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8 Protocols de biologia molecular 

8.1 Capítol 2: Estudi de l’essencialitat de les possibles glicosiltransferases de Mycoplasma genitalium 

8.1.1 Preparació de medi SP4 

 

La preparació de medi SP4, medi complex que s’usa per al creixement de Mycoplasma genitalium, té lloc com 

s’explica a continuació. A la Taula 8.1 se’n presenten els components i els volums corresponents per a la preparació 

de 500 mL de medi líquid. 

 

Taula 8.1. Composició i preparació del medi SP4. 

Compost 
Quantitat per 

a 500 mL 

Preparació de la base 

PPLO (Difco) 1.75 g 

Triptona (Difco) 5 g 

Bactopeptona (Difco) 2.65 g 

Glucosa (Sigma-Aldrich) 2.5 g 

Aigua destil·lada Fins a 312 mL 

Preparació dels complements 

Yestolate 2 % autoclavat (Difco) 50 mL 

Roig de fenol 0.1 % pH 7 autoclavat 7 mL 

Extracte de llevat fresc 25 % 17.5 mL 

CMRL 10x (Invitrogen) 25 mL 

Sèrum boví fetal (Invitrogen) 85 mL 

Glutamina 29.2 mg/mL 1.71 mL 

 

Inicialment es mesclen tots els components corresponents a la base del medi i s’ajusta el pH a 7.8 amb NaOH 1 M. 

El conjunt s’autoclava 15 min a 120 ºC i es deixa refredar abans d’afegir-hi els complements. Un cop aquests s’han 

addicionat, cal comprovar que el pH del medi es manté entre 7.6 i 7.8. 

 

La preparació de l’extracte de llevat té lloc a partir de la dilució de 250 g de llevat fresc en 1 L d’aigua destil·lada. El 

resultat s’autoclava durant 10 min a 115 ºC. La suspensió es refreda en gel i se centrifuga a 380 g i 4 ºC durant 10 

min. El sobrenedant s’autoclava de nou en les mateixes condicions i es conserva fins al seu ús a -20 ºC, en 

alíquotes de 20 mL. Pel que fa al sèrum boví fetal, s’escalfa a 56 ºC durant 30 min per tal d’inactivar el sistema 

completament. 

 

La preparació de medi SP4 sòlid s’aconsegueix amb l’addició d’un 0.8 % d’agar noble (Difco) a la base del medi, la 

qual s’autoclava i es manté a 56 ºC durant 1 hora. A continuació s’hi afageixen els complements prèviament 

escalfats també a 56 ºC i el conjunt es dispensa en plaques de Petri de 50 mm de diàmetre en volums de 5 – 6 mL, 

les quals es guarden a 4 ºC fins al seu ús. 

  

8.1.2 Obtenció d’ADN genòmic de Mycoplasma genitalium 

 

Per tal d’iniciar el creixement del bacteri, s’inoculen 20 mL de medi SP4 estèril amb 50 μL d’un glicerinat de 

Mycoplasma genitalium. El cultiu s’incuba a 37 ºC i 5 % de CO2 durant 96 hores fins que assoleix la fase estacionària 
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del seu creixement i s’observa que el marcador de pH que conté el medi ha virat cap a color taronja. Les cèl·lules es 

renten 2 vegades amb 5 mL de PBS. Per tal de separar-les de la superfície del tub Falcon on les cèl·lules creixen 

adherides, s’utilitza 1 mL de solució rascadora, de composició 0.1 M Tris-HCl pH 8, 0.5 M NaCl i 10 mM EDTA i un 

cell scraper. Per extreure el conjunt del falcon s’empra 1 mL més de solució rascadora. Per tal de lisar les cèl·lules, 

aquestes s’incuben durant 5 min a temperatura ambient després d’addicionar 50 μL de SDS 20 %. A continuació, 

s’addiciona proteïnasa K a una concentració final de 50 μg/mL i la mescla (2 mL) s’incuba durant 1 hora a 55 ºC amb 

agitació suau. Tot seguit s’addiciona un volum de fenol/cloroform i es mescla. Se centrifuga la mostra durant 10 min 

a 16000 g i es recull la fase superior amb una punta de pipeta retallada. Aquesta acció es repeteix dues vegades 

més. Finalment, l’ADN es precipita mitjançant l’addició de 2 volums d’etanol absolut i la seva centrifugació durant 5 

min a 16000 g. El pellet d’ADN es renta amb dos volums d’etanol al 70 % i s’asseca al buit durant 30 min. Per tal de 

resuspendre l’ADN, s’addicionen 200 μL de tampó Tris-EDTA i la mostra es manté O/N a   4 ºC. Un cop resuspesa, 

la mostra es guarda a -20 ºC. 

 

8.1.3 Amplificació per PCR dels braços de recombinació necessaris per a l’obtenció de knock-outs dels 
gens mg025, mg060 i mg517 

 

A la Taula 8.2 es presenten les condicions en les quals té lloc l’amplificació per PCR dels braços de recombinació 

dissenyats per a l’obtenció dels knock-outs dels gens mg025, mg060 i mg517.  

 

Taula 8.2. Condicions de reacció de la PCR 
d’amplificació dels braços de recombinació 

Compost 
Concentració 

stock 
Concentració 

 final 

MgCl2 50 mM 3 mM 

encebadors 5 μM 0.25 μM 

ADN 
genòmic 

21 pg/μL 200 pg 

dNTPs 
(cadascun) 

10 mM 400 μM 

EcoTaq 
Polymerase 

(Ecogen) 
4 U/ μL 4 U 

 

Les mostres per a tal objectiu es preparen segons l’establert en la Taula 8.3, en un volum final de reacció de 20 μL. 

Ja que es tracta d’una reacció de PCR en la qual el motlle és ADN genòmic, cal iniciar el procediment amb un hot 

start. Així, es mesclen tots els components establerts en la Taula 8.3, amb l’excepció dels dNTPs i la polimerasa. 

Les mostres es mantenen 5 min a 96 ºC. A continuació es posen en gel i s’hi addicionen els components que hi 

manquen. A partir d’aquí, se sotmeten als cicles que s’estableixen en la Figura 8.1, els quals tenen lloc en un 

termociclador MJ Research, mod. PTC-200. En finalitzar aquests, els resultats es visualitzen en un gel d’agarosa de 

l’1 %, el qual es tenyeix amb bromur d’etidi. Els pesos moleculars de les bandes s’estableixen per comparació amb 

el marcador de pesos moleculars Molecular Weight Marker III de Roche. El control positiu emprat consisteix en 

l’amplificació del gen mg025 usant com a motlle l’ADN genòmic del micoplasma, les condicions per a la qual van 

establir-se en un treball anterior [Andrés, E., Tesi Doctoral, 2007]. 
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Taula 8.3. Volums de cada component de la PCR per a l’obtenció dels braços de recombinació 

 
Aigua 
mQ 

Tampó 
EcoTaq 

MgCl2 
ADN 

genòmic 
dNTPs 

Encebador 
directe 

Encebador 
revers 

EcoTaq 

Mostres 3 μL 2 μL 1.2 μL 10 μL 0.8 μL 1 μL 1 μL 1 μL 

Control 
positiu 

3 μL 2 μL 1.2 μL 10 μL 0.8 μL 1 μL 1 μL 1 μL 

 

 

 
 

Figura 8.1. Cicles de PCR per a l’obtenció dels braços de recombinació. 

 

Per tal de recuperar els fragments amplificats, aquests s’extreuen del gel d’agarosa amb el kit DNA QIAquick  de 

QIAGEN, segons les instruccions subministrades pel fabricant. 

 

8.1.4 Digestió dels fragments necessaris per a la construcció de pΔmg025, pΔmg060 i pΔmg517 

8.1.4.1 Digestió dels braços de recombinació dels gens mg025, mg060 i mg517 

 

A la Taula 8.4 es presenten les condicions sota les quals s’han digerit els diferents braços de recombinació per als 

tres gens de Mycoplasma genitalium en estudi.  

 

Taula 8.4. Condicions de digestió pels braços de recombinació 

Braç Enzims Condicions de digestió 

mg025RA 
Sal I i EcoR I 

10 U 
Tampó EcoR I (100 mM Tris-HCl pH 7.5, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 0.025 % triton x-100) 

mg025LA 
BamH I i Hind III 

10 U 

Seqüencial: 
BamH I  amb tampó 3 de NE Biolabs (50 mM Tris-HCl pH 7.9, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 
1 mM DTT) i BSA 100x 
Hind III amb tampó 2 de NE Biolabs (10 mM Tris-HCl pH 7.9, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 
mM DTT) 

mg060RA 
Sal I i EcoR I 

10 U 
Tampó EcoR I (100 mM Tris-HCl pH 7.5, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 0.025 % triton x-100) 

mg060LA 
BamH I i Hind III 

10 U 

Seqüencial: 
BamH I  amb tampó 3 de NE Biolabs (50 mM Tris-HCl pH 7.9, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 
1 mM DTT) i BSA 100x 
Hind III amb tampó 2 de NE Biolabs (10 mM Tris-HCl pH 7.9, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 
mM DTT) 

mg517RA 
Sal I i EcoR I 

10 U 
Tampó EcoR I (100 mM Tris-HCl pH 7.5, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 0.025 % triton x-100) 

mg517LA 
BamH I i Nde I 

10 U 
Tampó 3 de NE Biolabs (50 mM Tris-HCl pH 7.9, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT) i 
BSA 100x 
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En els casos en què s’indica, ha estat necessària una digestió seqüencial amb un pas de recuperació del fragment 

digerit a partir d’un gel d’agarosa i la seva purificació amb el kit DNA QIAquick  de QIAGEN, segons les 

instruccions subministrades pel fabricant.  

 

Les digestions tenen lloc en un volum final de 60 μL, ja que l’esmentat kit deixa la banda extreta en un volum de 50 

μL i aquest s’utilitza en la seva totalitat per a la digestió. Les reaccions es preparen segons el que s’indica a la Taula 

8.5. Tots els enzims i els seus corresponents tampons de reacció han estat subministrats per New England Biolabs. 

 

Taula 8.5. Components de les reaccions de digestió dels braços de recombinació. 

Mostra ADN  Tampó 10x 
BSA  
100x 

Aigua mQ 
Enzim 

20U/ μL 
Enzim 

20U/ μL 

mg025RA 45 μL EcoR I - 6 μL - 8.5 μL 0.5 μL 0.5 μL 

mg025LA  1ª dig. 45 μL Tampó 3 -  6 μL 0.6 μL 7.9 μL 0.5 μL - 

mg025LA 2º dig. 45 μL Tampó 2 -  6 μL - 8.5 μL 0.5 μL - 

mg060RA 45 μL EcoR I - 6 μL - 8.5 μL 0.5 μL 0.5 μL 

mg060LA  1ª dig. 45 μL Tampó 3 -  6 μL 0.6 μL 7.9 μL 0.5 μL - 

mg060LA 2º dig. 45 μL Tampó 2 -  6 μL - 8.5 μL 0.5 μL - 

mg517RA 45 μL EcoR I - 6 μL - 8.5 μL 0.5 μL 0.5 μL 

mg517LA 45 μL Tampó 3 -  6 μL 0.6 μL 7.9 μL 0.5 μL 0.5 μL 

 

Les digestions s’incuben a 37 ºC O/N i els fragments es visualitzen en un gel d’agarosa de l’1 %, d’on s’extreuen 

amb el kit de purificació DNA QIAquick  de QIAGEN. Es comprova que la longitud de les bandes és l’esperada 

gràcies al marcador de pesos moleculars DNA Molecular Weight Marker III de Roche. 

8.1.4.2 Digestió del vector pUC18 

 

En aquest cas cal generar dues poblacions diferents de vectors pUC18, una primera digerida amb Sal I i Hind III i 

una segona digerida amb Sal I i Nde I. Per a la primera digestió se segueix un procediment seqüencial, ja que l’acció 

dels dos enzims de restricció no és compatible en un mateix medi de reacció. Per contra, la segona digestió té lloc 

en un únic pas, tal com s’indica a la Taula 8.6. 

 

Taula 8.6. Condicions de digestió del vector pUC18 

 Enzims Condicions de digestió 

pUC18 
Sal I i Hind III 

10 U 

Seqüencial: 
Sal I  amb tampó 3 de NE Biolabs (50 mM Tris-HCl pH 7.9, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM 
DTT) i BSA 100x 
Hind III amb tampó 2 de NE Biolabs (10 mM Tris-HCl pH 7.9, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM 
DTT) 

pUC18 
Sal I i Nde I 

10 U 
Tampó 3 de NE Biolabs (50 mM Tris-HCl pH 7.9, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT) i BSA 
100x 

 

El volum total de les digestions és de 60 μL. La quantitat inicial de vector per digerir és, en el cas de la digestió 

seqüencial, de 4 μg i en el cas de la digestió doble, únicament de 2 μg. Cal recordar que la digestió seqüencial 

requereix una purificació de l’ADN digerit entre les dues reaccions de digestió, procediment en el qual tenen lloc 

pèrdues importants de material genètic que cal tenir en compte a l’hora d’establir la quantitat inicial d’ADN. 
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A la Taula 8.7 es presenten els volums de cadascun dels components de les reaccions de digestió del vector 

pUC18. De nou, tots els enzims i tampons han estat subministrats per New England Biolabs. 

 

  Taula 8.7. Components de les reaccions de digestió del vector pUC18. 

Mostra 
ADN  

(400 ng/ μL) 
Tampó 10x 

BSA  
100x 

Aigua mQ 
Enzim 

20U/ μL 
Enzim 

20U/ μL 

pUC18 Sal I (1ª dig) 10 μL Tampó 3 - 6 μL 0.6 μL 42.9 μL 0.5 μL - 

pUC18 Hind III (2ª dig) 45 μL Tampó 2 -  6 μL - 8.5 μL 0.5 μL - 

pUC18  Nde I i Hind III 5 μL Tampó 3 -  6 μL 0.6 μL 47.4 μL 0.5 μL 0.5 μL 

pUC18 blanc 2 μL - - 48 μL - - 

 

Les mostres s’incuben O/N a 37 ºC i es visualitzen mitjançant un gel d’agarosa de l’1 %, del qual s’extreuen les 

bandes d’interès a partir del kit  DNA QIAquick  de QIAGEN. 

8.1.4.3 Digestió del gen tetM438 

 

Aquest gen ha estat subministrat pel laboratori de Biologia Molecular de l’Institut de Biotecnologia i Biomedicina de 

la Universitat Autònoma de Barcelona en forma d’un glicerinat de cèl·lules d’E.coli que contenen un vector en el qual 

el gen es troba entre les dianes BamH I i EcoR I.  

 

En primer lloc, s’inoculen 5 mL de medi LB estèril amb les esmentades cèl·lules d’E.coli i després del seu 

creixement O/N a 37 ºC i 250 rpm, se’n recupera l’ADN plasmídic mitjançant el kit Wizard Plus Minipreps de 

Promega, seguint les instruccions proporcionades pel fabricant. 2 μg d’aquest ADN plasmídic s’empren com a 

substrat en la digestió per tal d’obtenir el fragment corresponent al gen tetM438. Aquesta és una digestió doble que 

té lloc en un volum total de 50 μL amb 10 U de cadascun dels enzims de restricció necessaris, BamH I i EcoR I, en 

el tampó EcoR I de composició 100 mM Tris-HCl pH 7.5, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 0.025 % triton x-100, tot de 

New England Biolabs. A la Taula 8.8 es presenten les quantitats de cadascun dels components de la reacció de 

digestió. 

 

  Taula 8.8. Components de les reaccions de digestió del gen tetM438. 

Mostra 
ADN  

(776 ng/ μL) 
Tampó 10x Aigua mQ 

Enzim 
20U/ μL 

Enzim 
20U/ μL 

TcR 1 2.5 μL Tampó EcoR I - 5 μL 41.5 μL 0.5 μL 0.5 μL 

 

Aquesta es manté a 37 ºC O/N i el fragment del gen es recupera d’un gel d’agarosa a l’1 % a partir del kit DNA 

QIAquick  de QIAGEN. 

 

8.1.5 Lligació dels fragments necessaris per a l’obtenció de pΔmg025, pΔmg060 i pΔmg517 

 

Per a l’obtenció de pΔmg025, pΔmg060 i pΔmg517 cal que la lligasa uneixi 4 fragments diferents en una única 

reacció: els dos braços de recombinació, el gen de la resistència a la tetraciclina tetM438 i el vector pUC18 digerit. 

Els protocols estàndard de lligació recomanen l’existència d’una relació 3:1 entre l’insert, els braços de recombinació 

i el gen de resistència, i el vector, el fragment de pUC18. Per tal de poder complir amb aquesta relació, els diferents 
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fragments es quantifiquen mitjançant la seva intensitat en un gel d’agarosa i la comparació d’aquesta amb la de les 

bandes d’un marcador de pesos moleculars de concentració coneguda (Molecular Weight Marker III de Roche).  

 

A la Taula 8.9 es presenten les concentracions aproximades de cada fragment obtingudes d’aquesta forma, 

juntament amb el volum emprat en la reacció de lligació per tal de complir amb l’esmentada relació 3:1. 

 

Taula 8.9. Quantitat de cadascun dels fragments de les 
reaccions de lligació. 

Mostra 
[ADN] 
ng/ μL  

Volum en 
reacció 

(μL) 

pΔmg025 

mg025RA 6 4.1 

mg025LA  2 12.3 

tetM438 5 9.2 

pUC18 6 3.5 

pΔmg060 

mg060RA 3 7.9 

mg060LA 2 11.8 

tetM438 5 9.2 

pUC18 6 3.5 

pΔmg517 

mg517RA 5 5.9 

mg517LA 5 5.9 

tetM438 5 11.5 

pUC18 16 1.5 

 

La reacció de lligació es realitza amb 2 U de la lligasa T4 DNA Ligase d'Invitrogen en el seu tampó de reacció de 

composició 50 mM Tris-HCl pH 7.6, 10 mM MgCl2, 1 mM ATP, 1 mM DTT i 5 % (w/v) polietilen glicol-8000 i en un 

volum final de 40 μL. A la Taula 8.10 es presenten els volums dels diferents components de l’esmentada lligació. 

 

Taula 8.10. Components de les reaccions de lligació. 

Mostres 
pUC18 
( μL) 

Inserts 
( μL) 

Tampó 5x 
T4 lligasa 
(5U/(μL) 

Aigua mQ 

pΔmg025 3.5 25.6 8 0.4 2.5 

pΔmg060 3.5 29 10 0.4 7.1 

pΔmg517 1.5 23.3 8 0.4 6.8 

Blanc pUC18 
Hind III 

3.5 - 8 0.4 28.1 

Blanc pUC18 
Nde I 

1.5 - 8 0.4 30.1 

 

Un cop mesclats tots els components, la lligació s’incuba durant 8 hores a 16 ºC. Després d’aquest temps, una part 

(4 μL)  s’utilitza per a transformar cèl·lules d’E.coli DH5α competents i l’altra es congela a -20 ºC. La preparació i 

transformació de les cèl·lules competents té lloc segons el protocol estàndard descrit per Sambrook et al., 2001. 

 

8.1.6 Anàlisi de transformants per a les construccions pΔmg025, pΔmg060 i pΔmg517 

  

A la Taula 8.11 es presenta el nombre de clons obtingut per a cada construcció, com a resultat de les 

transformacions amb les lligacions descrites en el punt anterior. 
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Taula 8.11. Colònies obtingudes després de la lligació. 

Mostra 
Número  

de colònies 
Número de 

colònies analitzades 

pΔmg025 > 100 8 

pΔmg060 2 2 

pΔmg517 30 8 

Control de recircularització (Sal I - Hind III) 20 - 

Control de recircularització (Sal I – Nde I) 11 - 

Control positiu Tota la placa plena de colònies - 

 

De cadascuna de les colònies a analitzar se’n purifica l’ADN plasmídic mitjançant el kit Wizard Plus Minipreps de 

Promega, seguint les instruccions subministrades pel fabricant. L’ADN purificat s’empra per confirmar l’obtenció de 

les construccions desitjades mitjançant una anàlisi de restricció amb dues parelles d’enzims diferents i una anàlisi 

per PCR. 

8.1.6.1 Anàlisi de restricció dels clons obtinguts 

 

El primer dels controls consisteix en una anàlisi de restricció amb dues parelles d’enzims: EcoR I i Sal I per una 

banda i BamH I i Nde I per l’altra. A la Taula 8.12 es recullen les condicions sota les quals tenen lloc les digestions, 

mentre que a la Taula 8.13 es presenten els volums de cada component de la reacció emprats.  

 

Taula 8.12. Condicions de digestió de l’anàlisi de restricció. 

Enzims Condicions de digestió 

EcoR I  i Sal I  
10 U 

Tampó EcoR I de NE Biolabs (100 mM Tris-HCl pH 7.5, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 0.025 % 
triton x-100) i BSA 100x 

BamH I  i Nde I 
10 U 

Tampó 3 de NE Biolabs (50 mM Tris-HCl pH 7.9, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT) i BSA 
100x 

 

Taula 8.13. Components de les reaccions de digestió de l’anàlisi de restricció. 

Mostra ADN*  Tampó 10x 
BSA  
100x 

Aigua mQ 
Enzim 

20U/ μL 
Enzim 

20U/ μL 

pΔmg amb EcoR I  i Sal I  6 μL EcoR I - 2 μL - 11 μL 0.5 μL 0.5 μL 

pΔmg amb BamH I  i Nde I  6 μL Tampó 3 -  2 μL 0.2 μL 10.8 μL 0.5 μL 0.5 μL 

blanc 3 μL - - 17 μL - - 

       * La concentració és variable en funció del clon. Es troba entre 180 i 480 ng/ μL. 

 

Les digestions s’incuben a 37 ºC O/N i els fragments que s’obtenen es visualitzen en un gel d’agarosa a l’1 % tenyit 

amb bromur d’etidi i amb el marcador de pesos moleculars DNA Molecular Weight Marker III de Roche. 

8.1.6.2 Anàlisi per PCR dels clons obtinguts 

 

Per aquells clons pels quals s’obtenen resultats positius en l’anàlisi de restricció descrit en el punt anterior, es 

realitzen tres reaccions de PCR amb l’objectiu de confirmar la seva naturalesa. En la primera reacció s’amplifica el 

fragment corresponent al braç de recombinació dret, en la segona, el corresponent al braç de recombinació esquerre 

i finalment, el conjunt d’ambdós braços més el gen de resistència a tetraciclina situat entremig. 

 

A la Taula 8.14 es mostren les condicions de les reaccions de PCR, mentre que a la Taula 8.15 es recullen els 

volums de cada component utilitzat, en reaccions de volum final igual a 20 μL. 
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Taula 8.14. Condicions de reacció de la PCR de control de 
l’obtenció de les construccions pΔmg025, pΔmg060 i 
pΔmg517. 

Compost 
Concentració 

stock 
Concentració 

 final 

MgCl2 50 mM 2 mM 

encebadors 5 μM 0.25 μM 

ADN 
180 - 480 

ng/μL 
90 – 240 ng 

dNTPs (cadascun) 10 mM 250 μM 

EcoTaq Polymerase 
(Ecogen) 

4 U/ μL 2 U 

 

Taula 8.15. Volums de cada component de la PCR de control de l’obtenció de les construccions pΔmg025, pΔmg060 i 
pΔmg517. 

 
Aigua 
mQ 

Tampó 
EcoTaq 

MgCl2 ADN dNTPs 
Encebador 

directe 
Encebador 

revers 
EcoTaq 

pΔmg - RA 13.7 μL 2 μL 0.8 μL 0.5 μL 0.5 μL 1 μL 1 μL 0.5 μL 

pΔmg - LA 13.7 μL 2 μL 0.8 μL 0.5 μL 0.5 μL 1 μL 1 μL 0.5 μL 

pΔmg – complet 13.7 μL 2 μL 0.8 μL 0.5 μL 0.5 μL 1 μL 1 μL 0.5 μL 

 

Finalment, a la Figura 8.2 es presenta la seqüència de cicles de PCR realitzada amb el termociclador MJ Research, 

mod. PTC-200. Els resultats s’han visualitzat en un gel d’agarosa de l’1 % tenyit amb bromur d’etidi i amb el 

marcador de pesos moleculars Molecular Weigth Marker III de Roche per tal d’establir la mida dels fragments 

amplificats. 

 

 

 
 

Figura 8.2. Cicles de PCR per al control de l’obtenció de les construccions pΔmg025, 
pΔmg060 i pΔmg517. 

 

8.1.7 Obtenció dels knock-outs dels gens mg025, mg060 i mg517 de Mycoplasma genitalium 

8.1.7.1 Obtenció d’un stock de les construccions pΔmg025, pΔmg060 i pΔmg517 

 

Després de confirmar la seva correcta construcció, cal obtenir un stock dels plasmidis pΔmg025, pΔmg060 i 

pΔmg517 en el tampó que posteriorment s’empra per a la transformació de cèl·lules competents de Mycoplasma 

genitalium. Aquest es troba compost per 8 mM HEPES pH 7.2 i 272 mM sucrosa.  
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Amb aquest objectiu, s’empra 1 μL de l’ADN plasmídic dels clons confirmats amb els controls esmentats en el punt 

anterior per a transformar cèl·lules competents d’E.coli DH5α, preparades segons el mètode descrit per Sambrook et 

al., 2001. Algunes de les colònies obtingudes s’utilitzen per recuperar-ne l’ADN plasmídic amb el kit Wizard Plus 

Minipreps de Promega, segons les instruccions del fabricant, amb l’excepció que l’elució de l’esmentat ADN de la 

columna de purificació té lloc amb el tampó d’electroporació i no amb l’habitual aigua mil·liQ. La concentració 

recuperada en cada cas es quantifica mitjançant espectrofotometria, ja que cal conèixer aquesta dada perquè la 

posterior transformació de cèl·lules de micoplasma requereix una elevada quantitat d’ADN per al seu èxit. Les 

concentracions obtingudes es presenten a la Taula 8.16. 

 

Taula 8.16. Concentracions 
determinades per espectrofotometria 
dels plasmidis pΔmg025, pΔmg060 i 
pΔmg517. 

Plasmidi 
Concentració 

(ng/μL) 

pΔmg025 1089 

pΔmg060 905 

pΔmg517 846 

8.1.7.2 Transformació de cèl·lules competents de Mycoplasma genitalium 

 

La preparació de cèl·lules electrocompetents de Mycoplasma genitalium té lloc de la següent manera. S’inoculen 20 

mL de medi SP4 amb 50 μL d’un glicerinat del bacteri. El cultiu s’incuba a 37 ºC i un 5 % de CO2 durant 72 hores. A 

continuació, es descarten 10 mL de medi i s’utilitzen els 10 mL restants per rascar, amb l’ajuda d’un cell scraper, les 

cèl·lules que han crescut adherides al fons del tub Falcon emprat. La suspensió cel·lular recuperada es filtra per un 

filtre de 0.45 μm i es recultiva en 30 mL més de medi fresc SP4 durant 24 hores (37 ºC i 5 % CO2). Després d’aquest 

període, el medi es retira, les cèl·lules de micoplasma es renten entre 3 i 4 vegades amb tampó d’electroporació de 

composició 8 mM HEPES pH 7.2 i 272 mM sucrosa i finalment, es resuspenen en només 1 mL de l’esmentat tampó 

per tal d’aconseguir una densitat cel·lular d’aproximadament 109 cfu/mL. 

