QBQ2457- Lab 3 — Digestao do amplicon com enzima de restricdo e Liga¢cao no vetor de expressao

Apds a amplificacdo do gene RRP47 realizada na aula anterior, faremos a digestdao do produto do PCR com

enzimas de restricdo especificas e a sua ligacdo ao vetor de expressdo ja linearizado (submetido a reagdes
com as mesmas enzimas de restri¢do).

Digestdo dos insertos e vetor: A escolha das enzimas de restricdo a serem usadas é um dos principais pontos
nessa etapa. Para realizar a clonagem do gene RRP47 no vetor de expressao, é necessario primeiramente a
digestdo do produto de PCR obtido (amplicon obtido na aula anterior) e do vetor por enzimas de restricdao

para a formacdo de extremidades protuberantes e complementares (extremidades coesivas) que podem ser
ligadas no sentido apropriado.

O vetor de expressdo (plasmideo) que iremos utilizar para a clonagem chama-se pET28a (mapa abaixo). Ele
possui entre outras caracteristicas um gene de resisténcia ao antibiético canamicina.

Para a digestdo do DNA, sdo necessarios um tampdo apropriado e as enzimas de restricdo adequadas
(enzimas que irdo clivar as extremidades do amplicon).

| £hio |7 158)

Mot 1156}

Eag H168

Hind 11173}

Sal lf1718)

Sac {140}

EcoR Ij1s)

BamH l198)

Hrul 1102 KB Mhe lf331)
""" | Nelw I;z38

| Mo 17296)

! _ ¥ba I;33s)

- Byl [y

: Sgri ljdey)

b g o SR TR

Cira MlIf5257)

Pl 426}, i qg?' '
B

SO 26 -

s
Sma {4300 ]
Y I & Ml 11123
B Ijieam
Cla g1y f |
M K483,

T pET-28a(+)

[5383bp)

| ) BsSE s

gl-goL) V=

|| (VAp 1334

(€5

r‘ Bssk W5y
'EcoR V1873
Hpa k1s29y

EwST W

Alwt B30y -

Lt
BasS kst ol Tﬁf_‘.l Pshi k168
BsplLLIT1 |:h¢":-.'l 5 5= Bagl lcz187)
Sap lixi08) 2 “Fsp l2205)
Bs11 107 IK39495) - k p,rﬁ il 2o 50
Tih111 Kas



A grande maioria dos vetores comerciais possui uma regido denominada MCS (multiple cloning site). Os MCS
contém uma série de sequéncias de sitios de restricdo que sdo reconhecidas por enzimas de restricdo
especificas. Essa é a regido em que o segmento de DNA de interesse é inserido apds o vetor ter sido digerido
pela(s) mesma(s) enzima(s);

Os produtos de PCR (amplicon) somente serdo digeridos se possuirem sitios de restricio para enzimas
correspondentes. Tais sitios podem ser adicionados as extremidades 5 dos primers utilizados para
amplificagdo da sequéncia codificadora do gene. No nosso caso, a digestao do inserto (amplicon) e do vetor
serd realizada com as enzimas de restricdo BamH| and Xhol. Tais sitios de restricdo devem ser
obrigatoriamente Unicos na sequéncia do amplicon. Confira fazendo um mapa de restricao virtual do
amplicon do gene rnhA, utilizando a sequéncia obtida na aula Multimidia 1 e ferramentas disponiveis na
Internet (ex: http://www.restrictionmapper.org/).

Apds a digestdo, é necessario ligar o fragmento ao vetor utilizando a enzima DNA ligase, que catalisa a
formacdo da ligacdao fosfodiéster entre os nucleotideos das extremidades livres. Veja abaixo um esquema
demonstrando digestdo de vetor e inserto seguida por ligagao.
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Protocolo: Digestdao do amplicon com enzimas de restricao

A digestdo dos insertos sera realizada de acordo com o protocolo abaixo. O vetor ja foi previamente
digerido pelos monitores em um procedimento bastante semelhante.

1. Retire o tampado da enzima de restricdo do congelador;
2. Somente retire as enzimas de restricao do congelador no momento da utilizacao;
3. Emum tubo de 0,5 mL, pipete os reagentes na ordem da tabela, sempre mantendo-os no gelo;

Reagente Volume

Agua ultra-pura autoclavada gsp 50 pL 4,7 uL
NEB Buffer 3.1 10x 3uL
BSA 100 x 0,3uL
Produto de PCR (~1ug) 20 uL
Enzima BamH| (NEB) 1puL
Enzima Xhol (NEB) 1pul
Volume final 30 uL

4. Incube os tubos a 372C por 1 hora e 65°C por 10 minutos para inativacdo das enzimas (no
termociclador).

Protocolo: Reagdo de ligacao

Apbs a digestdo do inserto e do vetor, realizaremos a reacdo de ligacdo utilizando a enzima T4 DNA ligase,
com os reagentes indicados na tabela abaixo. Pipete os reagentes na ordem, num tubo Eppendorf de 0,2 mL,
separando os reagentes ja utilizados e retirando a enzima T4 DNA ligase imediatamente antes de utilizar
(mantenha a enzima sempre no gelo!). Antes de pipetar o tampdo da DNA ligase, verifique que esteja
completamente descongelado e a solugdo completamente homogénea.

Nota: A concentragdo do inserto (amplicon digerido) sera estimada a partir da quantidade que foi utilizada
na reac¢do de digestdo com enzimas de restri¢do. Para aumentar as chances de sucesso da reag¢do de ligagao
utilizaremos um excesso do inserto (razdo molar inserto:vetor = 2:1). Calcule a quantidade de inserto a ser
utilizada na ligagdao com a férmula abaixo, considerando a utilizagdo de 50 ng de vetor linearizado.

) ng de vetor X tamanho do inserto (kb) . inserto
inserto (ng) = X razao molar
tamanho do vetor (kb) vetor
Reagente Volume
Tampao de DNA Ligase 10x 2 uL
Inserto (0,5 kb) 16 pL
Vetor (5,3 kb) (50ng) 1 uL
T4 Ligase (400 U/uL) 1puL
Agua ultra-pura autoclavada gsp 20 pL ke

Total 20 uL
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Incube a reacdo a 16°C overnight (16-18h) e em seguida incube 70°C por 5 min (inativacdo da enzima). Apds
inativacdo, transfira imediatamente o tubo o gelo e armazene no congelador (-20°C) até a proxima aula
quando sera realizada a transformacao bacteriana. (esta etapa serd realizada pelos monitores)





