant multipliquem les

guantitats per 6.( Aixd només en el nostre cas)
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* Purificacio dels ddNTPs no incorporat en la reaccid de seqiienciacid

2). Centri. SEPColumnes (REF: 401.762; Applied Biosystems)

Hidratem la resina amb 800 pul ddH20 durant 2 hores. Ens Assegurem que tot esta

embegut i sense bombolles.

Centrifuguem a 750 g (Radio =5 cm; 4.000 rpm), 2 min per eliminar I’'H20.

g=11.18 x r x (rpm/1000)*

g = forca centrifuga relativa
r = radi del rotor (part giratoria d’'una maquina o vehicle en particular) en cm
rpm = revolucié/min

1. Posem els 20 ul de reaccié de seqiienciacié al centre de la columna
lentament i sense tocar la columna.

2. La mostra ha de ser completament absorbida per la resina.

3. Ho centrifuguem a 750 g, 2 minuts. No hem d’augmentar el temps
de centrifugacié.

4. Recuperem 25-30 ul de la mostra

5. Assequem la mostra

6. Ho mantenim a -202C (maxim un any)
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3). La digestié amb SAP (gambeta fosfatasa alcalina) - opcionalment + precipitacié
Afegim als 20 pl de la reaccié de seqilienciacio:

e 2uldeSAP(1U/ul)+ 18 pl de tampd de SAP.

® |ncubem30mina37°C

Precipitem la digestio seguint un dels dos passos anteriors.
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