 

Per a la transformació, s’usen 20 μg de cadascun dels plasmidis obtinguts en el punt anterior. Aquesta quantitat 

correspon, segons les concentracions de la Taula 7.15, a 20 μL de pΔmg025, 25 μL de pΔmg060 i 30 μL de 

pΔmg517. El procediment de transformació comença amb la mescla de 90 μL de cèl·lules competents de 

micoplasma amb els volums esmentats d’ADN plasmídic. Aquesta mescla s’introdueix en una cubeta 

d’electroporació Plus BTX de 2 mm prèviament refredada amb gel i el conjunt es manté en gel durant 15 minuts. A 

continuació es procedeix a l’electroporació, emprant l’electroporador ―Electro cell manipulator 600‖ de BTX  i els 

paràmetres de 129 Ω de resistència i 2.5 kV de voltatge. Després del procés, la cubeta es manté 15 minuts més en 

gel. Tot seguit, s’introdueixen dins la cubeta 900 μL de medi SP4, els quals s’utilitzen per traspassar les cèl·lules a 

un tup Eppendorf. Aquestes s’incuben durant un mínim de 2 hores a 37 ºC, per tal de permetre l’expressió del gen 

de la resistència, i a continuació se n’utilitzen 200 μL per sembrar plaques amb medi SP4 sòlid. Aquestes s’incuben 

a 37 ºC i 5 % de CO2 fins que s’observa l’aparició de colònies, normalment al cap de 3 setmanes. 
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8.1.8 Anàlisi de les colònies transformants per Southern blott 

 

Per a cada clon a analitzar, s’aïlla el seu ADN genòmic segons el procediment descrit en el punt 8.1.1 d’aquest 

capítol. 

 

A continuació, es procedeix a la seva digestió amb 10 U de l’enzim Hind III en el tampó 2 de NE Biolabs de 

composició 10 mM Tris-HCl pH 7.9, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT.  

8.1.8.1 Transferència a una membrana de niló per capil·laritat en condicions alcalines 

 

El resultat de la digestió es carrega en un gel d’agarosa del 0.8 %, el qual es fa corre a 30 – 45 volts durant 4 hores. 

El gel es tenyeix amb bromur d’etidi i es fotografia amb un regle al costat del marcador de pesos moleculars, que 

permetrà posteriorment conèixer la mida de les bandes visualitzades. A continuació el gel s’incuba amb agitació 

suau durant 1 hora en tampó de transferència alcalina (TTA) de composició 0.4 M NaOH i 1 M NaCl, per tal de 

desnaturalitzar l’ADN i eliminar el bromur d’etidi. Mentrestant, s’hidrata la membrana de niló (Roche) a la qual es 

transferirà l’ADN, primer amb aigua destil·lada i després amb TTA. 

 

Per a la transferència, es tallen 8 trossos de paper Whatman 3MM de la mateixa mida que la membrana i se 

n’humitegen 4 en TTA. Es col·loquen diversos tovallons absorbents sobre una superfície plana de forma que 

contactin entre ells el màxim possible. A sobre, s’hi col·loquen 4 papers Whatman secs i sobre d’aquests, 2 més 

d’humits. En contacte amb aquests últims, es col·loca la membrana i sobre la membrana, se situa el gel. Sobre 

d’aquest, es col·loquen 2 papers Whatman humits més. Finalment, a la part superior de tot el muntatge, es col·loca 

una tira de paper Whatman més llarga i humitejada amb TTA de forma que els seus dos extrems es trobin en 

contacte amb dues cubetes plenes de TTA situades a una alçada superior per tal d’afavorir la capil·laritat. La 

transferència té lloc durant 1 hora. A continuació i abans de separar el gel de la membrana, es marquen els pous 

amb un punxó i es fa una marca a la membrana per tal de permetre el reconeixement de la cara que conté l’ADN 

transferit. 

 

Tot seguit, la membrana es neutralitza amb tampó neutralitzant de composició 0.5 M Tris-HCl pH 7.2 i 1 M NaCl, 

mitjançant la seva incubació durant 2x15 minuts a temperatura ambient. Després, la membrana s’asseca amb paper 

Whatman. 

8.1.8.2 Hibridació de la membrana amb una sonda marcada amb digoxigenina-11-dUTP 

 
L’obtenció de la sonda es fa a través del kit Dig DNA labeling and detection de Roche, el qual permet la síntesi de 

sondes d’ADN marcades amb digoxigenina-11-dUTP i la seva detecció mitjançant un anti-anticòs que reconeix la 

marca i que es troba conjugat amb fosfatasa alcalina, fet que permet una detecció colorimètrica dels fragments 

sobre els quals ha hibridat la sonda. Cal recordar que per a mg025 s’ha sintetitzat una sonda corresponent al braç 

de recombinació esquerre, mentre que per als dos altres gens, mg060 i mg517, la sonda preparada correspon al 

braç de recombinació dret. 
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8.1.8.2.1 Síntesi de la sonda 

 
Per a la preparació de les diferents sondes se segueix el protocol subministrat per Roche, juntament amb el kit Dig 

DNA labeling and detection. Es parteix d’entre 10 ng i 3 μg d’ADN motlle, en aquest cas, corresponent als braços de 

recombinació purificats des d’un gel d’agarosa mitjançant el kit DNA QIAquick  de QIAGEN. L’esmentat ADN 

s’incuba durant 10 minuts a 95 ºC per tal de desnaturalitzar-lo i a continuació es manté en gel fins que s’introdueix a 

la mescla de marcatge, els components de la qual es detallen a la Taula 8.17. 

 

Taula 8.17. Condicions de reacció per al marcatge de les sondes. 

Compost 
Concentració 

stock 
Concentració 

 final 

ADN 6 – 7 ng/μL 100 ng 

hexanucleòtids 10x 1x 

dNTPs 

1 mM dATP 
1 mM dGTP 
1 mM dCTP 

0.65 mM dTTP 
0.35 mM DIG-11-dUTP 

100 μM dATP 
100 μM dGTP 
100 μM dCTP 
65 μM dTTP 

35 μM DIG-11-dUTP 

Enzim Klenow 2 U/ μL 2 U 

 

L’esmentada mescla s’incuba a 37 ºC O/N. La reacció es para a partir de l’addició de 2 μL d’EDTA 0.2 M pH 8. Per 

tal de precipitar la sonda, s’addicionen 2.5 μL de NaCl 4 M i 75 μL d’EtOH absolut fred. La mescla es manté a -80 ºC 

durant 1 hora i a continuació, se centrifuga durant 30 min a màxima velocitat. El sobrenedant s’elimina per aspiració i 

el pellet es renta amb 40 μL d’EtOH 70 % fred. Per tal d’assecar-lo, es manté durant 30 minuts al buit i després es 

resuspèn en 50 μL de tampó TE de composició 10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA. Per tal que tingui lloc una 

resuspensió total, la sonda es manté O/N a 4 ºC. Un cop resuspesa, es guarda a -20 ºC. 

8.1.8.2.2 Hibridació de la sonda amb la membrana 

 

La membrana sobre la qual ha tingut lloc la transferència de l’ADN a analitzar s’introdueix en un tub d’hibridació. 

Aquesta s’incuba en 20 mL de la solució de pre-hibridació de composició 750 mM NaCl, 75 mM citrat sòdic pH 7, 50 

% v/v formamida, 0.1 % w/v N-laurosilsarcosina, 0.02 % w/v SDS i 5 % w/v de blocking reagent. La incubació té lloc 

durant un mínim d’una hora a 42 ºC en un forn d’hibridació (Amersham Pharmacia Biotech). Mentrestant, la sonda 

es desnaturalitza mantenint-la a 95 ºC durant 10 min. A continuació, 15 μL de la sonda desnaturalitzada es mesclen 

amb 15 mL de solució de pre-hibridació i el conjunt es posa en contacte amb la membrana, la qual s’incuba a 42 ºC 

O/N en el forn. Un cop finalitzada la hibridació, la membrana es renta amb 2x15 mL de tampó de rentat de baixa 

astringència de composició 300 mM NaCl, 30 mM citrat sòdic pH 7 i 0.1 % w/v SDS i amb 2x15 mL de tampó de 

rentat d’alta astringència de composició 15 mM NaCl, 1.5 mM citrat sòdic pH 7 i 0.1 % w/v SDS. Aquests rentats 

tenen lloc a temperatura ambient en el forn d’hibridació i tenen una durada de 5 minuts cadascun. 

8.1.8.3 Detecció immunològica de la sonda marcada amb digoxigenina-11-dUTP 

 

La membrana s’incuba amb 15 mL de la solució de rentat de composició 0.1 M àcid maleic pH 7.5, 0.15 M NaCl i  

0.3 % v/v Tween 20. El rentat té lloc en el forn d’hibridació a temperatura ambient durant 5 minuts. A continuació i 

també en el mateix forn, s’incuba la membrana amb 15 mL de solució de blocking, de composició 0.1 M àcid maleic 

pH 7.5 i 0.15 M NaCl durant 30 minuts. La mateixa solució s’utilitza per a realitzar la incubació de la membrana amb 
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l’anticòs anti-DIG, pel qual s’empra una dilució 1: 10000. Aquesta incubació té lloc durant 30 minuts a temperatura 

ambient. A continuació, la membrana es renta durant 15 minuts amb 2x15 mL de solució de rentat per eliminar 

l’anticòs que no s’ha unit. Donat que l’anticòs es troba conjugat amb l’enzim fosfatasa alcalina, el revelat de la 

membrana té lloc amb els substrats colorimètrics NTB (blau de nitrotetrazoli) i BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil 

fosfat). Després del rentat, la membrana s’incuba durant 2 min en 20 mL de tampó de revelat de composició 100 mM 

Tris-HCl pH 9.5, 100 mM NaCl i 50 mM MgCl2 i tot seguit, s’addicionen els substrats esmentats anteriorment (90 μL 

d’una solució de NTB de concentració 75 mg/mL en DMF al 70 % en aigua i 70 μL d’una solució de BCIP de 

concentració 50 mg/mL en DMF al 70 % en aigua). El conjunt s’incuba en la foscor fins que el desenvolupament del 

color és el desitjat. 

 

 

8.2 Capítol 3: Estudi de la transcripció de les possibles glicosiltransferases de Mycoplasma genitalium 

8.2.1 Aïllament d’ARN de Mycoplasma genitalium 

 

Per tal d’obtenir l’ARN de Mycoplasma genitalium en dues fases diferents del seu creixement i amb l’objectiu de 

poder treballar amb una quantitat de biomassa que proporcioni ARN suficient, s’inoculen 8x20 mL de medi SP4 amb 

50 μL de glicerinat del bacteri cadascun, utilitzant tubs Falcon de 25 cm2. Quatre d’ells, aquells que representen la 

fase exponencial del creixement, s’incuben a 37 ºC i 5 % de CO2 durant 72 hores. La incubació dels altres quatre 

cultius, corresponents a la fase estacionària, s’allarga fins a 110 hores.  

 

Per tots ells, el procediment que se segueix per tal de recuperar l’ARN és el determinat pel kit RNAqueous 

d’Ambion. Un cop crescuts els cultius, es retira el medi envellit i les cèl·lules de Mycoplasma genitalium que han 

crescut adherides a la superfície del tub Falcon es renten amb 3x5 mL de PBS. Per tal de rascar-les, s’utilitzen 500 

μL de la Lysis-Binding Solution, els quals es traspassen d’un tub a l’altre amb l’objectiu de recuperar totes les 

cèl·lules pertanyents a la mateixa fase del creixement. En finalitzar aquest procediment, els 500 μL de suspensió 

cel·lular s’introdueixen en un tub Eppendorf i es vortexen per homogeneïtzar. A continuació s’addicionen 500 μL 

d’EtOH 64 % i es mescla. Aquesta mesca s’aplica al filtre de sílice i es facilita la unió de l’ARN mitjançant la 

centrifugació del conjunt durant 1 min a 16000g. A continuació tenen lloc diversos rentats, tots realitzats repetint la 

centrifugació descrita anteriorment. El primer d’ells amb 700 L de Wash Solution 1 i el segon i el tercer amb 500 L 

de Wash Solution 2/3. L’elució de l’ARN es realitza amb 50 L de Elution Solution, els quals s’han escalfat 

prèviament fins a 70-80 ºC per tal d’augmentar el rendiment del procés. 

 

En aquest punt es disposa d’una solució que conté l’ARN de les cèl·lules del micoplasma però la qual possiblement 

també inclou ADN com a contaminant. Aquest representa una font de falsos positius en una reacció de RT-PCR. Per 

tant cal eliminar-lo. Això es fa mitjançant l’addició d’1 L de DNAsa I (2U/ L) a la solució d’ARN, juntament amb 5 

L de DNAse buffer 10x. La mescla s’incuba a 37 ºC durant 16 hores. Un cop finalitzada la reacció i per tal 

d’eliminar la DNAsa i els cations divalents introduïts en el tampó, s’addicionen 5 L de DNAse Inactivation Reagent, 

es mescla el conjunt manualment per inversió del tub Eppendorf i es manté 2 min a temperatura ambient. El reactiu 

s’elimina de la solució mitjançant una centrifugació d’1 min a 16000g, ja que es tracta d’una resina. 
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8.2.2 Reacció de RT-PCR 

 

La reacció de transcripció reversa que permet l’anàlisi de l’expressió dels gens mg025, mg060 i mg517 en 

Mycoplasma genitalium es realitza mitjançant el kit SuperScript III First Strand Synthesis System for RT-PCR 

d’Invitrogen, el qual permet obtenir cADN a partir de mARN. 

 

Inicialment es preparen les reaccions, les quals tenen un volum final de 20 μL, amb els components establerts a la 

Taula 8.18. El conjunt s’incuba a 65 ºC durant 5 minuts i a continuació es col·loca en gel durant 1 minut.  

 

Taula 8.18. Condicions de reacció de RT-PCR (1). 

Compost 
Concentració 

stock 
Concentració 

 final 
Volum 

(μL) 

ARN 8.5 pg/μL 60 ng 7 

Encebador revers 2 μM 0.2 μM 1 

dNTP mix 10 mM 1 mM 1 

DEPC H2O - - 1 

 

Tot seguit s’addiciona a les esmentades reaccions la mescla descrita en la Taula 8.19, la qual constitueix la cDNA 

Synthesis Mix i té un volum de 10 μL. 

 

Taula 8.19. Condicions de reacció de RT-PCR (2). 

Compost 
Concentració 

stock 
Concentració 

 final 
Volum 

(μL) 

Tampó RT 10x 1x 2 

MgCl2 25 mM 5 mM 4 

DTT 100 mM 10 mM 2 

RNAseOUT 40 U/ μL 40 U 1 

SuperScript III RT 200 U/ μL 200 U 1 

 

El conjunt s’incuba 50 min a 50 ºC, 5 min a 85 ºC i finalment, es manté en gel abans d’addicionar-hi 1 μL de RNAse 

H i incubar O/N a 37 ºC. El resultat s’usa directament com a ADN motlle de la reacció de PCR que es descriu a 

continuació, la qual té lloc segons les condicions establertes en la Taula 8.20 i amb la mescla de components 

definida en la Taula 8.21. En aquesta, cal tenir en compte que s’ha addicionat menys MgCl2 ja que l’ADN motlle ja 

conté una part de la salt provinent de la mescla de reacció de RT. 

 

 Taula 8.20. Condicions de reacció de PCR. 

Compost 
Concentració 

stock 
Concentració 

 final 

MgCl2 50 mM 2 mM 

encebadors 2 μM 0.25 μM 

dNTPs (cadascun) 10 mM 250 μM 

EcoTaq Polymerase 
(Ecogen) 

4 U/ μL 2 U 

 

Taula 8.21. Volums de cada component de la reacció de PCR. 

 
Aigua 
DEPC 

Tampó 
EcoTaq 

MgCl2 cADN dNTPs 
Encebador 

directe 
Encebador 

revers 
EcoTaq 

MG gens 9.4 μL 2 μL 0.6 μL 2 μL 0.5 μL 2.5 μL 2.5 μL 0.5 μL 
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A la Figura 8.3 es presenta la seqüència de cicles seguida tant per a la reacció de transcripció com per a la PCR, els 

resultats de la qual es visualitzen en un gel d’agarosa de l’1.7 %. La mida dels fragments amplificats s’estableix amb 

el marcador de pesos moleculars 100 bp DNA Ladder de NE Biolabs. 

 

 

 
 

Figura 8.3. Cicles de RT i PCR a l’anàlisi de la transcripció dels gens 
mg025, mg060 i mg517. 

 

 

8.3 Capítol 6: Anàlisi funcional de l’extrem C-terminal de GT-MG517 

8.3.1 Construcció del vector pET517HisN 

 

El vector pET517HisN es construeix a partir del plasmidi p517wt, el qual conté el gen mg517 entre les dianes Nde I i 

BamH I, i el vector comercial pET-15b(+). La construcció aconsegueix col·locar una cua d’His a l’extrem N-terminal 

del gen, ja que el situa entre les dianes Nde I i BamH I de l’esmentat vector pET-15b(+). 

 

Amb l’objectiu d’obtenir pET517HisN es transformen cèl·lules competents d’E.coli DH5α, preparades segons el 

mètode de Sambrook et al., 2001, amb el plasmidi p517wt per una banda i amb el pET-15b(+) per l’altra. Per a les 

colònies que s’obtenen en ambdós casos, s’aïlla l’ADN plasmídic amb el kit Wizard Plus Minipreps de Promega i 

aquest es digereix segons les condicions que s’estableixen en la Taula 8.22. 

 

Taula 8.22. Condicions de digestió dels vectors p517wt i pET-15b(+). 

Enzims Condicions de digestió 

BamH I i Nde I 
10 U 

Tampó 3 de NE Biolabs (50 mM Tris-HCl pH 7.9, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM 
DTT) i BSA 100x 

 

A la Taula 8.23 es presenten els volums de cadascun dels components de les esmentades reaccions de digestió, les 

quals tenen un volum final de 50 μL. Tots els enzims i tampons són de New England Biolabs. 
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  Taula 8.23. Components de les reaccions de digestió dels vectors p517wt i pET-15b(+). 

Mostra ADN  Tampó 10x 
BSA  
100x 

Aigua mQ 
Enzim 

20U/ μL 
Enzim 

20U/ μL 

p517wt (184 ng/ μL) 2.5 μL Tampó 3 - 5 μL 0.5 μL 41 μL 0.5 μL 0.5 μL 

pET-15b(+) (145 ng/ μL) 10 μL Tampó 3 - 5 μL 0.5 μL 33.5 μL 0.5 μL 0.5 μL 

 

Les mostres s’incuben O/N a 37 ºC i es visualitzen mitjançant un gel d’agarosa de l’1 %, del qual s’extreuen les 

bandes d’interès a partir del kit  DNA QIAquick  de QIAGEN. 

 

Per a la reacció de lligació entre els fragments generats per les digestions anteriors es treballa amb la relació 

estàndard de 3:1 entre la quantitat d’insert (gen mg517) i la quantitat de vector (fragment de pET-15b(+)). S’utilitzen 

2 U de la lligasa T4 DNA Ligase de Invitrogen en el seu tampó de reacció de composició 50 mM Tris-HCl pH 7.6, 10 

mM MgCl2, 1 mM ATP, 1 mM DTT i 5 % (w/v) polietilen glicol-8000 en un volum final de 20 μL. A la Taula 8.24 es 

presenten els volums dels diferents components de la reacció. 

 

  Taula 8.24. Components de la reacció de lligació per a l’obtenció de pET517HisN. 

Mostres 
pET-15b(+) 

( μL) 
mg517 
( μL) 

Tampó 5x 
T4 lligasa 
(5U/(μL) 

Aigua mQ 

pET517HisN 4 4 4 0.4 7.6 

Control negatiu 4 - 4 0.4 11.6 

 

La lligació s’incuba durant 8 hores a 16 ºC. Després d’aquest temps, s’utilitzen 2 μL per tal de transformar cèl·lules 

d’E.coli DH5α competents. La preparació i transformació d’aquestes té lloc segons el protocol estàndard descrit per 

Sambrook et al., 2001. 

 

Mentre per a la lligació de pET517HisN s’obtenen 8 colònies, únicament una creix en el control negatiu. D’aquestes 

8 colònies, se’n comprova la naturalesa de 4 mitjançant una anàlisi de restricció i una reacció de PCR. Per a les 

colònies a analitzar, s’aïlla l’ADN plasmídic mitjançant el kit Wizard Plus Minipreps de Promega.  

 

L’ADN que s’obté s’utilitza en una digestió de 20 μL amb els enzims de restricció Nde I i BamH I, en les condicions ja 

descrites a la Taula 8.22 i amb els volums de cadascun dels components resumits a la Taula 8.25. 

 

  Taula 8.25. Components de les reaccions de digestió de l’anàlisi de restricció de pET517HisN. 

Mostra ADN  Tampó 10x 
BSA  
100x 

Aigua mQ 
Enzim 

20U/ μL 
Enzim 

20U/ μL 

pET517HisN 
(70 - 120 ng/ μL) 

5 μL Tampó 3 – 2 μL 0.2 μL 11.8 μL 0.5 μL 0.5 μL 

Blanc pET517HisN 5 μL Tampó 3 - 2 μL 0.2 μL 12.8 μL - - 

 

Després d’una incubació O/N a 37 ºC, els resultats de la digestió es visualitzen en un gel d’agarosa de l’1 % tenyit 

amb bromur d’etidi, on és possible determinar la mida dels fragments mitjançant el marcador de pesos moleculars 

Molecular Weight Marker III de Roche. 

 

D’altra banda, l’ADN plasmídic dels 4 clons s’utilitza com a motlle en una reacció de PCR amb els encebadors 

universals T7 promotor i T7 terminador per tal d’amplificar el gen mg517. Un resultat positiu indica la presència del 
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gen i, per tant, la correcta lligació dels fragments. Les condicions de reacció són les estàndards per a una PCR, ja 

descrites anteriorment a la Taula 8.14. Pel que fa als volums dels diferents components, es recullen a la Taula 8.26. 

 

Taula 8.26. Volums de cada component de la reacció d’anàlisi per PCR dels transformants de pET517HisN. 

 
Aigua 
mQ 

Tampó 
EcoTaq 

MgCl2 

ADN 
(70 - 120 
ng/ μL) 

dNTPs T7 prom T7 term EcoTaq 

pET517HisN 13.2 μL 2 μL 0.8 μL 1 μL 0.5 μL 1 μL 1 μL 0.5 μL 

 

A la Figura 8.4 es presenta la seqüència de cicles usada per a l’amplificació del gen mg517 en el control de PCR, el 

resultat de la qual s’analitza en un gel d’agarosa en les mateixes condicions descrites per al control de restricció. 

 

 

 
 

Figura 8.4. Cicles de PCR per al control de la correcta obtenció de 
pET517HisN. 

 

Finalment, d’aquelles colònies que contenen la construcció pET517HisN correcta, se’n seqüència una mitjançant el 

kit de seqüenciació BigDye Terminator v3.1 ABI Prism de Perkin-Elmer Biosystems, segons les instruccions 

subministrades pel fabricant. 

 

8.3.2 Obtenció de les formes truncades de mg517 per PCR 

 

Com a motlle de les reaccions de PCR s’utilitza el plasmidi pET517HisN, obtingut segons s’ha descrit en el punt 

anterior. Les condicions de la reacció són les habituals, però amb l’objectiu d’obtenir una fidelitat major en 

l’amplificació de l’ADN, es treballa amb la polimerasa Pfu Turbo d’Stratagene, la qual no necessita un aport de MgCl2 

extern perquè ja en porta el seu propi tampó de reacció. A la Taula 8.27 es recullen les citades condicions, mentre 

que a la Taula 8.28 es resumeixen els volums de cadascun dels components emprats. 

 

Taula 8.27. Condicions de reacció d’obtenció de les formes 
truncades de mg517. 

Compost 
Concentració 

stock 
Concentració 

 final 

encebadors 5 μM 0.25 μM 

ADN 84.2 ng/μL 100 – 340 ng 

dNTPs (cadascun) 10 mM 300 μM 

Pfu Turbo DNA Polymerase 
(Stratagene) 

2.5 U/ μL 1 U 
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  Taula 8.28. Volums de cada component de la PCR per a l’obtenció de les formes truncades de mg517. 

 
Aigua 
mQ 

Tampó  
Pfu Turbo 

ADN dNTPs 
Encebador 

directe 
Encebador 

revers 
Pfu 

Turbo 

FT 2-6 11 μL 2 μL 4 μL 0.6 μL 1 μL 1 μL 0.4 μL 

FT1 i FT7 13.8 μL 2 μL 1.2 μL 0.6 μL 1 μL 1 μL 0.4 μL 

 

Finalment, a la Figura 8.5 es presenta la seqüència de cicles utilitzada per a obtenir les amplificacions desitjades, les 

quals es visualitzen en un gel d’agarosa de l’1.7 % tenyit amb bromur d’etidi i en el qual s’utilitza el marcador de 

pesos moleculars 100 bp Ladder de NE Biolabs. 

 

 

 
 

Figura 8.5. Cicles de PCR per a l’amplificació de les formes truncades de 
mg517. 

 

Les formes truncades amplificades es recuperen del gel d’agarosa mitjançant la seva extracció amb el kit DNA 

QIAquick  de QIAGEN i es digereixen amb els enzims de restricció Nde I i BamH I (NE Biolabs) en una digestió 

doble. Les condicions d’aquesta reacció són: 10 U de cada enzim, Tampó 3 de NE Biolabs (100 mM NaCl, 50 mM 

Tris-HCl pH 7.9, 10 mM MgCl2 i 1 mM DTT) i BSA 100x. A la Taula 8.29 es presenten els volums de cada 

component de la digestió, la qual es manté O/N a 37 ºC. 

 

  Taula 8.29. Components de les reaccions de digestió de les formes truncades de mg517. 

Mostra ADN  Tampó 10x 
BSA  
100x 

Aigua mQ 
Enzim 

20U/ μL 
Enzim 

20U/ μL 

FT1-FT7 45 μL Tampó 3 - 6 μL 0.6 μL 7.4 μL 0.5 μL 0.5 μL 

 

Per recuperar els fragments digerits, es realitza una nova extracció de l’ADN d’un gel d’agarosa amb el mateix kit 

que anteriorment. 

 

8.3.3 Construcció dels vectors finals d’expressió per a les formes truncades 

8.3.3.1 Digestió del vector pET-15b(+) 

 

Per tal de poder expressar les formes truncades del gen mg517, aquestes s’insereixen en el vector pET-15b(+) entre 

les dianes Nde I i BamH I. Per tant, és necessari disposar del fragment de l’esmentat vector digerit per aquests 

punts.  

