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Exemplificando...

Cultura de /
célula e tecido

Bactéria
(B. thuringienses)

Criacéo

da planta

(Resisténcia

a inseto)
Extracao e isolamento do

fragmento de DNA de interesse

Clonagem molecular &' Transformagao
genética



POLYMERASE CHAIN REACTION - PCR
Desnaturacao
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REACAO DA PCR

§ H,O + tampéo + Mg?* Primers
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PCR - Termociclador




DIGESTAO - ENZIMAS DE RESTRICAO
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https://www.facebook.com/beingscientist.17/videos/1992362070995882/




DIGESTAO — ENZIMAS
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DIGESTAO - ENZIMAS DE RESTRICAO

. DNA MOLDE : plasmideo / DNA genGmico

. Enzima

. Tampao INCUBACAO EM BANHO MARIA
(37°C por 12h)

. Agua



ELETROFORESE

Canaleta (well)
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R 3 Applied BioProbes
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ELETROFORESE

* Reacao de digestao — enzima de restricao EcoRl
PLASMIDEO pUC18
DNA genomico

* Reacao de PCR — utilizando primers especificos
PLASMIDEO
CONTROLE

« PLASMIDEO E DNA gendémico - INTEGROS



ELETROFORESE

nglgglo Amostra
1 Marcador 1Kb
_____ 2 _____Plasmideointegro ___________________
_____ 3 _____Plasmideodigerido __________________
_____ 4 ____PCRcontole  ____________________.
_____ 5 ___PCRinserto . _.
6 DNA gendmico

7 DNA genbémico digerido

ﬁNA Mass Base Pak
(ng/5ul)

28 — 10,000
28 — 8,000
28 — 6,000
28 — 5,000
18 — 4,000
92 — 3,000
34 —_— 2,500
34 — 2,000
20 — 1,500
92 — 1.000
23 —_ 750
30 — S00
as — 250

\ 1 % TAE agarose gel /




RESULTADO
ELETROFORESE




Relembrando...

Quais colonias nos
interessam e por qué?




SELECAO DE CLONES RECOMBINANTES

Gene de resisténcia

a ampicilina aﬂ:«h& ---ZZQ‘QH
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Producéo da enzima P — N&o ha producédo da enzima
B-galactosidase & _ B-galactosidase
X-gal é clivado = colonia azul e LB L o X-gal ndo é clivado = colbnia
branca

Agar + ampicilina + X-gal

Gene lacZ = codifica a enzima -galactosidase



Bactéria

(B. thuringienses) Criagéo

da planta

Extracao e isolamento do
fragmento de DNA de interesse

Transformacao

Clonagem molecular "
genetica



