LGNO0232 — Genética Molecular - 2023

Aula prética 1 — Clonagem por PCR (Polimerase Chain Reaction),
clivagem de DNA por enzima de restricdo e eletroforese em gel de agarose

Relatério da aula pratica

Observe o plasmideo pUC18 e responda:

1.Encontre no plasmideo puC 18 as trés caracteristica esséncias que um vetor deve
ter. Descreva a importancia de cada uma delas.

2.Explique o sistema LacZ no plasmideo pUC18 que garante que coldnias azuis nao
contem o inserto desejado.
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3. Esquematize o resultado da PCR utilizando como DNA molde:

1 — Marcador molecular

2 - Plasmideo proveniente de col6nia azul

3 - Plasmideo proveniente de colania branca
Puc DNa bacteria...

4. - Controle



Obs: indique o tamanho das bandas obtidas

4. Qual a importancia de usar um controle negativo na reagcédo de PCR?

5. A partir da sequéncia do gene cryla abaixo, proponha um Primer Forward (PF) e
um Primer Reverse (PR), ambos com aproximadamente 15 bases. Indique a diregdo 5’
— 3’'de cada um deles. Lembrando a sequéncia abaixo esta na diregdo 5’ — 3'.
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tatgttttaa attgtagtaa tgaaaaacag tattatatca taatgaattg gtatcttaat
61 aaaagagatg gaggtaactt atggataaca atccgaacat caatgaatgc attccttata
121 attgtttaag taaccctgaa gtagaagtat taggtggaga aagaatagaa actggttaca
181 ccccaatcga tatttccttg tcgctaacge aatttctttt gagtgaattt gttcccggtg
241 ctggatttgt gttaggacta gttgatataa tatggggaat ttttggtccc tctcaatggg

3541 ggattgagat tggagaaacg gaaggaacat ttatcgtgga cagcgtggaa ttactcctta
3601 tggaggaata gtctcatgca aactcaggtt taaatatcgt tttcaaatca attgtccaag
3661 agcagcatta caaatagata agtaatttgt tgtaatgaaa aacggacatc acctccattg
3721 aaacggagtg atgtccgttt tactatgtta ttttctagta atacata

6. Esquematize o resultado da digestdo de DNA utilizando os DNA’s abaixo:
1 — Marcador molecular

2 - Plasmideo proveniente de col6nia azul

3 - Plasmideo proveniente de coldnia branca

4. — DNA da bactéria BT

Obs: indique o tamanho das bandas obtidas.