 

Inicialment es prova una digestió doble emprant les condicions descrites a la Taula 8.22, les quals ja s’han utilitzat 

amb èxit per a digerir pET-15b(+). Ara bé, en aquest cas no s’aconsegueix la digestió correcta i cal passar a una 
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digestió seqüencial amb un pas intermedi de purificació de l’ADN. Així, les condicions finals sota les quals té lloc la 

digestió de pET-15b(+) són les resumides en la Taula 8.30. 

 
Taula 8.30. Condicions de digestió del vector pET-15b(+). 

Enzims Condicions de digestió 

Nde I i BamH I 
10 U 

Seqüencial: 
BamH I  amb tampó 3 de NE Biolabs (50 mM Tris-HCl pH 7.9, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 
1 mM DTT) i BSA 100x 
Nde I amb tampó 4 de NE Biolabs (50 mM KAcO, 20 mM Tris-AcOH pH 7.9, 10 mM MgAcO2 
i 1 mM DTT) 

 

Després de la primera digestió, l’ADN es purifica d’un gel d’agarosa de l’1 % amb el kit DNA QIAquick  de 

QIAGEN. El resultat de l’extracció s’empra com a substrat per a la segona digestió, tal com es mostra en la Taula 

8.31, on es detallen els volums dels components que formen part de cada reacció. 

 

  Taula 8.31. Components de les reaccions de digestió seqüencial de pET-15b(+). 

Mostra ADN  Tampó 10x 
BSA  
100x 

Aigua mQ 
BamH I 
20U/ μL 

Nde I 
20U/ μL 

pET-15b(+) 15 μL Tampó 3 - 2 μL 0.2 μL 2.3 μL 0.5 μL - 

pET-15b(+) – BamH I 45 μL Tampó 4 – 6 μL - 8.5 μL - 0.5 μL 

 

Ambdues digestions es mantenen O/N a 37 ºC. Després de la segona d’elles, el fragment del vector pET-15b(+) 

doblement digerit, es purifica d’un gel d’agarosa mitjançant l’extracció amb el el kit DNA QIAquick  de QIAGEN. 

8.3.3.2 Lligació de les formes truncades amb el fragment del vector pET-15b(+) 

 

Les condicions estàndard de lligació segons Sambrook et al., 2001 són les ja comentades anteriorment d’una relació 

molar 3:1 entre la quantitat d’insert i la quantitat de vector. S’utilitzen 2 U de la lligasa T4 DNA Ligase de Invitrogen 

en el seu tampó de reacció de composició 50 mM Tris-HCl pH 7.6, 10 mM MgCl2, 1 mM ATP, 1 mM DTT i 5 % (w/v) 

polietilen glicol-8000 en un volum final de 15 μL. A la Taula 8.32 es presenten els volums dels diferents components 

de la reacció. 

 

Taula 8.32. Components de la reacció de lligació per a la introducció de les formes 
truncades de mg517 en el vector pET-15b(+). 

Mostres 
pET-15b(+) 

digerit 
( μL) 

FT 
( μL) 

Tampó 5x 
T4 lligasa 
(5U/(μL) 

Aigua mQ 

FT1 3 6 3 0.4 2.6 

FT2-FT7 3 8.6 3 0.4 - 

Control negatiu 3 - 3 0.4 8.6 

 

La lligació s’incuba durant 5 hores a 16 ºC. Després d’aquest temps, s’utilitzen 4 μL per tal de transformar cèl·lules 

d’E.coli DH5α competents. La preparació i transformació d’aquestes té lloc segons el protocol estàndard descrit per 

Sambrook et al., 2001. 

 

A la Taula 8.33 es resumeixen el nombre de clons obtingut per a cada lligació, pels quals s’ha aïllat l’ADN plasmídic 

mitjançant el kit Wizard Plus Minipreps de Promega i se n’ha estudiat la naturalesa mitjançant una anàlisi per PCR. 
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Taula 8.33. Colònies obtingudes 
després de la lligació. 

Mostra 
Número  

de colònies 

FT1 5 

FT2 6 

FT3 12 

FT4 10 

FT5 8 

FT6 6 

FT7 13 

Control de 
recircularització 

0 

 

8.3.3.3 Anàlisi de transformants per PCR 

 

L’ADN plasmídic aïllat per a cada clon de la Taula 8.33 s’utilitza com a motlle en una reacció de PCR amb els 

encebadors universals T7, l’amplificació dels quals permet establir la correcta inserció de les formes truncades en el 

vector pET-15b(+).  

 

Les condicions de l’esmentada PCR són equivalents a les exposades a la Taula 8.27 i a la Figura 8.4 

respectivament, amb la diferència de la quantitat d’ADN motlle, el qual depèn de cada forma truncada. A la Taula 

8.34 es recullen els volums dels components d’aquestes reaccions, el resultat de les quals es visualitza en un gel 

d’agarosa de l’1.7 % amb el marcador de pesos moleculars 100 bp Ladder de NE Biolabs.  

 

Taula 8.34. Volums de cada component de la PCR control de l’obtenció de les formes truncades de 
mg517. 

 
Aigua 
mQ 

Tampó  
Pfu Turbo 

ADN dNTPs T7 Prom T7 Term 
Pfu 

Turbo 

FT 1-7 11 μL 2 μL 4 μL 0.6 μL 1 μL 1 μL 0.4 μL 

 

Aquells clons pels quals les reaccions de PCR donen un resultat positiu se seqüencien mitjançant el kit de 

seqüenciació BigDye Terminator v3.1 ABI Prism de Perkin-Elmer Biosystems, segons les instruccions 

subministrades pel fabricant. 
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9 Protocols d’expressió i purificació de proteïnes 

9.1 Expressió i extracció de GT-MG517 

9.1.1 Expressió i extracció de GT-MG517 a partir de la construcció pET517HisC mitjançant xoc tèrmic 

 

Es transformen cèl·lules d’E.coli BL21 DE3 competents, preparades segons el mètode descrit per Sambrook et al., 

2001, amb la construcció pET517HisC, seguint el protocol estàndard descrit pel mateix autor. A partir d’una colònia 

única obtinguda de la transformació, s’incoculen 3 mL de medi LB estèril suplementat amb 50 g/mL d’ampicil·lina i 

s’incuben 6-7 hores a 250 rpm i 37 ºC. Passat aquest temps, el cultiu obtingut s’utilitza per inocular 50 mL de medi 

LB fresc suplementat amb el mateix antibiòtic. Les cèl·lules s’incuben a 250 rpm i 37 ºC fins que la seva densitat 

òptica (OD600) assoleix un valor de 0.3. En aquest punt el cultiu se sotmet a un xoc tèrmic, introduint-lo en un bany 

d’aigua a 42 ºC i mantenint-lo en ell durant 30 min. Passat aquest temps, l’expressió de GT-MG517 s’indueix amb 1 

mM d’IPTG i el cultiu s’incuba O/N a 250 rpm i 20 ºC. 

 

Un cop finalitzada l’expressió de GT-MG517, les cèl·lules es recuperen per centrifugació a 5000 g durant 10 min a    

4 ºC. El pellet es renta amb 5 mL de NaCl 0.9 % fred i es resuspèn en 2.5 mL del tampó 20 mM HEPES pH 8, 500 

mM NaCl, 22 mM CHAPS i 10% glicerol. Les cèl·lules resuspeses es lisen per sonicació (5 cicles de 30 seg. amb els 

paràmetres output control 5 i duty cycle 30% amb el sonicador Branson Sonifier model 250) i s’incuben durant 1 hora 

amb agitació a 4 ºC. L’extracte soluble es recupera per centrifugació a 16000 g durant 10 min a 4 ºC. 

 

9.1.2 Expressió i extracció de GT-MG517 a partir de la construcció pET517HisC mitjançant co-expressió 
amb xaperones en un volum de cultiu de 50 mL o menor 

 

Es transformen cèl·lules d’E.coli BL21 DE3 competents, preparades segons el mètode descrit per Sambrook et al., 

2001, amb el vector comercial pGro7 de Takara, seguint el protocol estàndard descrit pel mateix autor. Les cèl·lules 

que s’obtenen es fan competents de nou i es transformen també amb la construcció pET517HisC, de forma que les 

cèl·lules resultants contenen ambdós plasmidis. S’inoculen 3 mL de medi LB estèril suplementat amb 50 g/mL 

d’ampicil·lina i 170 g/mL de cloramfenicol amb una colònia única d’aquestes cèl·lules cotransformades. El conjunt 

s’incuba entre 6-7 hores a 250 rpm i 37 ºC. Passat aquest temps, el cultiu obtingut s’utilitza per inocular 50 mL de 

medi LB fresc suplementat amb els mateixos dos antibiòtics. Les cèl·lules s’incuben a 250 rpm i 37 ºC fins que el 

seu OD600 assoleix un valor de 0.4. En aquest moment, s’indueix l’expressió de les xaperones del vector pGro7 amb 

l’addició de 0.2 % de L-arabinosa al medi. Abans de la inducció de l’expressió de GT-MG517 amb 1 mM d’IPTG, el 

cultiu es manté 30 min a 37 ºC i 250 rpm. Un cop addicionat l’IPTG, el conjunt s’incuba O/N a 30 ºC i 250 rpm. 

 

Un cop finalitzada l’expressió de GT-MG517, es procedeix de la mateixa forma que s’ha descrit en el punt anterior 

per tal d’obtenir un extracte soluble que contingui la proteïna. En funció de l’experiment, s’empra un tampó 

d’extracció diferent. Tots els utilitzats es recullen a la Taula 9.1. 
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Taula 9.1. Composició dels diferents tampons d’extracció utilitzats per volums de cultiu petits. 

Experiment Composició 

Comparativa d’expressió entre xoc 
tèrmic i xaperones (4.2.1) 

20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl, 22 mM CHAPS i 10 % 
glicerol 

Selecció d’un detergent adequat per a 
l’extracció de GT-MG517 (4.3.1) 

A 
20 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl, 5 % glicerol, 0.5 % 
w/v triton x-100 

B 
20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl, 22 mM CHAPS, 
10 % glicerol 

C 20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl, 20 % glicerol 

D 20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl 

Selecció del millor tampó de 
solubilització amb base Triton x-100 

(4.4.1) 

A 
500 mM NaCl, 50 mM fosfat pH 7, 0.5 % w/v Triton,  
10 % glicerol 

B 500 mM NaCl, 50 mM fosfat pH 7, 0.5 % w/v Triton 

C 500 mM NaCl, 50 mM fosfat pH 7, 1 % w/v Triton 

Tria del millor tampó de solubilització 
amb base CHAPS (4.5.1) 

1 
20 mM HEPES pH 8, 100 mM NaCl, 10 mM CHAPS, 
10 % glicerol 

2 
20 mM HEPES pH 8, 100 mM NaCl, 20 mM CHAPS, 
10 % glicerol 

3 
20 mM HEPES pH 8, 100 mM NaCl, 10 mM CHAPS, 
20 % glicerol 

4 
20 mM HEPES pH 8, 100 mM NaCl, 20 mM CHAPS, 
20 % glicerol 

5 
20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl, 10 mM CHAPS, 
10 % glicerol 

6 
20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl, 20 mM CHAPS, 
10 % glicerol 

7 
20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl, 10 mM CHAPS, 
20 % glicerol 

8 
20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl, 20 mM CHAPS, 
20 % glicerol 

9 20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl, 20 mM CHAPS 

10 20 mM HEPES pH 8, 20 mM CHAPS, 20 % glicerol 

Entre parèntesi al final de l’experiment s’inclou el punt de l’apartat d’Anàlisi i Discussió de Resultats en el 
qual es comenta. 

 

En l’experiment per a la tria del millor tampó de solubilització amb base Triton x-100, es prepara un únic cultiu de 30 

mL de medi LB i el pellet resultant es divideix en tres en el moment del rentat amb NaCl. Per tant, cada prova 

d’extracció es realitza sobre les cèl·lules corresponents a 10 mL de cultiu. En aquest mateix experiment, el volum de 

tampó d’extracció es redueix a 1 mL i en el procés de sonicació es realitzen 3 polsos de 10 seg. cadascun (output 

control 5 i duty cycle 30% en el sonicador Branson Sonifier model 250). 

 

En l’experiment per a la tria del millor tampó de solubilització amb base CHAPS, es preparen cultius de 20 mL de 

medi LB. Els pellets es resuspenen en 1.5 mL del tampó d’extracció corresponent i el seu procés de sonicació 

consisteix en 3 polsos de 30 seg. cadascun (output control 5 i duty cycle 30% en el sonicador Branson Sonifier 

model 250). 

 

9.1.3 Expressió i extracció de GT-MG517 a partir de la construcció pET517HisC mitjançant co-expressió 
amb xaperones en un volum de cultiu d’1 L 

 

Una colònia única de cèl·lules d’E.coli BL21 DE3 cotransformades amb pET517HisC i pGro7 s’utilitza per inocular 20 

mL de medi LB estèril suplementat amb 50 g/mL d’ampicil·lina i 170 g/mL de cloramfenicol, els quals s’incuben 

entre 6-7 hores a 250 rpm i 37 ºC. Passat aquest temps, el cultiu obtingut s’utilitza per inocular 1 L de medi LB fresc 
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suplementat amb els mateixos dos antibiòtics i es procedeix de la mateixa forma descrita en el punt anterior per a la 

inducció de l’expressió en un volum de 50 mL de medi de cultiu. 

 

Un cop recuperat el pellet  cel·lular per centrifugació a 5000 g durant 10 min a 4 ºC, aquest es renta amb 100 mL de 

NaCl 0.9 % fred. Per tal de procedir a l’extracció de GT-MG517, les cèl·lules es resuspenen en 100 mL de tampó, el 

qual és diferent en funció de l’experiment que es realitza, tal com s’indica en la Taula 9.2. 

 

Taula 9.2. Composició dels diferents tampons d’extracció utilitzats per volums de cultiu d’1 L. 

Experiment Composició 

Extracció amb base al detergent Triton 
x-100 (4.4.2) 

A 
50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl, 0.5 % w/v triton      
x-100 

B 
50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl, 0.5 % w/v triton      
x-100, 5 % glicerol i 20 mM imidazole 

Extracció amb base al detergent 
CHAPS (4.5.2) i cinètiques (Capítol 5) 

20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl, 10 mM CHAPS i 20 % 
glicerol 

Entre parèntesi al final de l’experiment s’inclou el punt de l’apartat d’Anàlisi i Discussió de Resultats en el 
qual es comenta. 

 

La suspensió cel·lular resultant es lisa mitjançant el seu pas per un disruptor cel·lular (Constant Cell Disruption 

Systems) a una pressió de 20.5 kPsi. El que es recupera del procés de lisi, se centrifuga a 16000g durant 30 min a  

4 ºC. El pellet es descarta i el sobrenedant se sonica (2 min en un sonicador Branson model 250, output control 5 i 

duty cycle 30%) per disminuir-ne la viscositat. Finalment se centrifuga de nou a 16000g durant 30 min més a 4 ºC i 

l’extracte que conté GT-MG517 es filtra a través d’un filtre de 0.22 m de Millipore, per tal que estigui apunt per a 

ser carregat en una columna de purificació per afinitat a metall (IMAC). 

 

9.1.4 Expressió i extracció de GT-MG517 a partir de la construcció pET517HisN mitjançant co-expressió 
amb xaperones en un volum de cultiu d’1 L 

 

Es transformen cèl·lules d’E.coli BL21 DE3 competents, preparades segons el mètode descrit per Sambrook et al., 

2001, i les quals contenen el vector pGro7, amb la construcció pET517HisN i totes les construccions derivades d’ella 

que contenen les set formes truncades del gen mg517, seguint el protocol estàndard descrit pel mateix autor.  

 

A partir d’una colònia única, cada soca d’E.coli cotransformada es fa crèixer en un preinòcul de 20 mL de medi 

estèril LB suplementat amb 50 g/mL d’ampicil·lina i 170 g/mL de cloramfenicol, els quals s’incuben entre 6-7 

hores a 250 rpm i 37 ºC. A partir d’aquests pre-inòculs, es procedeix tal com s’ha descrit en el punt anterior, amb 

l’excepció que un cop addicionat l’IPTG, el cultiu s’incuba O/N a 20 ºC en comptes de a 30 ºC. El tampó d’extracció 

que s’utilitza és el mateix en tots els casos, 20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl, 10 mM CHAPS i 20 % glicerol. 

 

9.1.5 Expressió i extracció de FT-MG517(1-197) en un volum de cultiu d’1 L 

 

Es transformen cèl·lules d’E.coli BL21 DE3 competents, preparades segons el mètode descrit per Sambrook et al., 

2001 amb la construcció pET517HisN(1-197), seguint el protocol estàndard descrit pel mateix autor. 
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A partir d’una colònia única es fa crèixer un preinòcul de 20 mL de medi estèril LB suplementat amb 50 g/mL 

d’ampicil·lina durant unes 6-7 hores a 250 rpm i 37 ºC. Passat aquest temps el pre-inòcul s’utilitza per inocular 1 L 

de medi LB fresc suplementat amb el mateix antibiòtic. El cultiu es manté a 250 rpm i 37 ºC fins que l’OD600 assoleix 

un valor de 0.4. En aquest punt, s’indueix l’expressió proteica amb 1 mM IPTG i la temperatura es disminueix fins als 

20 ºC. El cultiu es manté o/n i les cèl·lules es recuperen per centrifugació a 5000 g durant 10 min a 4 ºC. Després de 

rentar-les amb 100 mL de NaCl 0.9 %, es resuspenen en 100 mL del tampó 20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl i es 

lisen segons el procediment descrit en el punt 9.1.3. 

 

 

9.2 Purificació de GT-MG517 mitjançant cromatografia d’afinitat per metall (IMAC) 

 

El protocol de purificació de GT-MG517 mitjançant cromatografia d’afinitat per metall (IMAC) té lloc a partir de l’ús de 

columnes d’afinitat per Ni2+ HisTrapTM HP de GE Healthcare d’1 mL de capacitat en un aparell ÄKTApurifierTM FPLC 

també de GE Healthcare.  

 

Taula 9.3. Resum dels processos de purificació per IMAC realitzats a partir dels extractes de GT-MG517HisC, GT-MG517HisN i les 
seves formes truncades. S’inclou la Figura de l’apartat d’Anàlisi i Discussió de Resultats on es mostren els resultats corresponents. 

Experiment Tampó de càrrega Tampó rentat Tampó elució 
Mode elució 

(valors en mM 
imidazole) 

 
Figura 

 

Purificació 
amb Triton    

x-100 de   GT-
MG517HisC 

50 mM fosfat pH 7, 500 
mM NaCl, 0.5 % w/v triton 

- 
50 mM fosfat pH 7, 500 mM 
NaCl, 0.5 % w/v triton, 500 
mM imidazole 

Graons 50, 100, 
250 i 500 

4.10 

50 mM fosfat pH 7, 500 
mM NaCl, 0.5 % w/v 
triton, 5 % glicerol, 20 mM 
imidazole 

- 
50 mM fosfat pH 7, 500 mM 
NaCl, 0.5 % w/v triton, 5 % 
glicerol, 500 mM imidazole 

Gradient 0 – 500 
(60 min a 1 

mL/min) 
4.11a 

50 mM fosfat pH 7, 
500 mM NaCl, 20 % 
glicerol 

50 mM fosfat pH 7, 500 mM 
NaCl, 20 % glicerol, 500 mM 
imidazole 

Gradient 0 – 500 
(60 min a 1 

mL/min) 
4.15 

Purificació 
amb CHAPS 

de GT-
MG517HisC 

20 mM HEPES pH 8, 500 
mM NaCl, 10 mM CHAPS, 
20 % glicerol 

- 

20 mM HEPES pH 8, 500 
mM NaCl, 10 mM CHAPS,  
20 % glicerol, 500 mM 
imidazole 

Gradient 0 – 500 
(60 min a 1 

mL/min) 
4.18 

Gradient 0 – 40 
(60 min a 1 

mL/min) 
Constant a 40 

Gradient 40 – 300 
(60 min a 1 

mL/min) 

4.19a 

Gradient 0 – 40 
(60 min a 1 

mL/min) 
Constant a 40 

Graó 300 

4.19b 

20 mM HEPES pH 8, 
500 mM NaCl, 20 % 
glicerol 

20 mM HEPES pH 8, 500 
mM NaCl, 20 % glicerol,   
500 mM imidazole 

Gradient 0 – 500 
(60 min a 1 

mL/min) 
4.20 

Gradient 0 – 40 
(60 min a 1 

mL/min) 
Constant a 40 

Graó 300 

4.21 i 
cinètiques 
Capítol 5 
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Taula 9.3. Resum dels processos de purificació per IMAC realitzats a partir dels extractes de GT-MG517HisC, GT-MG517HisN i les 
seves formes truncades (continuació). S’inclou la Figura de l’apartat d’Anàlisi i Discussió de Resultats on es mostren els resultats 
corresponents. 

Experiment Tampó de càrrega Tampó rentat Tampó elució 
Mode elució 

(valors en mM 
imidazole) 

 
Figura 

 

Purificació 
amb CHAPS 

de GT-
MG517HisN 

20 mM HEPES pH 8, 500 
mM NaCl, 10 mM CHAPS, 

20 % glicerol 

20 mM HEPES pH 
8, 500 mM NaCl, 20 

% glicerol 

20 mM HEPES pH 8, 500 
mM NaCl, 20 % glicerol,   

500 mM imidazole 

Gradient 0 – 40 
(60 min a 1 

mL/min) 
Constant a 40 

Graó 500 

6.8 

Purificació 
amb CHAPS 
de les formes 
truncades de 
GT-MG517 

20 mM HEPES pH 8, 500 
mM NaCl, 10 mM CHAPS, 

20 % glicerol 

20 mM HEPES pH 
8, 500 mM NaCl, 20 

% glicerol 

20 mM HEPES pH 8, 500 
mM NaCl, 20 % glicerol,   

500 mM imidazole 

Gradient 0 – 40 
(60 min a 1 

mL/min) 
Constant a 40 

Graó 500 

6.14 
6.15 

Purificació de 
FT7 

20 mM HEPES pH 8, 500 
mM NaCl 

- 
20 mM HEPES pH 8, 500 
mM NaCl, 500 mM imidazole 

Gradient 0 – 40 
(60 min a 1 

mL/min) 
Constant a 40 

Graó 500 

6.19 

 

Els extractes de 100 mL que contenen GT-MG517 o les seves formes truncades obtinguts segons els diversos 

procediments descrits en els punts 9.1.3 i 9.1.4 es carreguen a l’esmentada columna prèviament equilibrada amb 5 

volums de columna (CV) del tampó usat en l’extracció de la proteïna. Aquesta càrrega té lloc a 4 ºC amb l’ajut d’una 

bomba peristàltica i a un flux de 1 mL/min. Un cop carregat tot l’extracte, la columna es connecta a l’Äkta i es 

continua passant tampó d’extracció fins que es recupera el senyal d’UV de la línia de base corresponent al tampó 

d’extracció o tampó de càrrega. A partir d’aquest punt, se segueix un protocol diferent en funció de l’experiment, tal 

com es resumeix en la Taula 9.3. 

 

En els casos en els quals s’ha utilitzat un tampó de rentat per tal d’eliminar el detergent del tampó de càrrega, el 

procediment seguit ha estat el següent. Un cop tot l’extracte proteic s’ha carregat a la columna d’afinitat i GT-MG517 

es troba ancorada a la columna, es passen a través d’aquesta entre 90 – 100 CV del tampó de rentat, el qual no 

conté el detergent a eliminar. Tot el procés té lloc a 4 ºC i amb l’ajut d’una bomba peristàltica i a un flux de 1 mL/min. 

Després del canvi de tampó, la columna es connecta a l’Äkta per procedir a l’elució amb imidazole, segons el 

procediment establert i inclòs en la Taula anterior. 

 

El resultat de l’elució es recull en fraccions de 2 mL. Aquelles que segons el perfil d’UV subministrat per l’Äkta 

contenen proteïna s’analitzen per SDS-PAGE i es tenyeixen amb blau de Coomassie. Les fraccions per les quals es 

confirma que contenen GT-MG517 s’uneixen i en funció de l’experiment, se sotmeten a diàlisi contra un tampó 

equivalent al d’elució, però sense imidazole. Les membranes empleades en la diàlisi tenen un cut off de 30 kDa 

(Cellu Sep). El procediment habitual de diàlisi consisteix en 4 canvis de 250 mL de tampó cada 2 hores. El procés 

esdevé a 4 ºC. 
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9.3 Purificació de GT-MG517 mitjançant cromatografia de gel-filtració 

 

Moltes mostres provinents d’una purificació per IMAC se sotmeten a una segona purificació mitjançant cromatografia 

de gel-filtració. A la Taula 9.4 es resumeixen les condicions emprades en cadascun dels experiments realitzats, tots 

ells emprant l’ÄKTApurifierTM FPLC de GE Healthcare. 

 

Taula 9.4. Resum dels processos de purificació mitjançant cromatografia de gel-filtració realitzats a partir de 
mostres que contenen GT-MG517HisC, GT-MG517HisN o les seves formes truncades. 

Experiment Tampó d’elució Columna 
Flux 

(mL/min) 
Vinjecció 
(mL) 

Figura 

Purificació de 
GT-MG517HisC 

50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl, 
0.5 % w/v triton, 5 % glicerol 

SuperdexTM 200 
10/300 GL de GE 

Healthcare 
0.5 0.1 4.13 

50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl, 
5 % glicerol, 12.5 mM OG 

SuperdexTM 200 
3.2/30 PC de GE 

Healthcare 
0.3 0.01 4.14 

50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl, 
5 % glicerol, 0.8 mM DM 

50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl, 
5 % glicerol, 0.075 mM DDM 

50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl, 
5 % glicerol, 4 mM C8E4 

Purificació de 
GT-MG517HisC 

50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl, 
20 % glicerol 

SuperdexTM 200 XK 
16 de GE 

Healthcare 
0.2 i 0.3 2 

4.16, 4.23, 
4,24 

Purificació de 
FT7 

20 mM HEPES pH 8, 500 mM 
NaCl 

SuperdexTM 200 XK 
16 de GE 

Healthcare 
0.2 2 6.20 

OG: octil-β-D-glucopiranòsid; DM: decil- β-D-maltopiranòsid; DDM: n-dodecil- β-D-maltòsid; C8E4: octiltetraoxietil·lè 

 

En tots els casos, la columna emprada s’equilibra amb 2 CV del tampó d’elució abans de la injecció de la mostra a 

purificar. Al llarg de la cromatografia es prenen fraccions d’1 mL, amb l’excepció de l’experiment en el qual s’utilitza 

la columna SuperdexTM 200 3.2/30 PC de volum 2.4 mL, en la qual es prenen fraccions de 30 L. Aquelles per les 

quals el senyal d’UV indica la presència de proteïna, s’analitzen per SDS-PAGE amb tinció de blau de Coomassie o 

de plata, en funció de l’experiment. 

 

 

9.4 Purificació de GT-MG517 mitjançant una columna d’hidroxiapatita 

 

Una mostra de GT-MG517 purificada prèviament per IMAC es sotmet a una columna d’hidroxiapatita. L’esmentada 

mostra té una concentració determinada per BCA de 2.9 mg/mL i es troba en el tampó 20 mM HEPES pH 8, 500 mM 

NaCl, 10 mM CHAPS i 20 % glicerol. 

