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Aula de Hoje:

Atividade tedrico-pratica sobre transformagao bacteriana

Escherichia coli — bactéria mais usada para experimentos de biologia molecular

Cromossomo

Plasmideo

* Pequenas moléculas de DNA

* Podem ser facilmente
purificados e manipulados in
vitro

* Podem ser introduzidos em
laboratério na bactéria por
conjugacao ou transformacgao

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:201208_Escherichia_coli.svg



09-Nov-20

Plasmideo pBC: um vetor de clonagem modificado em laboratoério

chloramphenicol

/

Gene de resisténcia ao
antimicrobiano cloranfenicol

Possibilita selecionar as bactérias
que receberam o plasmideo.

Transformagao bacteriana — fenomeno natural em poucas espécies
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mouse lives | mouse dies | mouse lives | mouse dies

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Griffith_experiment-FR.svg



Transformagao bacteriana — fundamentos e aplicagdes em biologia molecular

https://dnalc.cshl.edu/resources/animations/transformation1.html

https://dnalc.cshl.edu/resources/animations/transformation2.html

Transformacgao bacteriana — fundamentos e aplicagdes em biologia molecular

Fazendo a transformagdo no laboratério: https://www.youtube.com/watch?v=2ligY8vV0zz4

Preparar as
bactérias por
tratamento
com Ca? no
gelo

Adicionar DNA
a uma aliquota
de células
competentes

Semear em meio
de cultura com
antibidtico
apropriado para
selegdo dos
transformantes

Incubar
brevemente
no gelo

Adicionar meio
de cultura,
incubar a 370C
por 1 hora

Dar choque
breve a 42°C

Incubar
brevemente
no gelo
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https://dnalc.cshl.edu/resources/animations/transformation1.html
https://dnalc.cshl.edu/resources/animations/transformation2.html
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Interpretacao do resultado da transformacao e cdlculo da eficiéncia de transformagao.
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Recuperagdo e semeadura em
Choque meio de cultura contendo o

térmico a 42°C antibiético apropriado

Interpretagdo do resultado da transformagdo e calculo da eficiéncia de transformagao.

Neste exemplo, o volume total da reagdo de transformagdo é de 500 pL. Vocé semeou somente
100 pL, obtendo 14 coldnias. Logo, o total de transformantes é 14 x 5 = 70 transformantes.

Para calculo da eficiéncia, devemos normalizar este nimero de trasnformantes pela quantidade
de DNA usada. Normalmente usamos transformantes/ug DNA.

Neste exemplo, imagine que usamos 1 pL de uma solugdo de DNA cuja concentragdo é de 2
ng/uL. Logo, 2 ng foram usados na transformag3o.

Sendo assim obtivemos 70 transformantes/2 ng de DNA, ou seja 35 transformantes/ng DNA.
1ng DNA equivale a 0,001 pg (1000 X menos). Logo, temos:

35 transf/ 0,001 ug DNA = 35.000 transf/ug DNA = 3,5 x 10* transf/ug
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Exercicio para resolver em grupo e entregar até o comego da aula que vem.

Ver apostila de aula pratica no e-disciplinas!



