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Plasmideo DNA recombinante
Produto de PCR



1: DNA Ligase — mecanismo de catalise
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1: DNA Ligase - extremidades




1: DNA Ligase — perguntas importantes

Mas e extremidades cegas?

Liga também, mas menos eficiente
(extremidades ficam menos tempo proximas uma da outra para ligacao)

E como prevenir o plasmideo de re-ligar?

Desfosforilar vetor
Usar duas enzimas diferentes Gere opes W Ploswid closes

foruiaras bock up

E como prevenir o inserto de entrar virado?

Usar duas enzimas diferentes
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1: DNA Ligase — o que tem no tubo?

Tampao (Tris pH 7.5, magnésio, DTT e ATP)
Inserto digerido e purificado

Vetor digerido e purificado

T4 DNA ligase

Agua

*Temperatura: 4°C vs 16°C vs ambiente



2: TOPO cloning

Topoisomerase | recognition sites
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TOPO TA cloning vector Tag-amplified PCR product Ligation complete

Topoisomerase de vaccinia virus tem sequéncia de reconhecimento especifica — vetor ja vem pronto (aberto)

Polimerase usada precisa colocar A no 3" do produto, se nao fizer isso, pode incubar com Tag e dATP no final

Inserto vem direto do PCR — nao pode ter fosfato 5" (enzima de restricao deixaria 5'P, mas primers do PCR nao tem)

*Temperatura: ambiente



2: TOPO cloning — perguntas importantes

Mas e extremidades cegas?
“TOPO blunt” — mesma Topoisomerase, mas nao tem T no vetor

E como prevenir o plasmideo de “re-ligar”?

Topoisomerase nas duas pontas previne isso

E como prevenir o inserto de entrar virado?

Nao previne (até tem uma solucao, mas nao vem ao caso)



3: Ligation-independent cloning

Exonuclease da T4 polimerase gera regido fita simples (em reacdes separadas para vetor e inserto)

Inclusdao de apenas um dos quatro dNTPs na reacgao restringe atividade polimerase ao primeiro par de base em que esse dNTP é incorporado

Pareamento mais extenso entre plasmideo e inserto do que com enzima de restricao garante estabilidade da estrutura durante transformacao
DNA anelado é reparado pela bactéria apds a transformacao
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!._._....._.
———
PCR
e TAATAACATTGGAAGTGGATAA 3'
o LATTATTGTAACCTTCACCTATT 5¢
J{ T4 DNA Polymerase (3’ exo) \L
p— T4 DNA Polymerase (3’ exo) l with dCTP
PCR ,
Anneal ‘L — TAATAA 3
GATTATTGTAACCTTCACCTATT 57
r —
—

==  Transform

*Temperatura: ambiente



4: Gibson Assembly

Semelhante a LIC, mas atividade exonuclease e polimerase vem de enzimas diferentes e inclui ligacao in vitro antes de transformar na bactéria
N3o hd a restricao de parar a exonuclease em um local especifico, ocorre um equilibrio entre as atividades
As trés enzimas (exonuclease, polimerase e ligase) e os dois fragmentos de DNA estdo no mesmo tubo a temperatura constante (50 °C)

dsDNA fragments with overlapping ends.
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