 

La columna es prepara amb 20 mL de la resina Bio-Gel® HT de Bio Rad, segons les instruccions subministrades pel 

fabricant. Un cop empaquetada, la columna es connecta a l’ÄKTApurifierTM FPLC de GE Healthcare, s’equilibra amb 

5 CV del tampó 20 mM HEPES pH 8, 50 mM fosfat, 500 mM NaCl, 10 mM CHAPS i 20 % glicerol i es carrega amb 

els 4 mL corresponents a la mostra de proteïna. Després de la càrrega, es passen 120 mL més del tampó anterior, 
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per tal de descartar les proteïnes no unides a la columna. A continuació s’inicia un gradient de fosfat amb un tampó 

de composició 300 mM fosfat pH 8, 200 mM NaCl, 10 mM CHAPS i 20 % glicerol, el qual té una durada de 60 min. a 

un flux de 1 mL/min. 

 

Es recullen fraccions de 2 mL durant tot el procés i aquelles que, segons el perfil del senyal UV contenen proteïna, 

s’analitzen per SDS-PAGE i una tinció amb blau de Coomassie. 

 

 

9.5 Canvi de tampó mitjançant immobilització en una resina d’afinitat per Ni2+ 

 

Aquesta estratègia s’empra per tal de canviar un tampó on es troba GT-MG517, el qual conté triton x-100, per altres 

en els quals el detergent és un de tipus alquil glucòsid. S’utilitza una resina quelant en la qual pot immobilitzar-se el 

metall desitjat, que en aquest cas és el Ni2+ (Chelating Sepharose™ Fast Flow de GE Healthcare). 

 

Es vortexa el pot de resina intensament i es pren 1 mL d’aquesta, amb una capacitat d’unió de 5 mg de proteïna per 

mL de resina. La resina es tracta segons les instruccions del fabricant per tal d’unir-hi el metall Ni2+ i finalment 

s’equilibra amb 1 volum, és a dir, 1 mL, del tampó de càrrega en el qual es troba la mostra de GT-MG517, 50 mM 

fosfat pH 7, 500 mM NaCl, 0.5 % w/v triton i 5 % glicerol, la qual té una concentració al voltant de 1 mg/mL. El 

conjunt s’incuba amb agitació O/N a 4 ºC. A continuació, la resina se sedimenta per centrifugació a 500 g durant 5 

min i se n’elimina el sobrenedant, el qual constitueix el que no s’ha unit a la resina, és a dir, el flow-trough. La resina 

es resuspèn amb 5 CV del tampó de neteja 50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl i 20 % glicerol i s’incuba durant 10 min 

amb agitació i a 4 ºC. Tot seguit, la resina se sedimenta de nou a 500 g durant 5 min i el sobrenedant es guarda per 

al seu anàlisi. El procés es repeteix dues vegades més, per tal d’assegurar l’eliminació del triton de la proteïna unida 

a la resina. Per a l’elució de la proteïna la resina es resuspèn en 2 CV del tampó d’elució de composició 50 mM 

fosfat pH 7, 500 mM NaCl, 5 % glicerol, el detergent corresponent (Taula 9.5) i 500 mM imidazole. El conjunt 

s’incuba amb agitació durant 1 hora a 4 ºC i a continuació se sedimenta mitjançant centrifugació a 500 g durant 5 

min. El sobrenedant que s’obté conté GT-MG517 en un tampó on ja no queda triton. L’elució es repeteix dues 

vegades més amb 1 CV i els sobrenedants obtinguts es recuperen per al seu anàlisi per SDS-PAGE. 

 

Taula 9.5. Composició dels diferents tampons que contenen detergents 
de tipus alquil glucòsid. 

Tampó Composició 

OG 500 mM NaCl, 50 mM fosfat pH 7, 5 % glicerol, 12.5 mM OG 

DM 500 mM NaCl, 50 mM fosfat pH 7, 5 % glicerol, 0.8 mM DM 

DDM 500 mM NaCl, 50 mM fosfat pH 7, 5 % glicerol, 0.075 mM DDM 

C8E4 500 mM NaCl, 50 mM fosfat pH 7, 5 % glicerol, 4 mM C8E4 
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9.6 Mètodes colorimètrics de quantificació de proteïnes 

 

Els mètodes més habituals per a quantificar solucions proteiques són directament per espectrofotometria, en cas 

que prèviament s’hagi determinat de forma experimental el coeficient d’absortivitat molar (ε) a 280 nm de la proteïna 

d’interès, o mitjançant una anàlisi de Bradford, en la qual és necessària una recta patró amb una proteïna estàndard 

de concentració coneguda, paper que normalment té la proteïna BSA (albúmina de sèrum boví).  

 

Un requeriment bàsic per tal de poder aplicar el primer dels mètodes és l’absència en la solució proteica de 

compostos no absorbents dins de la franja corresponent a l’UV, els quals signifiquen una interferència molt important 

per a la quantificació. Aquest és el cas del detergent triton x-100, que per la seva estructura molecular presenta un 

màxim d’absorció a 280 nm.  

 

D’altra banda, el mètode de Bradford utilitza un reactiu no compatible amb elevades concentracions ni de detergents 

ni de glicerol, compostos presents en els diferents tampons emprats en el present treball. Aquest fet ha propiciat que 

la quantificació de solucions proteiques s’hagi realitzat a partir de dos assajos diferents: el mètode de Lowry i el 

mètode de BCA, els quals s’expliquen a continuació. 

 

9.6.1 Mètode de Lowry per a la quantificació de solucions proteiques 

 

El mètode de Lowry permet quantificar solucions proteiques de concentracions entre 10 g/mL i 1 mg/mL de 

proteïna. No s’utilitza cap kit comercial per a la seva aplicació. Per tant, els reactius necessaris es preparen segons 

el citat en la Taula 9.6. 

 

Taula 9.6. Reactius per a l’aplicació del mètode de Lowry. 

Reactiu Composició 

A 2 % Na2CO3 en 0.1 N de NaOH 

B 0.5 % CuSO4·5H2O, 1 % tartrat sòdic i potàssic 

C 50 mL Reactiu A + 1 mL Reactiu B 

D Reactiu de Folin (Sigma-Aldrich) diluït en aigua mQ 1:1 

 

Es preparen patrons de BSA (200 L) segons el que s’estableix a la Taula 9.7, per tal d’obtenir una recta de 

calibració on es relacioni l’absorbància a 750 nm produïda per l’assaig i la concentració de proteïna dels patrons, en 

la qual es puguin interpolar els valors d’absorbància obtinguts per les mostres a quantificar. 

 

Taula 9.7. Patrons de BSA a preparar per a l’assaig de Lowry. 

Patró Dissolució BSA Tampó Nom patró 

20 g/mL 40 L BSA stock 3960 L tampó 1 

16 g/mL 160 L 1 40 L tampó 2 

12 g/mL 120 L 1 80 L tampó 3 

8 g/mL 80 L 1 120 L tampó 4 

4 g/mL 40 L 1 160 L tampó 5 

0 - 200 L tampó 6 
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També es preparen dilucions de les mostres a quantificar, de forma que aquestes puguin entrar dins del rang 

d’aplicació de l’assaig. Es prenen 200 L d’aquestes dilucions i s’hi addiciona 1 mL del Reactiu C. Es procedeix de 

la mateixa manera amb els patrons. El conjunt es manté a temperatura ambient durant 10 min. Passat aquest 

temps, s’addicionen 100 L del Reactiu D i s’incuben també a temperatura ambient durant 30 min. A continuació es 

mesura l’absorbància tant de patrons com de mostres a 750 nm, es construeix la recta de calibració abans 

esmentada i s’interpolen els valors d’absorbància obtinguts per a les mostres, els quals permeten la seva 

quantificació. 

 

9.6.2 Mètode de BCA per a la quantificació de solucions proteiques 

 

L’assaig de BCA (bicinchoninic acid assay) es desenvolupa a partir del kit Pierce® BCA Protein Assay, compost pel 

Reactiu A (solució d’àcid bicinconínic i tartrat sòdic), pel Reactiu B (solució de sulfat cúpric) i per una dissolució 

estàndard de BSA de concentració 2 mg/mL. Es tracta d’un assaig amb un rang d’aplicació entre 20 g/mL i 2 

mg/mL de proteïna. 

 

gons l’establert en la Taula 9.8. 
 

Taula 9.8. Patrons de BSA a preparar per a l’assaig de BCA. 

Patró Dissolució BSA Tampó Nom patró 

1 mg/mL 100 L BSA stock 100 L tampó A 

0.5 mg/mL 100 L A 100 L tampó B 

0.25 mg/mL 100 L B 100 L tampó C 

0.125 mg/mL 100 L C 100 L tampó D 

31.25 g/mL 50 L D 150 L tampó - 

0 - 100 L tampó - 

 

També es preparen les mostres corresponents a la solució proteica que es pretén quantificar, amb la dilució 

adequada per tal que la concentració es trobi dins del rang d’aplicació de la recta de calibració amb els patrons de 

BSA. 

 

S’addicionen 50 L de cada patró i de mostra a un tub Eppendorf. Es prepara l’anomenat Reactiu de Treball, el qual 

conté 50 parts del Reactiu A i 1 part del Reactiu B. Cal calcular el volum necessari de Reactiu de Treball tenint en 

compte el nombre de mostres que es pretenen quantificar i que en cadascuna s’hi addiciona 1 mL de l’esmentat 

reactiu. Un cop s’addiciona aquest volum als patrons i a les mostres, s’incuben a 37 ºC durant 30 min. Després 

d’aquest temps, es deixen refredar fins a temperatura ambient i se’n mesura l’absorbància a 562 nm. Com que el 

desenvolupament del color propiciat pels reactius de l’assaig, el qual es proporcional a la quantitat de proteïna, no 

s’atura, cal mesurar patrons i mostres dins d’un interval de temps no superior a 10 min. 

 

Amb els valors d’absorbància obtinguts pels patrons de BSA, s’ajusta una recta que relaciona absorbància i 

concentració de proteïna i la qual s’usa per conèixer la concentració de les mostres. 
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10 Protocols per a la determinació de l’activitat glicosiltransferasa i la producció de glicolípids 

10.1 Anàlisi de la producció de glicolípids in vivo 

 

Es parteix de 10 mL d’un cultiu de cèl·lules d’E.coli, les quals expressen GT-MG517, ja sigui amb la cua d’His a 

l’extrem C-terminal, N-terminal o alguna de les formes truncades dissenyades en el present treball. El pellet cel·lular 

es recupera per centrifugació a 5000 g durant 10 min i a 4 ºC i es renta amb 1 mL de NaCl 0.9 % fred. Per tal de 

realitzar l’extracció dels lípids presents en les cèl·lules, l’esmentat pellet es resuspèn en 500 L de la mescla 

orgànica cloroform/metanol 2:1 amb l’ajut d’un bany d’ultrasons, en el qual es manté 10 min. A continuació, el 

conjunt se centrifuga a 16000 g durant 5 min a 4 ºC i s’observa com en resulten dues fases i un pellet. Únicament es 

recupera la fase orgànica (inferior), la qual s’evapora amb una corrent de nitrogen i posteriorment es reconstitueix 

amb un volum determinat de la mescla cloroform/metanol 2:1 (aquest volum pot anar entre 20 i 100 L, en funció de 

la concentració de lípids que s’espera observar en la mostra). 

 

Per tal de visualitzar el contingut en glicolípids de les cèl·lules es realitza una cromatografia de capa fina o thin layer 

chromatography (TLC). S’utilitzen les capes fines de Merk TLC Silica gel 60 F254 aluminium sheets 20x20 cm, en les 

quals es punxen 20 L de la solució anterior. L’eluent de la cromatografia és una mescla cloroform/metanol/aigua de 

proporcions 65:25:4. Per tal de procedir al revelat dels glicolípids presents a les mostres es pot procedir de dues 

formes diferents: 

 Si únicament es desitja visualitzar els glicolípids, la TLC es submergeix en una dissolució 0.5 % d’ -naftol 

preparada amb una mescla 1:1 d’aigua i metanol. Després de deixar assecar lleugerament aquesta 

primera solució, es procedeix a submergir de nou la TLC, aquest cop en una dissolució d’àcid sulfúric, 

metanol i aigua de proporcions 45:45:10. Per al desenvolupament del color lila que aquesta tinció 

proporciona als glicolípids, cal esclafar la TLC en un forn entre 5-10 min. 

 Si per contra es desitja veure tots els lípids presents en la mostra, la TLC se submergeix únicament en la 

solució d’àcid sulfúric, metanol i aigua i es crema en el forn. En aquest cas, els glicolípids apareixen de 

color rosa si no es deixa cremar la TLC en excés.  

 

 

10.2 Anàlisi de la producció de glicolípids ex vivo: assaig qualitatiu. 

 

Aquest assaig es realitza sobre extractes cel·lulars de cèl·lules d’E.coli que expressen GT-MG517 o sobre proteïna 

purificada. En el primer supòsit, els extractes es preparen segons el protocol següent. 

 

10.2.1 Preparació d’extractes cel·lulars de cèl·lules d’E.coli per a l’assaig d’activitat qualitatiu 

 

Es parteix de 10 mL d’un cultiu de cèl·lules d’E.coli, les quals expressen GT-MG517, ja sigui amb la cua d’His a 

l’extrem C-terminal o a l’extrem N-terminal. El pellet cel·lular es recupera per centrifugació a 5000 g durant 10 min i a 

4 ºC i es renta amb 1 mL de NaCl 0.9 % fred. A continuació, l’esmentat pellet es resuspèn en 600 L d’una 
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dissolució de composició 25 % sucrosa i 1 mM EDTA i s’incuba amb agitació i a temperatura ambient durant 10 min. 

El resultat es centrifuga de nou a 5000 g durant 5 min a temperatura ambient i el sobrenedant es descarta. El pellet 

es resuspèn ara amb 600 L d’aigua mQ freda i s’incuba amb agitació a 4 ºC durant 10 min. El resultat d’aquesta 

acció és el trencament de la paret cel·lular de les cèl·lules d’E.coli, donant lloc a les estructures anomenades 

esferoplasts. Després de la incubació, aquests esferoplasts es recuperen per centrifugació a 5000 g durant 10 min a 

4 ºC i es resuspenen novament amb 200 L del tampó de reacció 120 mM Tris-malat pH 8, 20 mM MgCl2. 

 

10.2.2 Assaig d’activitat qualitatiu 

 

Les condicions de reacció sota les quals té lloc l’esmentat assaig que determina de forma qualitativa l’activitat de la 

proteïna GT-MG517, ja sigui purificada o situada en els esferoplasts descrits en el punt anterior, són les que 

s’estableixen en la Taula 10.1. 

 

Taula 10.1. Condicions de reacció estàndards de l’assaig 
qualitatiu per l’activitat de GT-MG517 

Compost 
Concentració 

stock 
Concentració 

en reacció 

Tris-malat pH 8 1.2 M 120 mM 

MgCl2 200 mM 20 mM 

UDP-Glc (donador) 50 mM 5 mM 

DOG / SDS (acceptor) 10 mM/2 mM 1 mM / 0.2 mM 

Treacció - 35 ºC 

treacció - O/N 

 

Cal dir que la dissolució stock de l’acceptor DOG s’ha preparat dissolent la quantitat requerida de DOG en una 

solució 2 mM del detergent SDS. Per tal que la dissolució del lípid sigui efectiva, és necessari un tractament en un 

bany d’ultrasons durant 10 min. L’esmentada solució stock s’aliquota i es guarda a -20 ºC. En el moment de ser 

utilitzada, la suspensió de DOG en SDS es reconstitueix mitjançant la repetició del tractament al bany d’ultrasons. 

 

El volum de reacció habitual és de 100 L. Així, s’introdueixen en un tub Eppendorf 10 L del tampó de reacció Tris-

malat pH 8 1.2 M, 10 L de MgCl2 200 mM i 10 L de l’acceptor DOG/SDS després del tractament a l’ultrasons. A 

continuació, s’addicionen 40 L de la font proteica, ja sigui proteïna purificada o esferoplasts. Finalment, la reacció 

s’inicia a partir de l’addició de 10 L d’UDP-Glc 50 mM. La incubació del conjunt té lloc a 35 ºC O/N. 

 

Per tal d’analitzar els glicolípids produïts per la reacció enzimàtica, s’addicionen a aquesta 250 L (2.5 volums de 

reacció) de la mescla cloroform/metanol 2:1, fet que propicia la parada de la reacció degut a la desnaturalització de 

l’enzim per part del dissolvent orgànic. El conjunt es manté 10 min en un bany d’ultrasons amb l’objectiu que 

l’extracció dels glicolípids sigui efectiva. A continuació la mostra se centrifuga 1 min a 16000 g per tal de separar la 

fase orgància d’interès de la fase aquosa. L’esmentada fase orgànica se separa i s’evapora mitjançant una corrent 

de nitrogen. Finalment es reconstitueix amb 50 L de la mescla clorofrom/metanol 2:1 i es punxa a una TLC, la qual 

s’elueix i es revela tal com s’ha explicat en el punt 10.1 del present capítol. 
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10.3 Assaig d’activitat radiomètric 

10.3.1 Obtenció de les rectes patró dels substrats donadors i optimització del temps de comptatge 

 

Els substrats radioactius emprats en l’assaig radiomètric han estat subministrats per GE Healthcare i es troben 

marcats amb 14C en els sis carbonis del sucre, ja sigui de la glucosa o de la galactosa. Les seves característiques es 

detallen a la Taula 10.2. 

 

Taula 10.2. Característiques dels substrats donadors radioactius UDP-Glc i UDP-Gal.  

Substrat donador 
Referència  

GE Healthcare 
Activitat específica 

Concentració 
radioactiva 

Uridine diphospho-D-[U-14C]galactose, 
ammonium salt 

CFB129 285 mCi/mmol 25 Ci/mL 

Uridine diphospho-D-[U-14C]glucose, 
ammonium salt 

CFB102 293 mCi/mmol 25 Ci/mL 

 

Per tal de poder treballar amb diferents concentracions de donador i mantenir la sensibilitat del mètode radioactiu, és 

necessari treballar amb dues relacions molars radioactiu/no radioactiu diferents: 1/200 i 1/50, la primera per a la 

majoria dels casos i la segona per a reaccions amb concentracions de donador iguals o inferiors a 50 M. Les rectes 

patró del dos donadors utilitzats es calculen per a les dues relacions. Per fer-ho es preparen dissolucions stock 

(Taula 10.3) i a partir d’elles, s’obtenen diferents dilucions, que són les que s’analitzen en el comptador de centelleig 

TRI-CARB 2100 TR de Packard. En el cas de la relació 1/200 les dilucions que es preparen a partir de l’stock 10 mM 

són 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63 i 7.81 μM. En el cas de la relació 1/50, les dilucions que es preparen a 

partir de l’stock 500 μM són 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0.78 i 0.39 μM.  

 

Taula 10.3. Preparació de les dissolucions stock de donador per a les relacions 
1/50 i 1/200 

Dissolució stock 
Volum donador 

marcat comercial 
Volum donador 

no marcat 
Aigua mQ 

500 M UDP-Glc 1/50 11.7 L 9.8 L de 5 mM 78.5 L 

500 M UDP-Gal 1/50 11.4 L 9.8 L de 5 mM 78.8 L 

10 mM UDP-Glc 1/200 58.6 L 19.9 L de 50 mM 21.5 L 

10 mM UDP-Gal 1/200 56.8 L 19.9 L de 50 mM 23.3 L 

 

Les mostres per a les rectes patró dels donadors es preparen a partir de la mescla de 20 μL de la dilució 

corresponent amb 350 μL d’AcOEt, 500 μL de MeOH i 4 mL del líquid de centelleig ACS-II scintillation liquid de GE 

Healthcare.  

 

La radioactivitat emesa per cada dilució de la relació 1/50 es compta utilitzant tres temps de comptatge diferents (1 

min, 2 min i 4 min), fet que permet establir el marge de linealitat del mètode radiomètric per a cadascun d’ells. Cal dir 

que aquest marge de linealitat es determina a partir d’un factor de resposta (f) que relaciona la concentració de 

donador amb el senyal obtingut. A partir de totes les concentracions analitzades es calcula un factor de resposta 

promig (fprom) i es consideren dins del marge de linealitat aquelles concentracions que es troben dins l’interval fprom  

10%.  

 

Per a la relació 1/200 només es treballa amb el temps de comptatge de 2 min.  
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10.3.2 Optimització del procés d’extracció dels glicolípids de nova síntesi 

 
Es preparen dos còctels de reacció sense enzim, un amb 50 μM d’UDP-Glc no radioactiva i l’altre amb UDP-Glc 

marcada (es fa igual per l’UDP-Gal). Per tots dos s’extreu una alíquota de 20 μL i s’addiciona a un tub Eppendorf 

que conté  500 μL d’AcOEt. Es vortexa i s’addicionen 250 μL de NaCl 0.45 %. El conjunt se centrifuga durant 5 min a 

2500 rpm i 350 μL de la fase orgànica de cada mostra s’addicionen a un vial de centelleig que conté 4 mL de líquid i 

0.5 mL de MeOH.  

 

10.3.3 Preparació d’una reacció estàndard 

 
Les condicions sota les quals té lloc una reacció estàndard per tal de determinar l’activitat glicosiltransferasa de GT-

MG517 són les descrites en la Taula 10.4. 

 

Taula 10.4. Condicions de reacció estàndard de l’assaig radiomètric 

Compost Concentració 
stock 

Concentració en 
reacció 

HEPES pH 8 200 mM 20 mM 

MgCl2 200 mM 20 mM 

CHAPS 100 mM 20 mM 

DOG - 1.25 mM 

DOPG - 12.5 mM 

UDP-14C-Glc / UDP-14C-Gal 10 mM 1 mM 

GT-MG517 (en extracte o purificada) - Variable segons lot 

ordre: M 

Treacció - 35 ºC 

 

La preparació del còctel de reacció té lloc en dues parts diferenciades. Primer cal preparar les micel·les mixtes que 

contenen el substrat acceptor, el detergent i els altres lípids i a continuació, addicionar la proteïna i el donador 

marcat radioactivament. El volum habitual de reacció és de 110 L.  

 

El DOG, el DOPG i en els casos en que és necessari el DOPC es dissolen en cloroform i s’addiciona a un vial de 

vidre la quantitat necessària segons la concentració final en reacció. El cloroform s’evapora mitjançant un corrent de 

nitrogen i per tal d’assegurar que s’elimina completament, el vial es manté al buit durant 1 hora. A continuació 

s’addicionen 11 L del tampó 200 mM HEPES pH 8, 200 mM MgCl2, 22 L de la solució 100 mM CHAPS i 27 L 

d’aigua mQ. El conjunt es vortexa vigorosament i es manté en un bany d’ultrasons durant 10 min per afavorir la 

formació de micel·les. Un cop aquestes s’han constituït (la dissolució es fa transparent), el conjunt es traspassa a un 

tub Eppendorf i un cop en ell, s’addicionen 10 L de la font proteica, ja sigui un extracte o proteïna purificada, i 29 

L més d’aigua mQ. El conjunt s’incuba un mínim de 30 min. en gel per tal de permetre la incorporació de la 

proteïna a les micel·les. La reacció s’inicia amb l’addició de 10 L d’una dissolució stock de donador marcat de la 

concentració desitjada. 

 

A la Taula 10.5 es mostra un exemple dels volums i quantitats de lípids requerits per a la preparació d’una reacció 

estàndard. 

 



Capítol 10: Protocols per a la determinació de l’activitat glicosiltransferasa i la producció de glicolípids 

 

 
 

- 277 - 

Taula 10.5. Preparació d’una reacció estàndard de l’assaig radiomètric 

  Volum total de reacció = 110 L 

 Reacció R1 - estàndard 

Lípids 

DOG (Sigma-Aldrich) 85.4 g 

DOPG (Sigma-Aldrich) 1.1 mg 

Extracte lipídic 

(60 L) 

Tampó HEPES 200 mM, MgCl2 200 mM 11 L 

CHAPS 100 mM 22 L 

Aigua mQ 27 L 

GT-MG517 (12.4 M) 10 L 

Aigua mQ 29 L 

UDP-Glc 10 mM 1/200 11 L 

 

10.3.4 Obtenció d’una corba de progrés de la reacció 

 
L’addició del donador marcat es considera el punt inicial de la reacció de glicosilació. Per a les reaccions en les 

quals es treballa amb UDP-Glc s’extreuen alíquotes de 20 L cada 4 minuts durant 20 minuts. Així és tenen les 

mostres de 4, 8, 12, 16 i 20 min. Per contra, en les reaccions en les quals el donador és UDP-Gal s’extreuen 

alíquotes de 20 L cada 2 minuts durant 10 minuts, obtenint-se mostres de 2, 4, 6, 8 i 10 min. 

 

Cadascuna d’aquestes alíquotes es tracta de la forma següent. Els 20 L s’addicionen sobre 500 L d’AcOEt i el 

conjunt es vortexa lleugerament per assegurar que té lloc la mescla i la reacció es para. Tot seguit, es procedeix al 

rentat de la fase orgància amb 250 L de NaCl 0.45 %. Per tal de separar les fases correctament, la mostra se 

centrifuga durant 5 min a 2500 rpm. Posteriorment, 350 L de la fase orgànica s’extreuen mitjançant una xeringa 

Hamilton de 500 L de volum i s’addicionen sobre el conjunt format per 500 L de MeOH i 4 mL de líquid de 

centelleig. La solució resultant es mescla i s’introdueix al comptador de centelleig, on la radioactivitat emesa es 

compta durant 2 min. 

 

Cal dir que el punt zero de les reaccions s’obté a partir d’una mescla de reacció en la qual no s’addiciona enzim, 

però sí donador marcat. L’extracció d’una alíquota de 20 L d’aquesta mescla i el seu tractament segons el que s’ha 

exposat en el paràgraf anterior proporciona el valor de radioactivitat corresponent al moment inicial de les reaccions. 

 

 

10.4 Producció i purificació de MGlcDG per al seu ús com a substrat acceptor en l’estudi cinètic de GT-
MG517 com a DGlcDG sintasa 

 

10.4.1 Obtenció de l’extracte proteic de GT-MG517 

 

A partir d’una colònia única de cèl·lules d’E.coli cotransformades amb els plasmidis pET517HisC i pGro7, s’inoculen 

9 mL de medi LB estèril suplementat amb 50 g/mL d’ampicil·lina i 170 g/mL de cloramfenicol, els quals s’incuben 

entre 6-7 hores a 250 rpm i 37 ºC. Passat aquest temps, el cultiu obtingut s’utilitza per inocular 250 mL de medi LB 
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fresc suplementat amb els mateixos dos antibiòtics. Les cèl·lules s’incuben a 250 rpm i 37 ºC fins que el seu OD600 

assoleix un valor de 0.4. En aquest moment, s’indueix l’expressió de les xaperones del vector pGro7 amb l’addició 

de 0.2 % de L-arabinosa al medi. Abans de la inducció de l’expressió de GT-MG517 amb 1 mM d’IPTG, el cultiu es 

manté 30 min a 37 ºC i 250 rpm. Un cop addicionat l’IPTG, el conjunt s’incuba O/N a 30 ºC i 250 rpm. 

 

El pellet cel·lular es recupera per centrifugació a 5000 g durant 10 min. a 4 ºC i es renta amb 25 mL d’una solució de 

NaCl 0.9 %. Les cèl·lules resultants es resuspenen en 8 mL del tampó 20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl, 22 mM 

CHAPS i 10 % glicerol (en fred) i es lisen per sonicació realitzant 4 cicles de 30 seg. amb descansos de 5 min. 

entremig per evitar l’escalfament de la mostra (Sonicador Branson Sonifier model 250, paràmetres output control 5 i 

duty cycle 30%). Després de la lisi es realitza una incubació amb agitació a 4 ºC de 2 hores per tal d’afavorir 

l’extracció de GT-MG517 per part del tampó. Finalment, el lisat se centrifuga a 16000 g i 4 ºC durant 30 min. 

L’extracte soluble es quantifica mitjançant el mètode de BCA descrit en el punt 9.6.2. 

 

10.4.2 Producció de glicolípids ex vivo 

 
Una part de l’extracte generat segons el punt anterior s’empra com a font proteica en la reacció per a l’obtenció de 

MGlcDG. A la Taula 10.6 es presenten els components d’aquesta reacció, realitzada segons el descrit en el punt 

10.2.2. 

 

Taula10.6. Condicions de reacció per a la producció de MGlcDG 

Compost 
Concentració 

stock 
Concentració 

en reacció 
Volums 
emprats 

Tris-malat pH 8 1.2 M 120 mM 600 L 

MgCl2 200 mM 20 mM 600 L 

UDP-Glc (donador) 50 mM 5 mM 600 L 

DOG / SDS (acceptor) 10 mM/2 mM 1 mM / 0.2 mM 600 L 

Extracte proteic 10 mg/mL 12 mg prot tot 1200 L 

Aigua mQ - - 2400 L 

Treacció - 35 ºC - 

treacció - O/N - 

 

Un cop finalitzat el temps d’incubació a 35 ºC, els 6 mL de reacció es traspassen a un embut d’extracció i s’hi 

addicionen 2.5 volums de la mescla cloroform/metanol 2:1, és a dir, 15 mL. Amb aquest volum es realitza una 

primera extracció de la reacció, la fase orgànica de la qual es recull en un baló prèviament tarat. A continuació té lloc 

una segona extracció de la reacció amb 15 mL més de la mescla cloroform/metanol 2:1 i la nova fase orgànica 

s’uneix a la recuperada anteriorment. Per tal d’eliminar tot el precipitat corresponent a les proteïnes presents en la 

reacció, les quals es troben precipitades per l’acció del dissolvent orgànic, la fase orgànica es filtra. Finalment, i amb 

l’objectiu d’eliminar tota l’aigua present, s’addiciona MgSO4 a la fase orgànica, s’agita i es filtra de nou. Per tal de 

recuperar tots els lípids extrets en el procés, l’esmentada fase orgànica es rotavapora fins a eliminar completament 

el dissolvent. El pas final consisteix a pesar el baló per tal de determinar el pes total de lípids, el qual condiciona la 

quantitat de sílice que s’empra en la columna que constitueix el pas següent del protocol. 
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10.4.3 Separació del MGlcDG mitjançant una columna de sílice 

 

Per tal d’aconseguir la separació dels diferents lípids de la mostra i principalment del MGlcDG, es prepara una 

columna de sílica en la qual es treballa amb una relació de 500 mg de fase estacionària per cada 10 mg de mescla 

inicial a separar. La sílica que s’empra és per a columnes flash, Silica 60 AC.C 35-70 m (Carlo Erba - SDS), ja que 

la columna que es realitza és d’aquest tipus. 

 

Un cop muntada la columna i activada la sílice amb trietilamina, es procedeix a la càrrega de la mostra, és a dir, els 

lípids recuperats segons l’apartat anterior, els quals es dissolen en el menor volum possible de cloroform per a la 

seva càrrega. La seqüència d’eluents utilitzats en l’elució de la columna és la següent: cloroform, acetona i metanol. 

Ja que el cloroform s’empra per a la neteja de la sílice, només se’n passen uns 25 mL. És a partir del moment en el 

qual s’inicia el pas d’acetona que es comencen a recollir fraccions a la sortida de la columna, ja que és aquest 

dissolvent el que permet la separació dels glicolípids d’interès MGlcDG, DGlcDG i TGlcDG. El metanol s’empra al 

final amb l’objectiu d’eluir tots els components que no han sortit encara degut a la seva elevada polaritat. 

 

Cadascuna de les fraccions recollides s’analitza per TLC, segon el procediment descrit en l’apartat 9.1 del present 

capítol. Aquelles fraccions que contenen MGlcDG sense impureses de DGlcDG s’uneixen en un vial prèviament 

tarat i se n’evapora el dissolvent. Mitjançant el pes del vial final s’estableix la quantitat aïllada de MGlcDG. 

 

 

10.5 Determinació dels productes sintetitzats per GT-MG517 mitjançant HPLC-MS 

 

Es preparen reaccions de condicions equivalents a les reaccions per a l’assaig radiomètric descrites en la Taula 

10.4, amb la única diferència que s’utilitza un volum superior, 220 L, i que els donadors emprats, UDP-Glc i     

UDP-Gal, no són radioactius.  

 

Per a la determinació dels glicolípids presents inicialment a la mostra, s’extreu una alíquota de 10 L de la mescla 

de reacció, just després de l’addició de la font proteica i abans de la introducció del donador. Aquest volum 

s’addiciona directament sobre 100 L de metanol i la dissolució resultant s’injecta directament a l’equip d’HPLC. Per 

a les mostres corresponents als diversos temps de reacció, s’extreuen alíquotes de 20 L, les quals s’addicionen a 

200 L de metanol i també s’injecten directament. 

 

El cromatògraf emprat en l’anàlisi de les mostres és un Acquity™ UPLC de Waters, el qual té com a detector un 

espectròmetre de masses Micromass ZMD LC/MS, també de Waters. A la Taula 10.7 es descriuen les condicions 

sota les quals té lloc l’esmentada anàlisi. 
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Taula 10.7. Condicions del mètode cromatogràfic d’HPLC-
MS per a la detecció de glicolípids. 

 Característiques 

Pre-columna C18 

Columna Nova-Pack C18 (4 μm, 3.9 x 150 mm) 

Fase mòbil mescla 98:1 MeOH/aigua 

Flux 1 ml/min 

Volum d’injecció 10 L 

temps 30 min 

Detector 
Espectròmetre de masses:  

ESP+ / Mode SIR / Con 20 volts 

m/z avaluades 

[M+Na]+ DOG = 644 
[M+Na]+ MGlcDG = 806 
[M+Na]+ DGlcDG = 968 
[M+Na]+ TGlcDG = 1130 
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12 Annex 1: Dades cinètiques de l’activitat enzimàtica de GT-MG517 

12.1 Obtenció de les rectes patró dels substrats donadors 

 

Taula 12.1. Dades per a l’establiment de la recta patró d’UDP-Gal amb la relació 1/200 i t=2 min. 

[UDP-Gal] / M dpm dpm corr f ([conc]/dpm) f*1000 f + 10% f - 10% 

1000 61995.7 61982.43 0.01613015 16.13 17.50 14.32 

1000 61903.1 61889.83 0.01615428 16.15 17.50 14.32 

500 30506 30492.73 0.01639022 16.39 17.50 14.32 

500 30719.1 30705.83 0.01627652 16.28 17.50 14.32 

250 15595 15581.73 0.01603078 16.03 17.50 14.32 

250 15631.1 15617.83 0.01599376 15.99 17.50 14.32 

125 7891.11 7877.84 0.01584061 15.84 17.50 14.32 

125 7712.03 7698.76 0.01620844 16.21 17.50 14.32 

62.5 3968.91 3955.64 0.0157474 15.75 17.50 14.32 

62.5 3872.29 3859.02 0.01614032 16.14 17.50 14.32 

31.25 1927.56 1914.29 0.01621221 16.21 17.50 14.32 

31.25 1944.92 1931.65 0.0160675 16.07 17.50 14.32 

15.63 1021.18 1007.91 0.01530582 15.31 17.50 14.32 

15.63 1009.87 996.6 0.01547724 15.48 17.50 14.32 

7.81 524.17 510.9 0.01489975 14.90 17.50 14.32 

7.81 499.65 486.38 0.01563094 15.63 17.50 14.32 

0 15.39 2.12 - - - - 

0 13.27 0 - - - - 

 

 
Taula 12.2. Dades per a l’establiment de la recta patró d’UDP-Glc amb la relació 1/200 i t=2 min. 

[UDP-Glc] / M dpm dpm corr f ([conc]/dpm) f*1000 f + 10% f - 10% 

1000 61040.7 61030.09 0.01638251 16.38 17.93 14.67 

1000 60775 60764.39 0.01645413 16.45 17.93 14.67 

500 30434.8 30424.19 0.01642856 16.43 17.93 14.67 

500 30017.3 30006.69 0.01665706 16.66 17.93 14.67 

250 15233.7 15223.09 0.01641098 16.41 17.93 14.67 

250 15316.2 15305.59 0.01632259 16.32 17.93 14.67 

125 7591.39 7580.78 0.01646602 16.47 17.93 14.67 

125 7575.85 7565.24 0.0164998 16.50 17.93 14.67 

62.5 3857.85 3847.24 0.01620073 16.20 17.93 14.67 

62.5 3743.43 3732.82 0.01669592 16.70 17.93 14.67 

31.25 1979.15 1968.54 0.01578961 15.79 17.93 14.67 

31.25 1917.04 1906.43 0.01630117 16.30 17.93 14.67 

15.63 990.06 979.45 0.01578692 15.79 17.93 14.67 

15.63 1012.87 1002.26 0.0154314 15.43 17.93 14.67 

7.81 473.34 462.73 0.01649977 16.50 17.93 14.67 

7.81 498.68 488.07 0.01566135 15.66 17.93 14.67 

0 10.61 0 0 - - - 

0 16.45 5.84 0 - - - 
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Taula 12.3. Dades per a l’establiment de la recta patró d’UDP-Gal amb la relació 1/50 i t=2 min. 

[UDP-Gal] / M dpm dpm corr f ([conc]/dpm) f*1000 f + 10% f - 10% 

50 12292.9 12282.83 0.00406739 4.07 4.64 3.80 

50 12108.5 12098.43 0.00412933 4.13 4.64 3.80 

25 6043.44 6033.37 0.00413672 4.14 4.64 3.80 

25 6059.1 6049.03 0.00412603 4.13 4.64 3.80 

12.5 2980.07 2970 0.00419453 4.19 4.64 3.80 

12.5 2935.92 2925.85 0.00425761 4.26 4.64 3.80 

6.25 1441.72 1431.65 0.0043351 4.34 4.64 3.80 

6.25 1431.54 1421.47 0.00436593 4.37 4.64 3.80 

3.13 702 691.93 0.00445869 4.46 4.64 3.80 

3.13 696.42 686.35 0.00449441 4.49 4.64 3.80 

1.65 393.43 383.36 0.00419388 4.19 4.64 3.80 

0.78 187.01 176.94 0.0041709 4.17 4.64 3.80 

0.78 178.91 168.84 0.00435973 4.36 4.64 3.80 

0.39 100.8 90.73 0.00386905 3.87 4.64 3.80 

0.39 93.96 83.89 0.0041507 4.15 4.64 3.80 

0 14.33 4.26 0 - - - 

0 10.07 0 0 - - - 

 

 
Taula 12.4. Dades per a l’establiment de la recta patró d’UDP-Glc amb la relació 1/50 i t=2 min. 

[UDP-Glc] / M dpm dpm corr f ([conc]/dpm) f*1000 f + 10% f - 10% 

50 11627.8 11613.48 0.00430534 4.31 4.72 3.87 

50 11583 11568.68 0.00432201 4.32 4.72 3.87 

25 5976 5961.68 0.00419345 4.19 4.72 3.87 

25 5816.05 5801.73 0.00430906 4.31 4.72 3.87 

12.5 2931.39 2917.07 0.00428512 4.29 4.72 3.87 

12.5 2972.34 2958.02 0.0042258 4.23 4.72 3.87 

6.25 1477.46 1463.14 0.00427163 4.27 4.72 3.87 

6.25 1434.93 1420.61 0.00439952 4.40 4.72 3.87 

3.13 759.73 745.41 0.00419903 4.20 4.72 3.87 

3.13 764.61 750.29 0.00417172 4.17 4.72 3.87 

1.65 368.04 353.72 0.00466471 4.66 4.72 3.87 

1.65 385.92 371.6 0.00444026 4.44 4.72 3.87 

0.78 200.06 185.74 0.00419942 4.20 4.72 3.87 

0.78 203.75 189.43 0.00411762 4.12 4.72 3.87 

0.39 105.1 90.78 0.0042961 4.30 4.72 3.87 

0.39 104.54 90.22 0.00432277 4.32 4.72 3.87 

0 14.32 0 0 - - - 

0 16.43 2.11 0 - - - 
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12.2 Determinació dels glicolípids formats en l’assaig radiomètric per HPLC-MS 

 

Taula 12.5. Anàlisi per HPLC-MS dels productes sintetitzats per GT-MG517. 

temps / min Àrea MGlcDG Àrea MGalDG Àrea DGalDG 

0 0 0 0 

2 11754 59432 0 

4 27826 121132 12019 

6 37973 158454 14960 

8 53083 196598 21899 

10 62326 261978 29371 

20 128637 415251 51584 

30 201889 580251 74705 

40 257972 797455 106570 

50 325708 910215 143058 

60 406613 1229856 188940 

 

 

12.3 Caracterització de GT-MG517 en extracte proteic 

12.3.1 Activitat específica de GT-MG517 en extracte 

 

Taula 12.6. Rectes d’activitat vs proteïna total per UDP-Glc i UDP-Gal 

Donador UDP-Glc Donador UDP-Gal 

prot tot ( g) Vo ( mol/min) prot tot ( g) Vo ( mol/min) 

17.0 5.083E-04 3.4 3.524E-04 

13.6 4.750E-04 3.1 3.032E-04 

11.3 3.544E-04 2.5 2.563E-04 

7.6 1.813E-04 2 1.812E-04 

5.2 1.265E-04 1.5 1.248E-04 

 

12.3.2 Paràmetres cinètics aparents del substrat donador per GT-MG517 en extracte 

 
 Taula 12.7. Corbes de Michaelis-Menten per UDP-Glc i UDP-Gal 

Donador UDP-Glc Donador UDP-Gal 

[UDP-Glc]  

( M) 

Vo  

( mol/min·prot tot) 

[UDP-Gal]  

( M) 

Vo  

( mol/min·prot tot) 

10 0.184 75 0.617 

10 0.183 75 0.722 

25 0.140 150 0.949 

25 0.231 150 1.005 

50 0.176 250 1.266 

50 0.263 250 1.460 

75 0.217 500 1.948 

75 0.306 500 2.083 

150 0.416 750 2.433 

150 0.455 750 2.233 

150 0.341 1000 2.382 

200 0.441 1500 2.639 

200 0.399 2000 2.774 
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Taula 12.7. Corbes de Michaelis-Menten per UDP-Glc i UDP-Gal 
(continuació) 

Donador UDP-Glc Donador UDP-Gal 

[UDP-Glc]  

( M) 

Vo  

( mol/min·prot tot) 

[UDP-Gal]  

( M) 

Vo  

( mol/min·prot tot) 

250 0.417 - - 

250 0.443 - - 

250 0.436 - - 

500 0.442 - - 

500 0.432 - - 

1000 0.495 - - 

1000 0.452 - - 

 

 

12.4 Caracterització cinètica de GT-MG517 purificada 

12.4.1 Rectes patró enzimàtiques 

 

Taula 12.8. Rectes patró enzimàtiques per UDP-Glc i UDP-Gal 

 Donador UDP-Glc Donador UDP-Gal 

[GT-MG617] 

( M) 

Vo  

( M/min) 

Vo  

( M/min) 

0 0.000 0.000 

0.23 2.431 8.968 

0.45 6.304 19.291 

1.13 15.459 59.480 

 

12.4.2 Paràmetres cinètics de GT-MG517 com a monoglicosildiacilglicerol sintasa 

12.4.2.1 Paràmetres cinètics aparents del substrat donador 

 

Taula 12.9. Corbes de Michaelis-Menten per UDP-Glc i UDP-Gal 

Donador UDP-Glc Donador UDP-Gal 

[UDP-Glc] ( M) Vo/E  (s-1) [UDP-Gal] (mM) Vo/E (s-1) 

10 0.036 0.025 0.082 

25 0.056 0.05 0.160 

50 0.110 0.075 0.264 

75 0.095 0.15 0.340 

100 0.149 0.2 0.549 

250 0.204 0.25 0.496 

500 0.240 0.3 0.718 

1000 0.231 0.4 0.774 

- - 0.5 0.715 

- - 0.5 0.832 

- - 0.75 0.749 

- - 1 0.807 

- - 1 0.970 

- - 1.5 1.020 

- - 1.5 1.032 

- - 2 0.861 
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12.4.2.2 Paràmetres cinètics aparents del substrat acceptor 

 

Taula 12.10. Corba de Michaelis-Menten per DOG 

Donador UDP-Gal 

[DOG] (mM) mol % DOG Vo/E (s-1) 

0.05 0.154 0.046 

0.1 0.307 0.226 

0.2 0.612 0.515 

0.4 1.216 0.785 

0.5 1.515 0.830 

0.8 2.402 0.796 

1 2.985 0.870 

1.25 3.704 0.885 

 

12.4.2.3 Influència dels lípids aniònics sobre l’activitat de GT-MG517 

 

Taula 12.11. Corba de Michaelis-Menten per UDP-Glc a diferents concentracions de DOPG. 

[DOPG] = 12.5 mM o 37 mol % [DOPG] = 9.2 mM o 27.5 mol % [DOPG] = 3.1 mM o 9.2 mol % 

[UDP-Glc] ( M) Vo/E  (s-1) [UDP-Glc] ( M) Vo/E  (s-1) [UDP-Glc] ( M) Vo/E  (s-1) 

10 0.036 10 0.016 10 0.014 

25 0.056 25 0.024 25 0.021 

50 0.110 50 0.073 50 0.037 

75 0.095 75 0.058 75 0.031 

100 0.149 100 0.066 100 0.036 

250 0.204 250 0.143 - - 

500 0.240 500 0.184 500 0.040 

1000 0.231 1000 0.169 1000 0.042 

 

Taula 12.12. Efecte activador de DOPG sobre kcat. 

Donador UDP-Glc Donador UDP-Glc 

[lípids totals] = 12.5 mM [lípids totals] = 8 mM 

[DOPG] (mol %) Vo/E  (s-1) [DOPG] (mol %) Vo/E  (s-1) 

0 0.005 0 0.004 

9.2 0.042 0 0.003 

27.5 0.169 6.8 0.014 

37.0 0.231 6.8 0.010 

- - 20.5 0.122 

- - 20.5 0.098 

- - 27.3 0.178 

- - 27.3 0.163 
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Taula 12.13. Influència de la concentració de DOPG en la naturalesa dels glicolípids sintetitzats per GT-MG517 
determinats per HPLC-MS. 

[DOPG] = 12.5 mM [DOPG] = 6 mM 

Temps 
(min) 

[MGlcDG]  

( M) 

[DGlcDG] 

( M) 

Ratio 
DGlcDG:MGlcDG 

(%) 
Temps 
(min) 

[MGlcDG] 

( M) 

[DGlcDG] 

( M) 

Ratio 
DGlcDG:MGlcDG 

(%) 

0 0.000 0 0 0 0.00 0.000 - 

2 1.804 0 0 2 13.73 0.000 0.0 

4 4.396 0 0 4 25.73 0.708 2.8 

6 5.911 0 0 6 36.97 0.829 2.2 

8 8.724 0 0 8 51.00 1.155 2.3 

10 9.963 0 0 10 58.79 1.384 2.4 

20 20.980 0 0 20 108.46 3.099 2.9 

30 32.542 0 0 30 147.05 4.664 3.2 

40 41.644 0 0 40 181.96 6.313 3.5 

50 51.833 0 0 50 209.76 7.568 3.6 

60 61.983 0 0 60 233.87 8.709 3.7 

 

12.4.3 Paràmetres cinètics de GT-MG517 com a diglicosildiacilglicerol sintasa 

12.4.3.1 Paràmetres cinètics aparents del substrat donador 

 

Taula 12.14. Corbes de Michaelis-Menten per UDP-Glc i UDP-Gal 

Donador UDP-Glc Donador UDP-Gal 

[UDP-Glc] ( M) Vo/E  (s-1) [UDP-Gal] (mM) Vo/E (s-1) 

10 0.0037 10 0.0020 

25 0.0036 25 0.0026 

50 0.0036 50 0.0047 

100 0.0038 100 0.0046 

250 0.0036 250 0.0102 

500 0.0045 500 0.0153 

1000 0.0051 1000 0.0202 

 

12.4.3.2 Paràmetres cinètics aparents del substrat acceptor 

 

Taula 12.15. Corba de Michaelis-
Menten per MGlcDG 

Donador UDP-Gal 

[MGlcDG] 
(mM) 

[MGlcDG] 
(mol %) Vo/E (s-1) 

0.5 1.52 0.0191 

1 2.99 0.0194 

1.3 3.70 0.0194 

1.5 4.41 0.0194 

2 5.80 0.0188 

3 8.45 0.0179 

3.5 9.72 0.0170 
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13  Annex 2: Alineaments de seqüències 

13.1 Seqüència de pET517HisN 

 

A continuació es presenta l’alineament entre la seqüència teòrica del pET517HisN situada entre el promotorT7 i el 

terminador T7 i l’obtinguda en la reacció de seqüenciació emprant els encebadors universals T7 promotor i T7 

terminador i el kit de seqüenciació BigDye Terminator v3.1 ABI Prism de Perkin-Elmer Biosystems. 

 

Encebador: T7 promotor 

                10        20        30        40        50        60 

teòric  CCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTA 

              ::::                                          ::::::  

mostra  -------AATT------------------------------------------CCCTCT- 

                                                                 10  

 

                70        80        90       100       110       120 

teòric  GAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCA 

        :::   ::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::  : : :    

mostra  GAA--TATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCCCCCTTAAGG 

                  20        30        40        50        60         

 

                130       140       150       160       170          

teòric  -TCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGATAAACTTGTTAGTATAT 

          :::::::::::::::::::::::::::::::::: ::::::::::::::::::::::: 

mostra  GNCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCNTATGGATAAACTTGTTAGTATAT 

        70        80        90       100       110       120         

 

      180       190       200       210       220       230          

teòric  TAGTTCCTTGTTACAAATCAAAACCTTTTTTAAAACGTTTTTTTAATTCACTTTTAAAGC 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  TAGTTCCTTGTTACAAATCAAAACCTTTTTTAAAACGTTTTTTTAATTCACTTTTAAAGC 

       130       140       150       160       170       180         

 

      240       250       260       270       280       290          

teòric  AAGATCTTAATCAAGCTAAAATTATTTTTTTCAATGACAATGTTGCTGATGAAACCTATG 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  AAGATCTTAATCAAGCTAAAATTATTTTTTTCAATGACAATGTTGCTGATGAAACCTATG 

       190       200       210       220       230       240         

 

      300       310       320       330       340       350          

teòric  AAGTTTTGCAAAAATTCAAAAAAGAACACAATAACTTAGCAATTGAAGTCTATTGTGACA 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  AAGTTTTGCAAAAATTCAAAAAAGAACACAATAACTTAGCAATTGAAGTCTATTGTGACA 

       250       260       270       280       290       300         

 

      360       370       380       390       400       410          

teòric  AACAGAATGAAGGTATTGGAAAAGTGCGTGATAAGCTAGTGAATCTAGTAACAACACCTT 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  AACAGAATGAAGGTATTGGAAAAGTGCGTGATAAGCTAGTGAATCTAGTAACAACACCTT 

       310       320       330       340       350       360         

 

      420       430       440       450       460       470          

teòric  ATTTTTATTTTATCGATCCTGATGATTGTTTTAACAACAAAAATGTCATAAAAGAGATTG 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  ATTTTTATTTTATCGATCCTGATGATTGTTTTAACAACAAAAATGTCATAAAAGAGATTG 

       370       380       390       400       410       420         
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      480       490       500       510       520       530          

teòric  TTGAATCAATTAAAAAAGAAGATTTTGATCTTGGTGTATTAAAAAGTATGGTCTATTTAT 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  TTGAATCAATTAAAAAAGAAGATTTTGATCTTGGTGTATTAAAAAGTATGGTCTATTTAT 

       430       440       450       460       470       480         

 

      540       550       560       570       580       590          

teòric  GCTTCTTAAAACATGATTTCATTATTAAATTTTTGCCTTTAAAAGGTATTTTTCAAGGCA 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  GCTTCTTAAAACATGATTTCATTATTAAATTTTTGCCTTTAAAAGGTATTTTTCAAGGCA 

       490       500       510       520       530       540         

 

      600       610       620       630       640       650          

teòric  GAGTAAAATTAATTAATAATAACAATGTTAATAAATTAAATTACATCAAAAATAATGATC 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  GAGTAAAATTAATTAATAATAACAATGTTAATAAATTAAATTACATCAAAAATAATGATC 

       550       560       570       580       590       600         

 

      660       670       680       690       700       710          

teòric  AATATATTTGGAATATTGTTATAAACACAGATTTTTTTAGGAAGCTAAATTTAACTTTTG 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  AATATATTTGGAATATTGTTATAAACACAGATTTTTTTAGGAAGCTAAATTTAACTTTTG 

       610       620       630       640       650       660         

 

      720       730       740       750       760       770          

teòric  AATCAAGGTTATTTGAAGATATACCAATCTGGTATCCGATGTTTTTTTCATCACAAAAAA 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  AATCAAGGTTATTTGAAGATATACCAATCTGGTATCCGATGTTTTTTTCATCACAAAAAA 

       670       680       690       700       710       720         

 

      780       790       800       810       820       830          

teòric  TTGTTTTTATTGATGTGATAGGAACAAATTATTTTATTCGTAATGATAGTTTATCAACTA 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  TTGTTTTTATTGATGTGATAGGAACAAATTATTTTATTCGTAATGATAGTTTATCAACTA 

       730       740       750       760       770       780         

 

      840       850       860       870       880       890          

teòric  CTATTAGTGCTCCACGCTACTTAAATTTAATCCAATGTTATGAAAAGCTATATGTAAATC 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  CTATTAGTGCTCCACGCTACTTAAATTTAATCCAATGTTATGAAAAGCTATATGTAAATC 

       790       800       810       820       830       840         

 

      900       910       920       930       940       950          

teòric  TCAGCCAAAATGGTTCTCTTGCAAGTTTTATTGATCCAAATCATAAGATTGAAGCTAGGT 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  TCAGCCAAAATGGTTCTCTTGCAAGTTTTATTGATCCAAATCATAAGATTGAAGCTAGGT 

       850       860       870       880       890       900         

 

      960        970        980        990      1000      1010       

teòric  TTTGG-AGAAGGCAAATG-TTTGTTTGGTTTG-CACTTTTCAGCTTTGAATACTTTAAGA 

        ::::: :::::::::::: :::::: :::::: ::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  TTTGGGAGAAGGCAAATGGTTTGTTNGGTTTGGCACTTTTCAGCTTTGAATACTTTAAGA 

       910       920       930       940       950       960         

 

       1020       1030      1040         1050      1060        1070 

teòric  AAAA-TTTTTCTGAATCAAAAAAAA-TTCTTG--AAAAACTATTTGTTTTTTT--GGAAA 

        :::: :::::::::::::::::::: ::::::  ::::: :::::::::::::  : ::: 

mostra  AAAANTTTTTCTGAATCAAAAAAAAATTCTTGGAAAAAATTATTTGTTTTTTTTGGNAAA 

       970       980       990      1000      1010      1020         

 

              1080         1090        1100       1110        1120  
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teòric  AAAATGG-AGTTT--ATG-AACGTG--TTTTTCAAAC-AAAAAATCAAGGTA--TTTAC- 

        ::::::: :: ::  ::: ::::::  :::::::::: ::::::::::::    :::::  

mostra  AAAATGGGAGNTTTAATGGAACGTGGTTTTTTCAAACNAAAAAATCAAGGGGATTTTACC 

      1030      1040      1050      1060      1070      1080         

 

                 1130        1140      1150          1160            

teòric  -TATATTT--GGGTACAGCG-AC-TAAAATATTTT--AAACATG--TTTTGGAA--TCTA 

          ::::::  :::::: : : :: : ::: :::::  ::: ::   :::::: :  :::: 

mostra  TNATATTTNGGGGTACNGGGGACNTNAAANATTTTTNAAAAATNGNTTTTGGGAATTCTA 

      1090      1100      1110      1120      1130      1140         

 

     1170         1180        1190         1200      1210       1220 

teòric  AA-TCAGA--TAACTAA--GGATCCGGCTGC---TAACAAAGCCCGAAAGG-AAGCTGAG 

        :: :: ::   :::: :  :::: :::  :    ::: ::: ::: ::::: :: :: :  

mostra  AAATCNGAATNAACTTANGGGATNCGGGGGGNTTTAAAAAACCCCNAAAGGGAAACTNAA 

      1150      1160      1170      1180      1190      1200         

 

                 1230         1240        1250                       

teòric  --TTGGCTGCT-GCCACCGCT---GAGCAATAAC--TAGCA------------------- 

          : ::: ::  ::: :: :    : :::: :::  :  ::                    

mostra  ATTNGGCGGCCCGCCCCCCCNCTNGNGCAANAACCTTGNCAAAACCCCCCTGGGGGGNCC 

      1210      1220      1230      1240      1250      1260         

 

                   

teòric  ----------- 

                   

mostra  CTTAAAGGGGG 

      1270          

  

La seqüènciació amb el T7 promotor (marcat en vermell a la seqüència teòrica) permet distingir perfectament el 

codó d’inici de la proteïna (marcat en blau), malgrat no ocorre el mateix amb les sis His (marcades en verd), les 

quals no es veuen clarament. Pel que fa a la seqüència interior del gen, la reacció mostra la seva bondad fins als 

960 bp. Per tant, no és possible distingir el codó de parada, que es troba més endavant. 

 

Encebador: T7 Terminador 

teòric  ---------------------------------------------------------CCC 

                                                                 ::: 

mostra  GNCCCGGGANTCCCNCCCCCCAANTNCTCCCNGGGAAANGNATCCNAATTTCCCGNNCCC 

                10        20        30        40        50        60 

 

             10         20        30         40         50        60 

teòric  GCGAAATTAAT-ACGACTCACTATAGGGG-AATTGTGAG-CGGATAACAATTCCCCTCTA 

          ::::: :::  :: : : :  : :::: ::::  :   : :: : : ::::::: :   

mostra  NNGAAATNAATTNCGCCCCCCCTTNGGGGGAATTNGGNNNCNGAAANCNATTCCCCCCCN 

                70        80        90       100       110       120 

 

                  70        80        90       100        110        

teòric  G--AAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAG-CCATCATCA 

           ::: ::::::::::: ::: :  : :   :  : ::: :::: :: : :: :: ::  

mostra  NGNAAAAAATTTTGTTTACCTTNANAANGNNAANTTCCCANGGGCGGCNGNCCTTCTTCN 

               130       140       150       160       170       180 

 

        120        130        140        150        160         170  

teòric  TCATCAT-CACAGCAGC-GGCCTGGTGCCGC-GCGGCAGCC-ATATGGATAAAC--TTGT 

        :: :: : : :::::   :::: :::::: :  :::::::: : ::::::::::  : :: 

mostra  TCNTCNTTCCCAGCANNNGGCCNGGTGCCCCCNCGGCAGCCCANATGGATAAACCNTGGT 

               190       200       210       220       230       240 

              180        190        200         210         220      
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teòric  TAGTATATTAGTTCC-TTGTTAC-AAATCAAAACC--TTTTTTAAAACG--TTTTTTTAA 

          :::::::::::::  :::::: ::::: :::::  ::::: :::::   ::::::::: 

mostra  ANGTATATTAGTTCCCNTGTTACCAAATCCAAACCCTTTTTTNAAAACCGTTTTTTTTAA 

               250       260       270       280       290       300 

 

          230       240       250        260       270        280    

teòric  TTCACTTTTAAAGCAAGATCTTAATC-AAGCTAAAATTATTTTTTT-CAATGACAATGTT 

        : :::::::::::: ::::::::::: ::::::::::: ::::::: ::::::: ::::: 

mostra  TNCACTTTTAAAGCNAGATCTTAATCCAAGCTAAAATTTTTTTTTTNCAATGACCATGTT 

               310       320       330       340       350       360 

 

            290       300       310       320       330       340    

teòric  GCTGATGAAACCTATGAAGTTTTGCAAAAATTCAAAAAAGAACACAATAACTTAGCAATT 

        ::::::::::::::::::::::::: :::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  GCTGATGAAACCTATGAAGTTTTGCCAAAATTCAAAAAAGAACACAATAACTTAGCAATT 

               370       380       390       400       410       420 

 

            350       360        370       380       390       400   

teòric  GAAGTCTATTGTGACAAAC-AGAATGAAGGTATTGGAAAAGTGCGTGATAAGCTAGTGAA 

        ::::::::::::::::::: :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  GAAGTCTATTGTGACAAACCAGAATGAAGGTATTGGAAAAGTGCGTGATAAGCTAGTGAA 

               430       440       450       460       470       480 

 

             410       420       430       440       450       460   

teòric  TCTAGTAACAACACCTTATTTTTATTTTATCGATCCTGATGATTGTTTTAACAACAAAAA 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  TCTAGTAACAACACCTTATTTTTATTTTATCGATCCTGATGATTGTTTTAACAACAAAAA 

               490       500       510       520       530       540 

 

             470       480       490       500       510       520   

teòric  TGTCATAAAAGAGATTGTTGAATCAATTAAAAAAGAAGATTTTGATCTTGGTGTATTAAA 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  TGTCATAAAAGAGATTGTTGAATCAATTAAAAAAGAAGATTTTGATCTTGGTGTATTAAA 

               550       560       570       580       590       600 

 

             530       540       550       560       570       580   

teòric  AAGTATGGTCTATTTATGCTTCTTAAAACATGATTTCATTATTAAATTTTTGCCTTTAAA 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  AAGTATGGTCTATTTATGCTTCTTAAAACATGATTTCATTATTAAATTTTTGCCTTTAAA 

               610       620       630       640       650       660 

 

             590       600       610       620       630       640   

teòric  AGGTATTTTTCAAGGCAGAGTAAAATTAATTAATAATAACAATGTTAATAAATTAAATTA 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  AGGTATTTTTCAAGGCAGAGTAAAATTAATTAATAATAACAATGTTAATAAATTAAATTA 

               670       680       690       700       710       720 

 

             650       660       670       680       690       700   

teòric  CATCAAAAATAATGATCAATATATTTGGAATATTGTTATAAACACAGATTTTTTTAGGAA 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  CATCAAAAATAATGATCAATATATTTGGAATATTGTTATAAACACAGATTTTTTTAGGAA 

               730       740       750       760       770       780 

 

             710       720       730       740       750       760   

teòric  GCTAAATTTAACTTTTGAATCAAGGTTATTTGAAGATATACCAATCTGGTATCCGATGTT 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  GCTAAATTTAACTTTTGAATCAAGGTTATTTGAAGATATACCAATCTGGTATCCGATGTT 

               790       800       810       820       830       840 

 

 

             770       780       790       800       810       820   
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teòric  TTTTTCATCACAAAAAATTGTTTTTATTGATGTGATAGGAACAAATTATTTTATTCGTAA 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  TTTTTCATCACAAAAAATTGTTTTTATTGATGTGATAGGAACAAATTATTTTATTCGTAA 

               850       860       870       880       890       900 

 

             830       840       850       860       870       880   

teòric  TGATAGTTTATCAACTACTATTAGTGCTCCACGCTACTTAAATTTAATCCAATGTTATGA 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  TGATAGTTTATCAACTACTATTAGTGCTCCACGCTACTTAAATTTAATCCAATGTTATGA 

               910       920       930       940       950       960 

 

             890       900       910       920       930       940   

teòric  AAAGCTATATGTAAATCTCAGCCAAAATGGTTCTCTTGCAAGTTTTATTGATCCAAATCA 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  AAAGCTATATGTAAATCTCAGCCAAAATGGTTCTCTTGCAAGTTTTATTGATCCAAATCA 

               970       980       990      1000      1010      1020 

 

             950       960       970       980       990      1000   

teòric  TAAGATTGAAGCTAGGTTTTGGAGAAGGCAAATGTTTGTTTGGTTTGCACTTTTCAGCTT 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  TAAGATTGAAGCTAGGTTTTGGAGAAGGCAAATGTTTGTTTGGTTTGCACTTTTCAGCTT 

              1030      1040      1050      1060      1070      1080 

 

            1010      1020      1030      1040      1050      1060   

teòric  TGAATACTTTAAGAAAAATTTTTCTGAATCAAAAAAAATTCTTGAAAAACTATTTGTTTT 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  TGAATACTTTAAGAAAAATTTTTCTGAATCAAAAAAAATTCTTGAAAAACTATTTGTTTT 

              1090      1100      1110      1120      1130      1140 

 

            1070      1080      1090      1100      1110      1120   

teòric  TTTGGAAAAAAATGGAGTTTATGAACGTGTTTTTCAAACAAAAAATCAAGGTATTTACTA 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  TTTGGAAAAAAATGGAGTTTATGAACGTGTTTTTCAAACAAAAAATCAAGGTATTTACTA 

              1150      1160      1170      1180      1190      1200 

 

            1130      1140       1150      1160      1170      1180  

teòric  TATTTGGGTACAGCGACTAAA-ATATTTTAAACATGTTTTGGAATCTAAATCAGATAACT 

        ::::::::::::::::::    :::     :::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  TATTTGGGTACAGCGACTCCCCATAGGGGGAACATGTTTTGGAATCTAAATCAGATAACT 

              1210      1220      1230      1240      1250      1260 

 

             1190      1200      1210      1220      1230      1240  

teòric  AAGGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAG 

        :::::::::::::: : : ::::::::: :  ::: :                        

mostra  AAGGATCCGGCTGCNA-CCAAGCCCGAAGG--AGCGGG---------------------- 

              1270       1280        1290                            

 

             1250    

teòric  CAATAACTAGCA 

                    

mostra  ------------ 

 

La seqüenciació amb l’encebador T7 Terminador permet confirmar la zona final del gen, més enllà de la base 960 de 

la seqüenciació anterior. De totes maneres, just abans del codó de parada (marcat en lila) existeix una zona amb 

algunes bases no alineades. La distància entre l’encebador i l’inici del gen no possibilita la visualització del codó 

d’inici ni de la cua d’His. Així doncs, es fa necessària una segona seqüenciació amb un parell d’encebadors interns 

al gen que permeti observar tant l’esmentada cua com la zona del final del gen. 

Encebador: mg335-w197 [Andrés, E., Tesi Doctoral, 2007] 
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                       10        20        30        40        50    

teòric  -------CCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTC 

               ::: ::::::::::::::::: ::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  TCTCGATCCCNCGAAATTAATACGACTCNCTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTC 

               610       620       630       640       650       660 

 

             60        70        80        90       100       110    

teòric  CCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATC 

        ::: :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  CCCNCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATC 

               670       680       690       700       710       720 

 

            120       130       140       150       160       170    

teòric  ATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGATAAACTTGTTA 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  ATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGATAAACTTGTTA 

               730       740       750       760       770       780 

 

Aquesta seqüenciació permet observar perfectament l’inici del gen i la zona de les sis His. 

 

Encebador: mg335-w197 [Andrés, E., Tesi Doctoral, 2007] 

         360       370       380       390       400       410       

teòric  TATGAACGTGTTTTTCAAACAAAAAATCAAGGTATTTACTATATTTGGGTACAGCGACTA 

        :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  TATGAACGTGTTTTTCAAACAAAAAATCAAGGTATTTACTATATTTGGGTACAGCGACTA 

      310       320       330       340       350       360          

 

         420       430       440       450       460       470       

teòric  AAATATTTTAAACATGTTTTGGAATCTAAATCAGATAACTAAGGATCCGGCTGCTAACAA 

        ::::::::::::::::::::::::::::  :::::::::::::::::::::::::::::: 

mostra  AAATATTTTAAACATGTTTTGGAATCTANTTCAGATAACTAAGGATCCGGCTGCTAACAA 

      370       380       390       400       410       420          

 

Amb l’encebador emprat en aquest cas la seqüència final del gen queda perfectament definida. Així doncs, es 

confirma l’obtanció del vector pET517HisN. 
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13.2 Seqüenciació de pET517HisN(T1-337) 

 

PLÀSMID 

 
 

CONSTRUCCIÓ 
Amplificació del gen MG517HisN(T1-337) per PCR amb Pfu DNA polimerasa; anàlisi de restricció del 
gen i del vector pET517HisN amb els enzims NdeI i BamHI, i lligació d’amdós (vector: 5700 bp, insert: 
1014 bp) 

SEQÜENCIACIÓ 

Kit BigDye Terminator v3.1 ABI Prism de Perkin-Elmer Biosystems 
Purificació del plàsmid: Kit Wizard Plus Minipreps de Promega 
Encebadors: T7 promotor i T7 terminador 
Seqüenciació: gen MG517HisN(T1-337) 
Indicacions: en negre, seqüència de referència de MG517HisN(T1-337) 
en vermell, seqüència obtinguda amb T7 promotor 
en verd, seqüència  obtinguda amb T7 terminador 
sombrejats en verd, els codons d’inici i de parada 
sombrejades en groc, les bases en què l’alineament no és satisfactori 

COMENTARIS 

Amb T7 promotor és possible llegir de la base 5287 a la 6144 
Amb T7 terminador és possible llegir de la base 5529 a la 6404 
Totes les bases dubtoses es poden resoldre amb la seqüència complementària o a partir de 
l’electroferograma. 

 
 
1 -----------------------------------------CCNGCGACA-----TT-- 

5221  -----------------------------------------CCCGCGAAA-----TTAA  

1 GGGGGCCCAGNGGGGCCCCAGNCCCNGCCGGGGCCCCCNNTCCCCCGAAAAAGGTTCAG 

 

12 ----------------------------------------------------------- 

5234 TACGA----------------CTCACTATAGGGGAATTG-------------------- 

60 GCCGANGGGGGNCCGTTTCCCCNCGGGGTTGGGGAAAGGGCCCNCCCCCCCCCCCNGGG 

 

12 ----------------------------------------------------------- 

5257 -------------------------------TGAGCGGATAAC----------AATT-- 

119 CCCNGGNTCCCCGCCCCNATGCCCCGGGGANNGATCGNATNCCGCCCCCCCGNAATTAA 

 

12 ------CCCTCT---GAN--------------------------TATTTTGTTTAACTT 

5273 -----CCCCTCTAGAAAT--------------------------AATTTTGTTTAACTT 

178 TCCNCCCCCTNAGGGGANTNGNGGNGNNACCATTCCCCCCAGGAAAATTTGGTTACCT- 

 

36 TAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCNTCATCACAGCAGCGGCCTG 

5301 TAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTG 

236 -AANGAGGGGNTAN-CCCCGGGCGGCAGCC-TCTTC-TCTTCNTCCCAGCAGCGGCCNG 

 

95 GTGCCGCGCGGCAGCCATATGGATAAACTTGTTAGTATATTAGTTCCTTGTTACAAATC 

5360 GTGCCGCGCGGCAGCCATATGGATAAACTTGTTAGTATATTAGTTCCTTGTTACAAATC 

291 G-GCC-CGCGGCACCCA-AGGGA-AAACCTGTANGTATATTAGTTCCCTGTTACCAATC 

 

 

pET517HisN(T1-337)

6714 bp

Amp

T 7 Promoter

T 7 T erminator

6x HIST ag

MG517His N(T 1-337)

BamH I (6393)

Nco I (5317)

Nd e I (5377)
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154 AAAACCTTTTTTAAAACGTTTTTTTAATTCACTTTTAAAGCAAGATCTTAATCAAGCTA 

5419 AAAACCTTTTTTAAAACGTTTTTTTAATTCACTTTTAAAGCAAGATCTTAATCAAGCTA 

346 CAACCCTTTTTAAAACGNTTTTTTTAATTCACTTTAAAGCCAGGATCTTA-TCCAGCTA 

 

213 AAATTATTTTTTTCAATGACAATGTTGCTGATGAAACCTATGAAGTTTTGC-AAAAATT 

5478 AAATTATTTTTTTCAATGACAATGTTGCTGATGAAACCTATGAAGTTTTGC-AAAAATT 

404 AAAATTATTTTTTCAATGACNATGTTGCTGATGAAACCTATGAAGTTTTGCCAAAAATT 

 

271 CAAAAAAGAACACAATAACTTAGCAATTGAAGTCTATTGTGACAAACAGAATGAAGGTA 

5536 CAAAAAAGAACACAATAACTTAGCAATTGAAGTCTATTGTGACAAACAGAATGAAGGTA 

463 CAAAAAAGAACACAATAACTTAGCAATTGAAGTCTATTGTGACAAACAGAATGAAGGTA 

 

330 TTGGAAAAGTGCGTGATAAGCTAGTGAATCTAGTAACAACACCTTATTTTTATTTTATC 

5595 TTGGAAAAGTGCGTGATAAGCTAGTGAATCTAGTAACAACACCTTATTTTTATTTTATC 

522 TTGGAAAAGTGCGTGATAAGCTAGTGAATCTAGTAACAACACCTTATTTTTATTTTATC 

 

389 GATCCTGATGATTGTTTTAACAACAAAAATGTCATAAAAGAGATTGTTGAATCAATTAA 

5654 GATCCTGATGATTGTTTTAACAACAAAAATGTCATAAAAGAGATTGTTGAATCAATTAA 

581 GATCCTGATGATTGTTTTAACAACAAAAATGTCATAAAAGAGATTGTTGAATCAATTAA 

 

448 AAAAGAAGATTTTGATCTTGGTGTATTAAAAAGTATGGTCTATTTATGCTTCTTAAAAC 

5713 AAAAGAAGATTTTGATCTTGGTGTATTAAAAAGTATGGTCTATTTATGCTTCTTAAAAC 

640 AAAAGAAGATTTTGATCTTGGTGTATTAAAAAGTATGGTCTATTTATGCTTCTTAAAAC 

 

507 ATGATTTCATTATTAAATTTTTGCCTTTAAAAGGTATTTTTCAAGGCAGAGTAAAATTA 

5772 ATGATTTCATTATTAAATTTTTGCCTTTAAAAGGTATTTTTCAAGGCAGAGTAAAATTA 

699 ATGATTTCATTATTAAATTTTTGCCTTTAAAAGGTATTTTTCAAGGCAGAGTAAAATTA 

 

566 ATTAATAATAACAATGTTAATAAATTAAATTACATCAAAAATAATGATCAATATATTTG 

5831 ATTAATAATAACAATGTTAATAAATTAAATTACATCAAAAATAATGATCAATATATTTG 

758 ATTAATAATAACAATGTTAATAAATTAAATTACATCAAAAATAATGATCAATATATTTG 

 

625 GAATATTGTTATAAACACAGATTTTTTTAGGAAGCTAAATTTAACTTTTGAATCAAGGT 

5890 GAATATTGTTATAAACACAGATTTTTTTAGGAAGCTAAATTTAACTTTTGAATCAAGGT 

817 GAATATTGTTATAAACACAGATTTTTTTAGGAAGCTAAATTTAACTTTTGAATCAAGGT 

 

684 TATTTGAAGATATACCAATCTGGTATCCGATGTTTTTTTCATCACAAAAAATTGTTTTT 

5949 TATTTGAAGATATACCAATCTGGTATCCGATGTTTTTTTCATCACAAAAAATTGTTTTT 

876 TATTTGAAGATATACCAATCTGGTATCCGATGTTTTTTTCATCACAAAAAATTGTTTTT 

 

743 ATTGATGTGATAGGAACAAATTATTTTATTCGTAATGATAGTTTATCAACTACTATTAG 

6008 ATTGATGTGATAGGAACAAATTATTTTATTCGTAATGATAGTTTATCAACTACTATTAG 

935 ATTGATGTGATAGGAACAAATTATTTTATTCGTAATGATAGTTTATCAACTACTATTAG 

 

802 TGCTCCACGCTACTTAAATTTAATCCAATGTTATGAAAAGCTATATGTAAATCTCAGCC 

6067 TGCTCCACGCTACTTAAATTTAATCCAATGTTATGAAAAGCTATATGTAAATCTCAGCC 

994 TGCTCCACGCTACTTAAATTTAATCCAATGTTATGAAAAGCTATATGTAAATCTCAGCC 

 

861 AAAATGGTTCTCTTGCAAGGTTTTATTGATCCCAAATCATAAGATTGAAGCTAGGTTTT 

6126 AAAATGGTTCTCTTGCAAG-TTTTATTGATCC-AAATCATAAGATTGAAGCTAGGTTTT 

1053 AAAATGGTTCTCTTGCAAG-TTTTATTGATCC-AAATCATAAGATTGAAGCTAGGTTTT 

 

920 GGAGAAGGCAAATGTTTGGTTNGGNTTGCACTTTTCNGCTTTGAATACTTTAAGAAAAA 

6183 GGAGAAGGCAAATGTTTG-TTTGGTTTGCACTTTTCAGCTTTGAATACTTTAAGAAAAA 

1110 GGAGAAGGCAAATGTTTG-TTTGGTTTGCACTTTTCAGCTTTGAATACTTTAAGAAAAA 
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979 TTTTTTTCTGAAATCAAAAAAAATTTCCTGGGAAAACCTATTTGGTTTTTTTTGGGAAA 

6241 TTTTT--CTGAA-TCAAAAAAAATT-CTTG--AAAAACTATTTGTTTTTTT---GGAAA 

1168 TTTTT--CTGAA-TCAAAAAAAATT-CTTG--AAAAACTATTTGTTTTTTT---GGAAA 

 

1038 AAAATGGNAGNTTATGGANCCGNGNTTTTNCCAACCAAAAAATCAAGGGTATTTACNNT 

6291 AAAATGG-AGTTTATGAA--CGTGTTTTT--CAAACAAAAAATCAAGG-TATTTACTAT 

1218 AAAATGG-AGTTTATGAA--CGTGTTTTT--CAAACAAAAAATCAAGG-TATTTACTAT 

 

1097 TTTNGGGGTNCCGCGCCNTAAAAAATTTTAANCCTGNTTTGGGAANNCTTAGGNANCNG 

6344 ATTTGGG-TACAGCGAC-TAAAATATTTTAAACATGTTTTGG--AATCTTAAGGATCCG  

1271 ATTTGGG-TACAGCGAC-TAAAATATTTTAAACATGTTTTGG--AATCTTAAGGATCCG 

 

1156 NCNGCCTAACAAAGCCCCNAAGGGAANCTGANTTGGCNGGCCGCCCCCCCNNGAACAAA 

6399 GCTGC-TAACAAAGCCCGAAAGG-AAGCTGAGTTGGCTG-CTGCCACCGCT-GAGCAA- 

1326 GCTGC--AACCCCGCCCGANG-------------------------------------- 

 

1215 ACCAGCANACCCCNTGGGGGCCCNTAACGGGGCCTTGGGGGGTTTTTGCGNNAAGGGGG 

6453 ----------------------------------------------------------- 

1345 ----------------------------------------------------------- 

 

1274 AACTTTTCCGGGATTCCCCCNANGGNNNNGGGGGNCCGGGTAACCANCCTTGCNCNNNC 

6453 ----------------------------------------TAACTAGC----------- 

1345 ---------------------------------------------AGC----------- 

 

1333 NNCCGGGGNGGGGNCCANNAAAACAAAGNCCTTTTTN 

6461  ------------------------------------A 

1348 ------------------------------------G 
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13.3 Seqüenciació de pET517HisN(T1-331) 

 

PLÀSMID 

 
 

CONSTRUCCIÓ 
Amplificació del gen MG517HisN(T1-331) per PCR amb Pfu DNA polimerasa; anàlisi de restricció del 
gen i del vector pET15b(+) amb els enzims NdeI i BamHI, i lligació d’amdós (vector: 5700 bp, insert: 
996 bp) 

SEQÜENCIACIÓ 

Kit BigDye Terminator v3.1 ABI Prism de Perkin-Elmer Biosystems 
Purificació del plàsmid: Kit Wizard Plus Minipreps de Promega 
Encebadors: T7 promotor i T7 terminador 
Seqüenciació: gen MG517HisN(T1-331) 
Indicacions: en negre, seqüència de referència de MG517HisN(T1-331) 
                      en vermell, seqüència obtinguda amb T7 promotor 
                      en verd, seqüència  obtinguda amb T7 terminador 
                      sombrejats en verd, els codons d’inici i de parada 
                      sombrejades en groc, les bases en què l’alineament no és satisfactori 

COMENTARIS 

Amb T7 promotor és possible llegir de la base 5300 a la 6102 
Amb T7 terminador és possible llegir de la base 5556 a la 6397 
Totes les bases dubtoses es poden resoldre amb la seqüència complementària o a partir de 
l’electroferograma. 

 

 ----------------------------------------------------------- 

5221 CCCG------------------------------------------------------- 

1 CCAGAGCCCCCNGGNGGGGCCGGNCCCCCCCCNNANNNGCCCCGGGGGGGCCCNAANTN 

 

 ----------------------------------------------------------- 

5225 ----------------------------------------------------------- 

60 CCNGGCCGGGGGCGCCCCAATCCCNCGGAAANAGGGTNANNNCCGANGGGGNCCCNTTT 

 

 ----------------------------------------------------------- 

5225 ----------------------------------------------------------- 

119 NCCCCCNNGGGGTTNNGNGANANGNCCCCCCCCCCCCCCGGGGCCCCGNATCCCGCCCC 

 

----------------------------------------------------------- 

5225 ------------------------------------CGAAATTAATACGACTCACTATA 

178 CANNGTNCCCGGGAAGNGNNTCGNATTCTCNTNCCCCGGAATTTATTCNGCCCCCNNNN 

 

1 --------------GGANA-----TNCCCTCN--GAATAATTTTGTTTA-CTTTAAGAA 

5248 GGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAA 

237 GGGGGATTGGGGGNGGNTACCCTTCCCCCNCANGAAA-AATTTTGTTTAACCTTAGGAG 

  

38 GG-AGATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCC 

5307 GG-AGATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCC 

295 GGGNGANTNNCCCNGGGCNGCCGCCNTCNTCNTCATCTTCCCNGCNGNGGCNNGGNGCC 

 

 

 

pET517HisN(T1-331)

6696 bp

Amp

T7 Promoter

T7 Terminator

6x HISTag

MG517HisN(T1-331)

BamH I (6375)

Nco I (5317)

Nde I (5377)
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96 GCGCGGCAGCC-ATATGGATAAACTTGTTAGTATATTAGTTCC-TTGNTACAAATCAAA 

5365 GCGCGGCAGCC-ATATGGATAAACTTGTTAGTATATTAGTTCC-TTGTTACAAATCAAA 

354 NCCCGGCAGCCCATNNGGANAAACTNGTTAGGNNNTTAGGTCCCTNGTTACAAATCAAA 

 

153 ACC-TTTTTTAAAACG-TTTTTTTAATTCACTTTTAAAGCAAGATCTTAATCAAGCTAA 

5422 ACC-TTTTTTAAAACG-TTTTTTTAATTCACTTTTAAAGCAAGATCTTAATCAAGCTAA 

413 ACCCTTTTTTAAAACGGTTTTTTNAATTCACTTTTAAAGCAAGATCTTATCCAAGCTAA 

 

210 AA-TTATTTTTTT-CAATGAC-AATGTTGCTGATGAAACCTATGAAGTTTTGCAAAAAT 

5479 AA-TTATTTTTTT-CAATGAC-AATGTTGCTGATGAAACCTATGAAGTTTTGCAAAAAT 

472 AAATTATTTTTTTTCAATGACCAANGTTGCTGATGAAACCTATGAAGTTTTGCAAAAAT 

 

266 TCAAAAAA--GAACACAATAACTTAGCAATTGAAGTCTATTGTGACAAACAGAATGAAG 

5535 TCAAAAAA--GAACACAATAACTTAGCAATTGAAGTCTATTGTGACAAACAGAATGAAG 

531 TCAAAAAAAGGAACACAATANCTTAGCAATTGAAGTCTATTGTGACAAACAGAATGAAG 

 

323 GTATTGGAAAAGTGCGTGATAAGCTAGTGAATCTAGTAACAACACCTTATTTTTATTTT 

5592 GTATTGGAAAAGTGCGTGATAAGCTAGTGAATCTAGTAACAACACCTTATTTTTATTTT 

590 GTATTGGAAAAGTGCGTGATAAGCTAGTGAATCTAGTAACAACACCTTATTTTTATTTT 

 

382 ATCGATCCTGATGATTGTTTTAACAACAAAAATGTCATAAAAGAGATTGTTGAATCAAT 

5651 ATCGATCCTGATGATTGTTTTAACAACAAAAATGTCATAAAAGAGATTGTTGAATCAAT 

649 ATCGATCCTGATGATTGTTTTAACAACAAAAATGTCATAAAAGAGATTGTTGAATCAAT 

 

441 TAAAAAAGAAGATTTTGATCTTGGGTGTATTAAAAAGTATGGTCTATTTATGCTTCTTA 

5710 TAAAAAAGAAGATTTTGATCTTGG-TGTATTAAAAAGTATGGTCTATTTATGCTTCTTA 

708 TAAAAAAGAAGATTTTGATCTTGG-TGTATTAAAAAGTATGGTCTATTTATGCTTCTTA 

 

500 AAACATGATTTCATTATTAAATTTTTGCCTTTAAAAGGTATTTTTCAAGGCAGAGTAAA 

5768 AAACATGATTTCATTATTAAATTTTTGCCTTTAAAAGGTATTTTTCAAGGCAGAGTAAA 

766 AAACATGATTTCATTATTAAATTTTTGCCTTTAAAAGGTATTTTTCAAGGCAGAGTAAA 

 

559 ATTAATTAATAATAACAATGTTAATAAATTAAATTACATCAAAAATAATGATCAATATA 

5827 ATTAATTAATAATAACAATGTTAATAAATTAAATTACATCAAAAATAATGATCAATATA 

825 ATTAATTAATAATAACAATGTTAATAAATTAAATTACATCAAAAATAATGATCAATATA 

 

618 TTTGGAATATTGTTATAAACACAGATTTTTTTAGGAAGCTAAATTTAACTTTTGAATCA 

5886 TTTGGAATATTGTTATAAACACAGATTTTTTTAGGAAGCTAAATTTAACTTTTGAATCA 

884 TTTGGAATATTGTTATAAACACAGATTTTTTTAGGAAGCTAAATTTAACTTTTGAACCA 

 

677 AGGTTATTTGAAGATATACCAATCTGGTATCCGATGTTTTTTTCATCACAAAAAATTGT 

5945 AGGTTATTTGAAGATATACCAATCTGGTATCCGATGTTTTTTTCATCACAAAAAATTGT 

943 AGGTTATTTGAAGATATACCAATCTGGTATCCGATGTTTTTTTCATCACAAAAAATTGT 

 

736 TTTTATTGATGTGATAGGAACAAATTATTTTATTCGTAATGATAGTTTATCAACTACTA 

6004 TTTTATTGATGTGATAGGAACAAATTATTTTATTCGTAATGATAGTTTATCAACTACTA 

1002 TTTTATTGATGTGATAGGAACAAATTATTTTATTCGTAATGATAGTTTATCAACTACTA 

 

795 TTAGTGCTCCACGCTACTTAAATTTAATCCAATGTTATGNAAAGCTATATGTAAATCTC 

6063 TTAGTGCTCCACGCTACTTAAATTTAATCCAATGTTATGAAAAGCTATATGTAAATCTC 

1061 TTAGTGCTCCACGCTACTTAAATTTAATCCAATGTTATGAAAAGCTATATGTAAATCTC 

 

854 AGCCAAAAATGGTTCTCTTGCAAGTTTTATTGATCCNAATCATAAGATTGAAGCTAGGT 

6122 AGCCAAAA-TGGTTCTCTTGCAAGTTTTATTGATCCAAATCATAAGATTGAAGCTAGGT 

1120 AGCCAAAA-TGGTTCTCTTGCAAGTTTTATTGATCCAAATCATAAGATTGAAGCTAGGT 
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913 TTTGGGAGAAGGCAAANGGTTTGTTTGGGTTTGCACTTTTCCGCTTTGAATACTTTAAG 

6180 TTTGG-AGAAGGCAAATG-TTTGTTTGG-TTTGCACTTTTCAGCTTTGAATACTTTAAG 

1178 TTTGG-AGAAGGCAAATG-TTTGTTTGG-TTTGCACTTTTCAGCTTTGAATACTTTAAG 

 

972 AAAAATTTTTCCGGAATCNAAAAAAAATTCCNGAAAAACCTATTTGTTTTTTTGGAAAA 

6236 AAAAATTTTTCTG-AATC-AAAAAAAATTCTTGAAAAAC-TATTTGTTTTTTTGGAAAA 

1234 AAAAATTTTTCTG-AATC-AAAAAAAATTCTTGAAAAAC-TATTTGTTTTTTTGGAAAA 

 

1031 AAAGGNAGTTTATGAACGGGGTTTTTCAACNAAAAAATCNANGGATTNNCNTNTTTGGG 

6292 AAATGGAGTTTATGAACGTG-TTTTTCAAACAAAAAATCAAGGTATTTACTATATTTGG 

1290 AAATGGAGTTTATGAACGTG-TTTTTCAAACAAAAAATCAAGGTATTTACTATATTTGG 

 

1090 GNNCNGNGNCNAAAATATTTTTAAGGNNCCCGNCNGCCNCNAAAGCCCCAAAGGGNAAC 

6350 GTACAGCGACTAAAATATTTTTAAGGATCC-GGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGG--AAG 

1348 GTACAGCGACTAAAATATTTTTAAGGATCC-GGCTGCTAACAAAGCCCGAAG-----AG 

 

1149 CTGAATTGGCGGNCCCCCCCGCGGAACANNACCTANNNAAACCCCTGGGGGCCCNTAAA 

6406 CTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTA------------------------ 

1401 CGGGG------------------------------------------------------ 

 

1208 NGGGGCTGGGGGGTTTTGCGGNAAGGGGGANTNNTCCGGGNTCCCCNNANAGGCCNGGG 

6441 ----------------------------------------------------------- 

 ----------------------------------------------------------- 

 

1267 GACCCGGNAACNAACCCTNNCCNCNTCNCNGGGGCGGGCCNNNGAAANATNAACCCTTT 

6441 ----------------------------------------------------------- 

 ----------------------------------------------------------- 

 

1326 TATNTNCNCCGGGCNNGGGGGNGNATTCGGGGGAACCCCCNTAGNTTCCGGAGAGGCCA 

6441 ----------------------------------------------------------- 

 ----------------------------------------------------------- 

 

1385 AGAAATGGAAGNGGNCCGNCCCNTTTGGNGGNGNNAGGGCG 

6441 --------------------------------------GCA 

 -----------------------------------------  
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13.4 Seqüenciació de pET517HisN(T1-328) 

 

PLÀSMID 

 
 

CONSTRUCCIÓ 
Amplificació del gen MG517HisN(T1-328) per PCR amb Pfu DNA polimerasa; anàlisi de restricció del 
gen i del vector pET15b(+) amb els enzims NdeI i BamHI, i lligació d’amdós (vector: 5700 bp, insert: 
987 bp) 

SEQÜENCIACIÓ 

Kit BigDye Terminator v3.1 ABI Prism de Perkin-Elmer Biosystems 
Purificació del plàsmid: Kit Wizard Plus Minipreps de Promega 
Encebadors: T7 promotor i T7 terminador 
Seqüenciació: gen MG517HisN(T1-328) 
Indicacions: en negre, seqüència de referència de MG517HisN(T1-328) 
                      en vermell, seqüència obtinguda amb T7 promotor 
                      en verd, seqüència  obtinguda amb T7 terminador 
                      sombrejats en verd, els codons d’inici i de parada 
                      sombrejades en groc, les bases en què l’alineament no és satisfactori 

COMENTARIS 

Amb T7 promotor és possible llegir de la base 5281 a la 6092 
Amb T7 terminador és possible llegir de la base 5554 a la 6371 
Totes les bases dubtoses es poden resoldre amb la seqüència complementària o a partir de 
l’electroferograma. 

 

1 ----------------------------------GGGAC----------------ATTC 

5221 C------CCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTC 

1 NGGGNNTCNNCCCNGGNAATNNT-CNCCCCCNNNGGGGATNGGGGNNGGATACCANT-C 

  
10 CCCCCT-GAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCAN 

5274 CCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCAT 

58 CCCCCNNGGAATANTTTGGTT--ACCTTAAGNANGAGGAATACCCNGGGC-GCNGCC-T 

 

68 CTTNNGTNGTCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCNTATGGATAAACTTG 

5333 CA-TCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGATAAACTTG 

113 TA-TCTTCNTCTTCCCGGCGGNGGCN-GGNGCCNCNCGGCANCCANATGGNAAAACCTG 

 

127 -TTAGTATATTAGTTCCTTGTTACAAATCAAAACCTTTTTTAAAACGTTTTTTTAATTC 

5391 -TTAGTATATTAGTTCCTTGTTACAAATCAAAACCTTTTTTAAAACGTTTTTTTAATTC 

170 GTTAGTANAT-AGTCCCTGGT-ACCAATCAAACCNTTTTTAAAACGGTTTTTTTAATTC 

 

185 ACTTTTAAAGCAAGATCTTAATCAAGCTAAAATTATTTTTTT-CAATGACAATGTTGCT 

5449 ACTTTTAAAGCAAGATCTTAATCAAGCTAAAATTATTTTTTT-CAATGACAATGTTGCT 

227 CCCTTTAAAGCCAGATCTTNANCAAGCTAAAATTATTTTTTTTCAATGACAATGTTGCT 

 

243 GATGAAACCTATG-AAGTTTTGC-AAAAATTC-AAAAAAGAACACAATAA-CTTAGCAA 

5507 GATGAAACCTATG-AAGTTTTGC-AAAAATTC-AAAAAAGAACACAATAA-CTTAGCAA 

286 GATGAAACCTATGGAAGGTTTGCCAAAAATTCCAAAAAAGAACACAATAAACTTAGCAA 

 

 

 

pET517HisN(T1-328)

6687 bp

Amp

T7 Promoter

T7 Terminator

6x HISTag

MG517HisN(T1-328)

BamH I (6366)

Nco I (5317)

Nde I (5377)
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298 TTGAAGTCTATTGTGACAAACAGAATGAAGGTATTGGAAAAGTGCGTGATAAGCTAGTG 

5562 TTGAAGTCTATTGTGACAAACAGAATGAAGGTATTGGAAAAGTGCGTGATAAGCTAGTG 

345 TTGAAGTCTATTGTGACAAACAGAATGAAGGTATTGGAAAAGTGCGTGATAAGCTAGTG 

 

357 AATCTAGTAACAACACCTTATTTTTATTTTATCGATCCTGATGATTGTTTTAACAACAA 

5621 AATCTAGTAACAACACCTTATTTTTATTTTATCGATCCTGATGATTGTTTTAACAACAA 

404 AATCTAGTAACAACACCTTATTTTTATTTTATCGATCCTGATGATTGTTTTAACAACAA 

 

416 AAATGTCATAAAAGAGATTGTTGAATCAATTAAAAAAGAAGATTTTGATCTTGGTGTAT 

5680 AAATGTCATAAAAGAGATTGTTGAATCAATTAAAAAAGAAGATTTTGATCTTGGTGTAT 

463 AAATGTCATAAAAGAGATTGTTGAATCAATTAAAAAAGAAGATTTTGATCTTGGTGTAT 

 

475 TAAAAAGTATGGTCTATTTATGCTTCTTAAAACATGATTTCATTATTAAATTTTTGCCT 

5739 TAAAAAGTATGGTCTATTTATGCTTCTTAAAACATGATTTCATTATTAAATTTTTGCCT 

522 TAAAAAGTATGGTCTATTTATGCTTCTTAAAACATGATTTCATTATTAAATTTTTGCCT 

 

534 TTAAAAGGTATTTTTCAAGGCAGAGTAAAATTAATTAATAATAACAATGTTAATAAATT 

5798 TTAAAAGGTATTTTTCAAGGCAGAGTAAAATTAATTAATAATAACAATGTTAATAAATT 

581 TTAAAAGGTATTTTTCAAGGCAGAGTAAAATTAATTAATAATAACAATGTTAATAAATT 

  

593 AAATTACATCAAAAATAATGATCAATATATTTGGAATATTGTTATAAACACAGATTTTT 

5857 AAATTACATCAAAAATAATGATCAATATATTTGGAATATTGTTATAAACACAGATTTTT 

640 AAATTACATCAAAAATAATGATCAATATATTTGGAATATTGTTATAAACACAGATTTTT 

  

652 TTAGGAAGCTAAATTTAACTTTTGAATCAAGGTTATTTGAAGATATACCAATCTGGTAT 

5916 TTAGGAAGCTAAATTTAACTTTTGAATCAAGGTTATTTGAAGATATACCAATCTGGTAT 

699 TTAGGAAGCTAAATTTAACTTTTGAATCAAGGTTATTTGAAGATATACCAATCTGGTAT 

  

711 CCGATGTTTTTTTCATCACAAAAAATTGTTTTTATTGATGTGATAGGAACAAATTATTT 

5975 CCGATGTTTTTTTCATCACAAAAAATTGTTTTTATTGATGTGATAGGAACAAATTATTT 

758 CCGATGTTTTTTTCATCACAAAAAATTGTTTTTATTGATGTGATAGGAACAAATTATTT 

  

770 TATTCGTAATGATAGTTTATCAACTACTATTAGTGCTCCACGCTACTTAAATTTAATCC 

6034 TATTCGTAATGATAGTTTATCAACTACTATTAGTGCTCCACGCTACTTAAATTTAATCC 

817 TATTCGTAATGATAGTTTATCAACTACTATTAGTGCTCCACGCTACTTAAATTTAATCC 

  

829 CAATGTTATGAAAAGCTATATGTAAATCTCNGCCAAAATGGTTCTCTTGCAGGTTTTAT 

6093 -AATGTTATGAAAAGCTATATGTAAATCTCAGCCAAAATGGTTCTCTTGCAAGTTTTAT 

876 -AATGTTATGAAAAGCTATATGTAAATCTCAGCCAAAATGGTTCTCTTGCAAGTTTTAT 

  

888 TGATCCAAATCATANGATTGAAGCTAGGTTTTGGAGAAGGCAAATGTTTGNTTGGGTTG 

6151 TGATCCAAATCATAAGATTGAAGCTAGGTTTTGGAGAAGGCAAATGTTTGTTTGGTTTG 

934 TGATCCAAATCATAAGATTGAAGCTAGGTTTTGGAGAAGGCAAATGTTTGTTTGGTTTG 

 

947 CNCTTTTCAGCTTTGAATCCTTNAAGAAAAATTTTTCTGAATCCAAAAAAAATTCCTGG 

6210 CACTTTTCAGCTTTGAATACTTTAAGAAAAATTTTTCTGAATC-AAAAAAAATTCTTG- 

993 CACTTTTCAGCTTTGAATACTTTAAGAAAAATTTTTCTGAATC-AAAAAAAATTCTTG- 

  

1006 AAAAACTATTGGTTTTTTGGGAAAAAA-TGGAGTTATGGANCGGGNTTTTCCAACAAAA 

6267 AAAAACTATTTGTTTTTTTGGAAAAAAATGGAGTTTATGAACGTGTTTTTCAAACAAAA 

1050 AAAAACTATTTGTTTTTTTGGAAAAAAATGGAGTTTATGAACGTGTTTTTCAAACAAAA 

  

1064 ANCCAGG--GNNTTTANCTANTTTGGGGNNCNGNGNCTAAAAGGAC-CCGCCNNCCACC 

6326 AATCAAG--GTATTTA-CTATATTTGGGTACAGCGACTATAAGGAT-CCGGCTGCTAAC 

1109 AATACAGNGGTATTTA-CTATATTTGGGTACAGCGACTATAAGGATTCCGGCTGCNANC 
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1120 AA-GCCCNAAGGGAAACTGAATTGGCGGNCGCCCCCCCGANANAAAACNNCCTAACCCC 

6381 AAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCC---------------------ACCGC 

1167 AA-GCCCGAAGG--AGC--------GTGCGNCN---------------------NNNNN 

  

1178 TNGGGCCCCTAACGGCCTNGGGGGTTTTNCNAAANNGNACCTTCCNGNATTCCCNNNGG 

6419 TGAG--CAATAAC---------------------------------------------- 

1194 NGGN--CCNC------------------------------------------------- 

  

1237 NCCGGGGNCNGGNTANNNGCN 

6430 ----------------TAGCA 

 --------------------- 
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13.5 Seqüenciació de pET517HisN(T1-315) 

 

PLÀSMID 

 
 

CONSTRUCCIÓ 
Amplificació del gen MG517HisN(T1-315) per PCR amb Pfu DNA polimerasa; anàlisi de restricció 
del gen i del vector pET15b(+) amb els enzims NdeI i BamHI, i lligació d’amdós (vector: 5700 bp, 
insert: 948 bp) 

SEQÜENCIACIÓ 

Kit BigDye Terminator v3.1 ABI Prism de Perkin-Elmer Biosystems 
Purificació del plàsmid: Kit Wizard Plus Minipreps de Promega 
Encebadors: T7 promotor i T7 terminador 
Seqüenciació: gen MG517HisN(T1-315) 
Indicacions: en negre, seqüència de referència de MG517HisN(T1-315) 
                      en vermell, seqüència obtinguda amb T7 promotor 
                      en verd, seqüència  obtinguda amb T7 terminador 
                      sombrejats en verd, els codons d’inici i de parada 
                      sombrejades en groc, les bases en què l’alineament no és satisfactori 

COMENTARIS 

Amb T7 promotor és possible llegir de la base 5298 a la 6182 
Amb T7 terminador és possible llegir de la base 5516 a la 6339 
Totes les bases dubtoses es poden resoldre amb la seqüència complementària o a partir de 
l’electroferograma. 

 

1 --TGNGANATT---------------------------------------------CCC 

5221 CCCGCGAAATTAATACGACTCAC--TATAGGGGAATTGTGAG-CGGATAACAATTCCCC 

261 CCCNNNAAATTANTCCGGCCCCCCCNNNNGGGGNATTGGGGGGCGGANAACCATTCCCC 

 

13 TCT---GAAT--ATTTTGTTTA-C-TTTAAGAAGGAGATATACC-ATGGGCAGCAGCCA 

5277 TCTA--GAAATAATTTTGTTTAAC-TTTAAGAAGGAGATATACC-ATGGGCAGCAGCCA 

320 CCCCAGGAAANAANTTTGGTTNACCNTTANGAGGGNGNTNNCCCCAGGGGCNGCAGCCN 

 

64 TCAT-CATC-ATCATCACAG-CAGCGG-CCTGGTGCC-GCGCGGCAGCCATATGGATAA 

5332 TCAT-CATC-ATCATCACAG-CAGCGG-CCTGGTGCC-GCGCGGCAGCCATATGGATAA 

379 TCNTTCATCCNTCATCCCNGGCAGCNGNCCNGGNGCCCGCGCGGCAGCCATATGGATNA 

 

118 AC-TTGTTAGTATATTAGTTCCTTG-TTACAAATC-AAAACCTTTTTTAAAACGTTTTT 

5386 AC-TTGTTAGTATATTAGTTCCTTG-TTACAAATC-AAAACCTTTTTTAAAACGTTTTT 

438 ACCTNGTTAGTATATTAGGTCCCTGGTTNCAAATCCAAAACCTTTTTTAAANCGTTTTT 

 

174 TTAATTCAC-TTTTAAAGCAAGATCTTAATCAAGCTAAAATTATTTTTTTCAATGACAA 

5442 TTAATTCAC-TTTTAAAGCAAGATCTTAATCAAGCTAAAATTATTTTTTTCAATGACAA 

497 TTAATTCCCCTTTTAAAGCAAGATCTTAATCCAGCTAAAATTATTTTTTTCAATGACAA 

 

232 TGTT-GCTGATGAAACC-TATGAAGTTTTGCAAAAATTCAAAAAAGAACACAATAACTT 

5500 TGTT-GCTGATGAAACC-TATGAAGTTTTGCAAAAATTCAAAAAAGAACACAATAACTT 

556 TGTTNGCTGATGAAACCCTATGAAGTTTTGCAAAAATTCAAAAAAGAACACAATAACTT 

 

 

 

pET517HisN(T1-315)

6648 bp

Amp

T7 Promoter

T7 Terminator

6x HISTag

MG517HisN(T1-315)

BamH I (6327)

Nco I (5317)

Nde I (5377)
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289 AGCAATTGAAGTCTATTGTGACAAACAGAATGAAGGTATTGGAAAAGTGCGTGATAAGC 

5557 AGCAATTGAAGTCTATTGTGACAAACAGAATGAAGGTATTGGAAAAGTGCGTGATAAGC 

615 AGCAATTGAAGTCTATTGTGACAAACAGAATGAAGGTATTGGAAAAGTGCGTGATAAGC 

 

348 TAGTGAATCTAGTAACAACACCTTATTTTTATTTTATCGATCCTGATGATTGTTTTAAC 

5616 TAGTGAATCTAGTAACAACACCTTATTTTTATTTTATCGATCCTGATGATTGTTTTAAC 

674 TAGTGAATCTAGTAACAACACCTTATTTTTATTTTATCGATCCTGATGATTGTTTTAAC 

 

407 AACAAAAATGTCATAAAAGAGATTGTTGAATCAATTAAAAAAGAAGATTTTGATCTTGG 

5675 AACAAAAATGTCATAAAAGAGATTGTTGAATCAATTAAAAAAGAAGATTTTGATCTTGG 

733 AACAAAAATGTCATAAAAGAGATTGTTGAATCAATTAAAAAAGAAGATTTTGATCTTGG 

  

466 TGTATTAAAAAGTATGGTCTATTTATGCTTCTTAAAACATGATTTCATTATTAAATTTT 

5734 TGTATTAAAAAGTATGGTCTATTTATGCTTCTTAAAACATGATTTCATTATTAAATTTT 

792 TGTATTAAAAAGTATGGTCTATTTATGCTTCTTAAAACATGATTTCATTATTAAATTTT 

 

525 TGCCTTTAAAAGGTATTTTTCAAGGCAGAGTAAAATTAATTAATAATAACAATGTTAAT 

5793 TGCCTTTAAAAGGTATTTTTCAAGGCAGAGTAAAATTAATTAATAATAACAATGTTAAT 

851 TGCCTTTAAAAGGTATTTTTCAAGGCAGAGTAAAATTAATTAATAATAACAATGTTAAT 

 

584 AAATTAAATTACATCAAAAATAATGATCAATATATTTGGAATATTGTTATAAACACAGA 

5852 AAATTAAATTACATCAAAAATAATGATCAATATATTTGGAATATTGTTATAAACACAGA 

910 AAATTAAATTACATCAAAAATAATGATCAATATATTTGGAATATTGTTATAAACACAGA 

 

643 TTTTTTTAGGAAGCTAAATTTAACTTTTGAATCAAGGTTATTTGAAGATATACCAATCT 

5911 TTTTTTTAGGAAGCTAAATTTAACTTTTGAATCAAGGTTATTTGAAGATATACCAATCT 

969 TTTTTTTAGGAAGCTAAATTTAACTTTTGAATCAAGGTTATTTGAAGATATACCAATCT 

 

702 GGTATCCGATGTTTTTTTCATCACAAAAAATTGTTTTTATTGATGTGATAGGAACAAAT 

5970 GGTATCCGATGTTTTTTTCATCACAAAAAATTGTTTTTATTGATGTGATAGGAACAAAT 

1028 GGTATCCGATGTTTTTTTCATCACAAAAAATTGTTTTTATTGATGTGATAGGAACAAAT 

 

761 TATTTTATTCGTAATGATAGTTTATCAACTACTATTAGTGCTCCACGCTACTTAAATTT 

6029 TATTTTATTCGTAATGATAGTTTATCAACTACTATTAGTGCTCCACGCTACTTAAATTT 

1087 TATTTTATTCGTAATGATAGTTTATCAACTACTATTAGTGCTCCACGCTACTTAAATTT 

 

820 AATCCAATGTTATGAAAAGCTATATGTAAATCTCAGCCAAAATGGTTCTCTTGCAAGTT 

6088 AATCCAATGTTATGAAAAGCTATATGTAAATCTCAGCCAAAATGGTTCTCTTGCAAGTT 

1146 AATCCAATGTTATGAAAAGCTATATGTAAATCTCAGCCAAAATGGTTCTCTTGCAAGTT 

 

879 TTATTGATCCAAATCATAAGATTGAAGCTAGGTTTTTGGAGAAGGCAA-TGNTTGTTTN 

6147 TTATTGATCCAAATCATAAGATTGAAGCTAGGTTTT-GGAGAAGGCAAATGTTTGTTT- 

1205 TTATTGATCCAAATCATAAGATTGAAGCTAGGTTTT-GGAGAAGGCAAATGTTTGTTT- 

 

937 GGNTTGCACTTTTCNGCCTTGAATACTTTAAGAAAAATTTTTCTGAATCAAAAAAANT- 

6204 GGTTTGCACTTTTCAGCTTTGAATACTTTAAGAAAAATTTTTCTGAATCAAAAAAAATT 

1262 GGTTTGCACTTTTCAGCTTTGAATACTTTAAGAAAAATTTTTCTGAATCAAAAAAAATT 

 

995 CTTGAAAANCTATTTGNTTTTTGGGAAAAAAN-GGAGTTTATGNACCGTGTTTTTCCAA 

6263 CTTGAAAAACTATTTGTTTTTTTGGAAAAAAATGGAGTTTATGAAC-GTGTTTTTCAAA 

1321 CTTGAAAAACTATTTGTTTTTTTGGAAANAAATGGAGTTTATGAAC-GTGTTTTTCAAA 

 

1053 CCAAAGGANCCGGCGGCTA-CNAAGCCCCAAAGGAAGCTGANTNGGCTGCTGCC-CCNC 

6321 CATAAGGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGC 

1379 CATAAGGATCCGGCTGCTA--CAAGCCCGAAAG-------------------------- 
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1110 TGANCAANA-CTAGNA 

6380 TGAGCAATAACTAGCA 

1410 ------------AGCG 
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13.6 Seqüenciació de pET517HisN(T1-304) 

 

PLÀSMID 

 
 

CONSTRUCCIÓ 
Amplificació del gen MG517HisN(T1-304) per PCR amb Pfu DNA polimerasa; anàlisi de restricció 
del gen i del vector pET15b(+) amb els enzims NdeI i BamHI, i lligació d’amdós (vector: 5700 bp, 
insert: 915 bp) 

SEQÜENCIACIÓ 

Kit BigDye Terminator v3.1 ABI Prism de Perkin-Elmer Biosystems 
Purificació del plàsmid: Kit Wizard Plus Minipreps de Promega 
Encebadors: T7 promotor i T7 terminador 
Seqüenciació: gen MG517HisN(T1-304) 
Indicacions: en negre, seqüència de referència de MG517HisN(T1-304) 
                      en vermell, seqüència obtinguda amb T7 promotor 
                      en verd, seqüència  obtinguda amb T7 terminador 
                      sombrejats en verd, els codons d’inici i de parada 
                      sombrejades en groc, les bases en què l’alineament no és satisfactori 

COMENTARIS 

Amb T7 promotor és possible llegir de la base 5298 a la 6193 
Amb T7 terminador és possible llegir de la base 5491 a la 6304 
Totes les bases dubtoses es poden resoldre amb la seqüència complementària o a partir de 
l’electroferograma. 

 

1 --TGNGANATT------------------------------------------CCC-TC 

5221 CCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCC-TC 

298 CCCNNGAATTTAATNCGCCTCCCTATNGGGGANTNG-GAGCGGATANCCATTCCCCCTC 

 

15 TG--AATAATTTTGTTTA-CTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCA 

5279 TAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCA 

356 NAGGAATAATTTTGTTNACCTTNAGGAGGGNGATNTCCCNNGGGCGGCAGCCATCATCA 

 

71 TCATCATC-ACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCC-ATATGGATAAACTTGTTAG 

5338 TCATCATC-ACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCC-ATATGGATAAACTTGTTAG 

415 TCATCATCCACAGCAGCGGCCNGGGGCCGCGCGGCAGCCCATATGGATAAACTTGTTAG 

 

128 TATATTAGTTCCTTG-TTACAAATCAAAACC-TTTTTTAAAACGTTTTTTTAATTCACT 

5395 TATATTAGTTCCTTG-TTACAAATCAAAACC-TTTTTTAAAACGTTTTTTTAATTCACT 

474 TATATTAGTCCCNTGGTTACAAATCAAAACCCTTTTTTAAAACGTTTTTTTAATTCACT 

 

185 TTTAAAGCAAGATCTTAATCAAGCTAAAATTATTTTTTTCAATGACAATGTTGCTGATG 

5452 TTTAAAGCAAGATCTTAATCAAGCTAAAATTATTTTTTTCAATGACAATGTTGCTGATG 

533 TTTAAAGCAAGATCTTAATCAAGCTAAAATTATTTTTT-CAATGACAATGTTGCTGATG 

 

244 AAACCTATGAAGTTTTGCAAAAATTCAAAAAAGAACACAATAACTTAGCAATTGAAGTC 

5511 AAACCTATGAAGTTTTGCAAAAATTCAAAAAAGAACACAATAACTTAGCAATTGAAGTC 

591 AAACCTATGAAGTTTTGCAAAAATTCAAAAAAGAACACAATAACTTAGCAATTGAAGTC 

 

 

pET517HisN(T1-304)

6615 bp

Amp

T7 Promoter

T7 Terminator

6x HISTag

MG517HisN(T1-304)

BamH I (6294)

Nco I (5317)

Nde I (5377)
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303 TATTGTGACAAACAGAATGAAGGTATTGGAAAAGTGCGTGATAAGCTAGTGAATCTAGT 

5570 TATTGTGACAAACAGAATGAAGGTATTGGAAAAGTGCGTGATAAGCTAGTGAATCTAGT 

650 TATTGTGACAAACAGAATGAAGGTATTGGAAAAGTGCGTGATAAGCTAGTGAATCTAGT 

 

362 AACAACACCTTATTTTTATTTTATCGATCCTGATGATTGTTTTAACAACAAAAATGTCA 

5629 AACAACACCTTATTTTTATTTTATCGATCCTGATGATTGTTTTAACAACAAAAATGTCA 

709 AACAACACCTTATTTTTATTTTATCGATCCTGATGATTGTTTTAACAACAAAAATGTCA 

 

421 TAAAAGAGATTGTTGAATCAATTAAAAAAGAAGATTTTGATCTTGGTGTATTAAAAAGT 

5688 TAAAAGAGATTGTTGAATCAATTAAAAAAGAAGATTTTGATCTTGGTGTATTAAAAAGT 

768 TAAAAGAGATTGTTGAATCAATTAAAAAAGAAGATTTTGATCTTGGTGTATTAAAAAGT 

 

480 ATGGTCTATTTATGCTTCTTAAAACATGATTTCATTATTAAATTTTTGCCTTTAAAAGG 

5747 ATGGTCTATTTATGCTTCTTAAAACATGATTTCATTATTAAATTTTTGCCTTTAAAAGG 

827 ATGGTCTATTTATGCTTCTTAAAACATGATTTCATTATTAAATTTTTGCCTTTAAAAGG 

 

539 TATTTTTCAAGGCAGAGTAAAATTAATTAATAATAACAATGTTAATAAATTAAATTACA 

5806 TATTTTTCAAGGCAGAGTAAAATTAATTAATAATAACAATGTTAATAAATTAAATTACA 

886 TATTTTTCAAGGCAGAGTAAAATTAATTAATAATAACAATGTTAATAAATTAAATTACA 

 

598 TCAAAAATAATGATCAATATATTTGGAATATTGTTATAAACACAGATTTTTTTAGGAAG 

5865 TCAAAAATAATGATCAATATATTTGGAATATTGTTATAAACACAGATTTTTTTAGGAAG 

945 TCAAAAATAATGATCAATATATTTGGAATATTGTTATAAACACAGATTTTTTTAGGAAG 

 

657 CTAAATTTAACTTTTGAATCAAGGTTATTTGAAGATATACCAATCTGGTATCCGATGTT 

5924 CTAAATTTAACTTTTGAATCAAGGTTATTTGAAGATATACCAATCTGGTATCCGATGTT 

1004 CTAAATTTAACTTTTGAATCAAGGTTATTTGAAGATATACCAATCTGGTATCCGATGTT 

 

716 TTTTTCATCACAAAAAATTGTTTTTATTGATGTGATAGGAACAAATTATTTTATTCGTA 

5983 TTTTTCATCACAAAAAATTGTTTTTATTGATGTGATAGGAACAAATTATTTTATTCGTA 

1063 TTTTTCATCACAAAAAATTGTTTTTATTGATGTGATAGGAACAAATTATTTTATTCGTA 

 

775 ATGATAGTTTATCAACTACTATTAGTGCTCCACGCTACTTAAATTTAATCCAATGTTAT 

6042 ATGATAGTTTATCAACTACTATTAGTGCTCCACGCTACTTAAATTTAATCCAATGTTAT 

1122 ATGATAGTTTATCAACTACTATTAGTGCTCCACGCTACTTAAATTTAATCCAATGTTAT 

 

834 GAAAAGCTATATGTAAATCTCAGCCAAAATGGTTCTCTTGCAAGTTTTATTGATCCAAA 

6101 GAAAAGCTATATGTAAATCTCAGCCAAAATGGTTCTCTTGCAAGTTTTATTGATCCAAA 

1181 GAAAAGCTATATGTAAATCTCAGCCAAAATGGTTCTCTTGCAAGTTTTATTGATCCAAA 

 

893 TCATAAGATTGAAGCTAGGTTTTGGAGAAGGCAA-TGTTTGTTTGGNTTGCACTTT-CC 

6160 TCATAAGATTGAAGCTAGGTTTTGGAGAAGGCAAATGTTTGTTTGGTTTGCACTTTTCA 

1240 TCATAAGATTGAAGCTAGGTTTTGGAGAAGGCAAATGTTTGTTTGGTTTGCACTTTTCA 

 

950 GCTTTGAATACTTTAAGAAAA--TTTTCTGAATCAAAAAAA-TTCTGGAAAAACTATTT 

6219 GCTTTGAATACTTTAAGAAAAATTTTTCTGAATCAAAAAAAATTCTTGAAAAACTATTT 

1299 GCTTTGAATACTTTAAGAAAAATTTTTCTGAATCAAAAAAAATTCTTGAAAAACTATTT 

 

1006 GTTTTT--GGAATAAGGANC-GGCTGCTA--CAAGCCNNAA--GGANCTGAGTNGNCTG 

6278 GTTTTTTTGGAATAAGGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTG 

1358 GTTTTTTTGGAATAAGGATCCGGCTGC-AACAAAGCCCGAAAG--AGC----------- 

 

1058 CGCCCNCTGANCATACTGCATACCCCTGGGCCCNAACGGNCTGNGGGTTTTGCGAAGGG 

6337 CTGCC----------------ACCGCTGAGCAATAAC---------------------- 

1403 ----------------------------------------------------------- 
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1117 GACTTNCCGNTTCCNCAGNGCCGGGGTCCGGNTACCA 

6358 --------------------------------TAGCA 

1403 ----------------------------------GTG 
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13.7 Seqüenciació de pET517HisN(T1-297) 

 

PLÀSMID 

 
 

CONSTRUCCIÓ 
Amplificació del gen MG517HisN(T1-297) per PCR amb Pfu DNA polimerasa; anàlisi de restricció 
del gen i del vector pET15b(+) amb els enzims NdeI i BamHI, i lligació d’amdós (vector: 5700 bp, 
insert: 894 bp) 

SEQÜENCIACIÓ 

Kit BigDye Terminator v3.1 ABI Prism de Perkin-Elmer Biosystems 
Purificació del plàsmid: Kit Wizard Plus Minipreps de Promega 
Encebadors: T7 promotor i T7 terminador 
Seqüenciació: gen MG517HisN(T1-297) 
Indicacions: en negre, seqüència de referència de MG517HisN(T1-297) 
                      en vermell, seqüència obtinguda amb T7 promotor 
                      en verd, seqüència  obtinguda amb T7 terminador 
                      sombrejats en verd, els codons d’inici i de parada 
                      sombrejades en groc, les bases en què l’alineament no és satisfactori 

COMENTARIS 

Amb T7 promotor és possible llegir de la base 5298 a la 6158 
Amb T7 terminador és possible llegir de la base 5409 a la 6285 
Totes les bases dubtoses es poden resoldre amb la seqüència complementària o a partir de 
l’electroferograma. 

 

1 --TGNGANAT------------------------------------------------- 

5221 CCCGCGAAAT------------------------------------------------- 

111 CCCCCGGAANGGGCCCCGGGGGGCCCCANGTCCCCGGCCCGGGNCGCCCCNTACCCCNN 

 

9 ----------------------------------------------------------- 

5231 ----------------------------------------------------------- 

170 GGAACAGGGGCCCNGGNCNGAGGGGGGCCCGTTTTCCCCTCGGGGNGNGNGGGAANNGG 

 

9 ----------------------------------------------------------- 

5231 ----------------------------------------------------------- 

229 GCCCAGCACCNCCCCNGGGCCCCGGGATCCGGCCCCAAGNTNCGGNGNGNGATCGGGAT 

 

9 -------------T------------------------------------------CCC 

5231 -------------TAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCC 

288 NCGNTCCCGGGAATTATNCNGCNCCCNATNGGGGA-TTGGGAGNGGANA-CCATTCCCN 

 

13 TCT--GAATA-TTTTGTTTA-CTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCAT 

5277 TCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCAT 

345 --NAGGAATAATTTNGTTNA-CTTTAGGAGGGAGATATNCCA-GGGCNGCAGCC-TCAT 

 

68 CATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGATAAACTTGTTAG 

5336 CATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGATAAACTTGTTAG 

399 CATCATCATCACAGCAGCGGGCCGGTGCCGCGCGGCAGCCATANGGATAAACTGGT-AG 

 

 

 

pET517HisN(T1-297)

6594 bp

Amp

T7 Promoter

T7 Terminator

6x HISTag

MG517HisN(T1-297)

BamH I (6273)

Nco I (5317)

Nde I (5377)
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127 TATATTAGTTCCTTGTTACAAATCAAAACCTTTTTTAAAACGTTTTTTTAATTCACTTT 

5395 TATATTAGTTCCTTGTTACAAATCAAAACCTTTTTTAAAACGTTTTTTTAATTCACTTT 

457 TATATTAGTTCCTGGTTACAAATCAAAACCTTTTTTAAAACGTTTTTTTAATTCACTTT 

 

186 TAAAGCAAGATCTTAATCAAGCTAAAATTATTTTTTTCAATGACAATGTTGCTGATGAA 

5454 TAAAGCAAGATCTTAATCAAGCTAAAATTATTTTTTTCAATGACAATGTTGCTGATGAA 

516 TAAAGCAAGATCTTAATCAAGCTAAAATTATTTTTTTCAATGACAATGTTGCTGATGAA 

 

245 ACCTATGAAGTTTTGCAAAAATTCAAAAAAGAACACAATAACTTAGCAATTGAAGTCTA 

5513 ACCTATGAAGTTTTGCAAAAATTCAAAAAAGAACACAATAACTTAGCAATTGAAGTCTA 

575 ACCTATGAAGTTTTGCAAAAATTCAAAAAAGAACACAATAACTTAGCAATTGAAGTCTA 

 

304 TTGTGACAAACAGAATGAAGGTATTGGAAAAGTGCGTGATAAGCTAGTGAATCTAGTAA 

5572 TTGTGACAAACAGAATGAAGGTATTGGAAAAGTGCGTGATAAGCTAGTGAATCTAGTAA 

634 TTGTGACAAACAGAATGAAGGTATTGGAAAAGTGCGTGATAAGCTAGTGAATCTAGTAA 

 

363 CAACACCTTATTTTTATTTTATCGATCCTGATGATTGTTTTAACAACAAAAATGTCATA 

5631 CAACACCTTATTTTTATTTTATCGATCCTGATGATTGTTTTAACAACAAAAATGTCATA 

693 CAACACCTTATTTTTATTTTATCGATCCTGATGATTGTTTTAACAACAAAAATGTCATA 

 

422 AAAGAGATTGTTGAATCAATTAAAAAAGAAGATTTTGATCTTGGTGTATTAAAAAGTAT 

5690 AAAGAGATTGTTGAATCAATTAAAAAAGAAGATTTTGATCTTGGTGTATTAAAAAGTAT 

752 AAAGAGATTGTTGAATCAATTAAAAAAGAAGATTTTGATCTTGGTGTATTAAAAAGTAT 

 

481 GGTCTATTTATGCTTCTTAAAACATGATTTCATTATTAAATTTTTGCCTTTAAAAGGTA 

5749 GGTCTATTTATGCTTCTTAAAACATGATTTCATTATTAAATTTTTGCCTTTAAAAGGTA 

811 GGTCTATTTATGCTTCTTAAAACATGATTTCATTATTAAATTTTTGCCTTTAAAAGGTA 

 

540 TTTTTCAAGGCAGAGTAAAATTAATTAATAATAACAATGTTAATAAATTAAATTACATC 

5808 TTTTTCAAGGCAGAGTAAAATTAATTAATAATAACAATGTTAATAAATTAAATTACATC 

870 TTTTTCAAGGCAGAGTAAAATTAATTAATAATAACAATGTTAATAAATTAAATTACATC 

 

599 AAAAATAATGATCAATATATTTGGAATATTGTTATAAACACAGATTTTTTTAGGAAGCT 

5867 AAAAATAATGATCAATATATTTGGAATATTGTTATAAACACAGATTTTTTTAGGAAGCT 

929 AAAAATAATGATCAATATATTTGGAATATTGTTATAAACACAGATTTTTTTAGGAAGCT 

 

658 AAATTTAACTTTTGAATCAAGGTTATTTGAAGATATACCAATCTGGTATCCGATGTTTT 

5926 AAATTTAACTTTTGAATCAAGGTTATTTGAAGATATACCAATCTGGTATCCGATGTTTT 

988 AAATTTAACTTTTGAATCAAGGTTATTTGAAGATATACCAATCTGGTATCCGATGTTTT 

 

717 TTTCATCACAAAAAATTGTTTTTATTGATGTGATAGGAACAAATTATTTTATTCGTAAT 

5985 TTTCATCACAAAAAATTGTTTTTATTGATGTGATAGGAACAAATTATTTTATTCGTAAT 

1047 TTTCATCACAAAAAATTGTTTTTATTGATGTGATAGGAACAAATTATTTTATTCGTAAT 

 

776 GATAGTTTATCAACTACTATTAGTGCTCCACGCTACTTAAATTTAATCCAATGTTATGA 

6044 GATAGTTTATCAACTACTATTAGTGCTCCACGCTACTTAAATTTAATCCAATGTTATGA 

1106 GATAGTTTATCAACTACTATTAGTGCTCCACGCTACTTAAATTTAATCCAATGTTATGA 

 

835 AAAGCTATATGTAAATCTCAGCCAAAATGGTTCTCTTGCAAGTTTTATTGATCCAA-TC 

6103 AAAGCTATATGTAAATCTCAGCCAAAATGGTTCTCTTGCAAGTTTTATTGATCCAAATC 

1165 AAAGCTATATGTAAATCTCAGCCAAAATGGTTCTCTTGCAAGTTTTATTGATCCAAATC 

 

893 ATAAGATTGAAGCTAGGNTTTGGAGAAGGCAAATGTTTGTTTGGNTTGCACTTT-CAGC 

6162 ATAAGATTGAAGCTAGGTTTTGGAGAAGGCAAATGTTTGTTTGGTTTGCACTTTTCAGC 

1224 ATAAGATTGAAGCTAGGTTTTGGAGAAGGCAAATGTTTGTTTGGTTTGCACTTTTCAGC 
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951 TTTGAATACTTTAAGAAAAATTTT-CTGAATCAAAAAAAATTCTTGAATANGGATCCGG 

6221 TTTGAATACTTTAAGAAAAATTTTTCTGAATCAAAAAAAATTCTTGAATAAGGATCCGG 

1283 TTTGAATACTTTAAGAAAAATTTTTCTGAATCAAAAAAAATTCTTGAATAAGGATCCGG 

 

1009 CTGCTAACAA-GCCCGAANG-AAGCTGAGT-GGCTGCGCCCCNCGACAAAACAGCATAC 

6280 CTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCC----------------AC 

1342 CTGCTA-CANAGCCCGAAAG--AGC---------------------------------- 

 

1065 CCCTGGGGCNCTACGGGCTGGGGGTTTTGCGAAGNNGACNTTCGGATCCGAGAGCCGNG 

6323 CGCTG------------------------------------------------------ 

1364 ----------------------------------------------------------- 

 

1124 GTCGGNTACCANCNGCCCCNNNCGGGNCGGCCAGANNAAGANCTTGTNATCCNCGGCCG 

6328 ----------------------------------AGCAATAACTAG------------- 

1364 ---------------------------------------------G------------- 

 

1183 CGNGTGCA 

6340 ------CA 

1365 ------TG 
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13.8 Seqüenciació de pET517HisN(T1-197) 

 

PLÀSMID 

 
 

CONSTRUCCIÓ 
Amplificació del gen MG517HisN(T1-197) per PCR amb Pfu DNA polimerasa; anàlisi de restricció 
del gen i del vector pET15b(+) amb els enzims NdeI i BamHI, i lligació d’amdós (vector: 5700 bp, 
insert: 594 bp) 

SEQÜENCIACIÓ 

Kit BigDye Terminator v3.1 ABI Prism de Perkin-Elmer Biosystems 
Purificació del plàsmid: Kit Wizard Plus Minipreps de Promega 
Encebadors: T7 promotor i T7 terminador 
Seqüenciació: gen MG517HisN(T1-197) 
Indicacions: en negre, seqüència de referència de MG517HisN(T1-197) 
                      en vermell, seqüència obtinguda amb T7 promotor 
                      en verd, seqüència  obtinguda amb T7 terminador 
                      sombrejats en verd, els codons d’inici i de parada 
                      sombrejades en groc, les bases en què l’alineament no és satisfactori 

COMENTARIS 

Amb T7 promotor és possible llegir de la base 5298 a la 6041 (final) 
Amb T7 terminador és possible llegir de la base 5221 (inici) a la 5976 
Totes les bases dubtoses es poden resoldre amb la seqüència complementària o a partir de 
l’electroferograma. 

 

1 --NGCGAA-------------------------------------------TTCCCTCT 

5221 CCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCT 

505 CCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCT 

 

15 -GAAT--ATTTTGTTTA-CTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCAT 

5280 AGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCAT 

564 AGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCAT 

 

70 CATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGATAAACTTGTTAGTAT 

5339 CATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGATAAACTTGTTAGTAT 

623 CATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGATAAACTTGTTAGTAT 

 

129 ATTAGTTCCTTGTTACAAATCAAAACCTTTTTTAAAACGTTTTTTTAATTCACTTTTAA 

5398 ATTAGTTCCTTGTTACAAATCAAAACCTTTTTTAAAACGTTTTTTTAATTCACTTTTAA 

682 ATTAGTTCCTTGTTACAAATCAAAACCTTTTTTAAAACGTTTTTTTAATTCACTTTTAA 

 

188 AGCAAGATCTTAATCAAGCTAAAATTATTTTTTTCAATGACAATGTTGCTGATGAAACC 

5457 AGCAAGATCTTAATCAAGCTAAAATTATTTTTTTCAATGACAATGTTGCTGATGAAACC 

741 AGCAAGATCTTAATCAAGCTAAAATTATTTTTTTCAATGACAATGTTGCTGATGAAACC 

 

247 TATGAAGTTTTGCAAAAATTCAAAAAAGAACACAATAACTTAGCAATTGAAGTCTATTG 

5516 TATGAAGTTTTGCAAAAATTCAAAAAAGAACACAATAACTTAGCAATTGAAGTCTATTG 

800 TATGAAGTTTTGCAAAAATTCAAAAAAGAACACAATAACTTAGCAATTGAAGTCTATTG 

 

 

pET517HisN(T1-197)

6294 bp

Amp

T7 Promoter

T7 Terminator

6x HISTag

MG517HisN(T1-197)

BamH I (5973)

Nco I (5317)

Nde I (5377)
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306 TGACAAACAGAATGAAGGTATTGGAAAAGTGCGTGATAAGCTAGTGAATCTAGTAACAA 

5575 TGACAAACAGAATGAAGGTATTGGAAAAGTGCGTGATAAGCTAGTGAATCTAGTAACAA 

859 TGACAAACAGAATGAAGGTATTGGAAAAGTGCGTGATAAGCTAGTGAATCTAGTAACAA 

 

365 CACCTTATTTTTATTTTATCGATCCTGATGATTGTTTTAACAACAAAAATGTCATAAAA 

5634 CACCTTATTTTTATTTTATCGATCCTGATGATTGTTTTAACAACAAAAATGTCATAAAA 

918 CACCTTATTTTTATTTTATCGATCCTGATGATTGTTTTAACAACAAAAATGTCATAAAA 

 

424 GAGATTGTTGAATCAATTAAAAAAGAAGATTTTGATCTTGGTGTATTAAAAAGTATGGT 

5693 GAGATTGTTGAATCAATTAAAAAAGAAGATTTTGATCTTGGTGTATTAAAAAGTATGGT 

977 GAGATTGTTGAATCAATTAAAAAAGAAGATTTTGATCTTGGTGTATTAAAAAGTATGGT 

 

483 CTATTTATGCTTCTTAAAACATGATTTCATTATTAAATTTTTGCCTTTAAAAGGTATTT 

5752 CTATTTATGCTTCTTAAAACATGATTTCATTATTAAATTTTTGCCTTTAAAAGGTATTT 

1036 CTATTTATGCTTCTTAAAACATGATTTCATTATTAAATTTTTGCCTTTAAAAGGTATTT 

 

542 TTCAAGGCAGAGTAAAATTAATTAATAATAACAATGTTAATAAATTAAATTACATCAAA 

5811 TTCAAGGCAGAGTAAAATTAATTAATAATAACAATGTTAATAAATTAAATTACATCAAA 

1095 TTCAAGGCAGAGTAAAATTAATTAATAATAACAATGTTAATAAATTAAATTACATCAAA 

 

601 AATAATGATCAATATATTTGGAATATTGTTATAAACACAGATTTTTTTAGGAAGCTAAA 

5870 AATAATGATCAATATATTTGGAATATTGTTATAAACACAGATTTTTTTAGGAAGCTAAA 

1154 AATAATGATCAATATATTTGGAATATTGTTATAAACACAGATTTTTTTAGGAAGCTAAA 

 

660 TTTAACTTTTGAATCAAGGTTATTTGAAGATATACCAATCTAAGGATCC-GGCTGCTAA 

5929 TTTAACTTTTGAATCAAGGTTATTTGAAGATATACCAATCTAAGGATCC-GGCTGCTAA 

1213 TTTAACTTTTGAATCAAGGTTATTTGAAGATATACCAATCTAAGGATCCCGGCTGCNA- 

 

718 CAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCA 

5987 CAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCA 

1271 -CAAGCCCGAAGG-------AGCGGGCGN-------------------------- 
 


