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Problemas (PPoint tema 2 - Manipulagdo dos dcidos nucleicos)

1.Sequéncias palindrémicas sdo segmentos da molécula de DNA de cadeia dupla que:
a) tém a mesma sequéncia ha direcgdo 5'—3' e ha direcgdo 3'>5' da mesma cadeia;

@’rém a mesma sequéncia ha direcgdo 5'—3' ou na direcgdo 3'—5' em cadeias
complementares;

(c))apresentam frequentemente um eixo de simetria bilateral;
(d))sdo frequentemente locais de reconhecimento das endonucleases de restrigdo de tipo II;
e) sdo alvos preferenciais de enzimas de tipo I e ITI.

2. Isoesquizomeros sdo enzimas de restrigdo que:
clivam o DNA na mesma sequéncia de reconhecimento;

produzem, em geral, o mesmo padrdo de restrigdo;

c) actuam como exonucleases de restricdo;

d) apresentam sempre diferente sensibilidade a metilagdo;
podem clivar o DNA, diferentemente, na sequéncia de reconhecimento.

3. Porque é que um dcido nucleico com a seguinte percentagem de bases azotadas, A- 28%, C-
15%, G- 35% e T- 22%, ndo € clivado por endonucleases de restricdo de tipo II?



4. As sequéncias 5'-66CC-3' e 3'-6G6CC-5', na molécula de DNA de cadeia dupla, podem ser
clivadas pela mesma enzima de restrigdo?

B. As alineas, a-e, indicam a 1 metade das sequéncias palindrémicas e ndo-palindrémicas,
reconhecidas por enzimas de restrigdo. Qual é a sequéncia completa, em cada caso?

a. 5 AA--3 TT

b. 5 ATG---3" car

c. B 66N---3  NcC

d. 5 66N--3 cC

e. B ATNN--3" ar

Nota: N, significa qualquer nucleétido.

6. Que diferengas apresentam as extremidades dos fragmentos de DNA produzidos pelas
seguintes enzimas de restrigdo?

Haelll (5'-66/CC-3') Cegas/blunt

Mael (5'-C/TAG-3') 5C/TAGY | 5C3
Cfol (5-6C6/C-3') 3 GAT/CS 3 GAT 5
Nota: A barra indica o local de corte na sequéncia de reconhecimento.



7. A metilase Dam de £. co/i metila os residuos de adenina na sequéncia GATC impedindo a
enzima MboI de clivar neste local. No entanto, dependendo da origem do DNA em estudo, esta
enzima pode digerir o DNA. Indique em que condi¢do a enzima Mbol tem capacidade de
restrigdo.

a) Quando os plasmidios sdo propagados em estirpes dam- de £.coli.
b) No DNA gendmico humano.
c) No DNA amplificado por PCR.
d) No DNA gendémico de Drosophila.
@Em todas as hipdéteses acima mencionadas.



Extraiu-se DNA plasmidico de duas amostras de culturas bacterianas. Ressuspendeu-se em 30 pnl de dgua.
Procedeu-se ao doseamento por espectrofotometria a DOy, e 0s dados que se obtiveram foram:

Amostral=0,42; Amostra 2 = 0,05

Qual a concentracdo de DNA em cada amostra?
I=50meid 12 madond = 1 g Al
S— la J —
E qual a quantidade de DNA total na amostra A e na amostra B?
[ K—Ll f”‘@/*&] A 5))@ MEL — [?) ng
L

Se se tratasse de RNA, qual a concentragdo em cada uma das amostras?

) — Aou%/w



1. A escolha da percentagem do gel de agarose depende:
a) do grau de digestdo das moléculas de DNA;

b) do tempo de migragdo do DNA;

c) da concentragdo do DNA que se pretende visualizar;

da dimensdo dos fragmentos de DNA;
e) do tampdo de electroforese.

2. A maior ou menor resolugdo na separagdo das moléculas de DNA quando analisadas em electroforese
em gel de agarose depende essencialmente:

a) da carga eléctrica da molécula de DNA;
b) da carga eléctrica e massa molecular da molécula de DNA;
@da massa molecular da molécula de DNA;
do tipo de DNA (cromosséomico ou plasmidico);
e) da densidade da molécula de DNA.

3. Durante a migragdo em gel de agarose, o DNA pode ser visualizado devido ao:
a) azul de bromofenol;
b) brometo de etidio;
c) tampdo de electroforese;
d) azul de cianol;
@nenhuma das alineas anteriores.



Resolucao de Problemas de Clonagem

Realizou uma clonagem molecular na qual o vetor plasmidico foi digerido com uma s6 enzima — Xbal, e o inserto com
duas enzimas diferentes, Xbal e Spell. E possivel esta clonagem? Justifique. Represente a construc3o final.
Xbal — T/CTAGA Spel — A/CTAGT

T/CTAGA
AGATC/T —— T/CTAGA A/CTAGT—— _—
Q ——AGATC/T TGATC/A——————

https://international.neb.com/tools-and-resources/selection-charts/compatible-cohesive-ends-and-generation-of-new-restriction-sites



. N . . . . s _ap . Lo want to restart to install these
& — C @& international.neb.com/tools-and-resources/selection-charts/compatible-cohesive-ends-and-generation-of-new-restriction-sites —

updates now or try tonight?
22 Apps 3 New folder == instalar office @ (22) National Geo... = BioeticaenlaRed.. @, Kindle E-reader -... D Power Thesaurus == Release notes for... & Health Club Visco... E] Yourdictionary
NEWENGLAND be INSPIRED
. drive DISCOVERY Q
S;m' stay GENUINE Applications & Products Tools & Resources Support About

Home > Tools & Resources > Selection Charts > Compatible Cohesive Ends and Generation of New Restriction Sites

Compatible Cohesive Ends and Generation of New Restriction Sites

New restriction sites can be generated by ligation of DNA fragments with compatible cohesive or blunt ends. These new restriction sites may be generated by:

1. Cleavage followed by fill-in of 5 overhangs to generate blunt ends.
2. Cleavage with two restriction endonucleases that produce blunt ends.
3. Cleavage with two resfriction endonucleases that produce compatible overhangs.

Restriction endonucleases that produce compatible cohesive ends often produce recleavable ligation products. The combinations listed were identified by computer analysis, and although we have tried to
ensure their accuracy, they have not necessarily been confirmed by experimentation.

Where isoschizomers exist, only one member of each set is listed. Only enzymes available from New England Biolabs have been listed.

Enzymes that have degenerate recognition sequences (i.e. recognize more than one sequence) are followed by a specific sequence in parentheses and are only listed if a non-degenerate equivalent does not
exist. Be aware that these degenerate enzymes will cleave sequences in addition to the one listed.

A"--" denotes a ligation product that cannot be recleaved.

|A|B|C|D|IE|H|K|M|N|P|R|S|T|X| single letter code

Acc65l Banl (G/GTACC) Acc65l, Banl, Kpnl, NlalV, Rsal
(G/IGTACC)
BsiWl, BsrGl Rsal
Accl
(GT/CGAC) Acil, Acll, BsaHI (GR/CGYC), HinP1l, Hpall, Narl -
(GTICGAC) Clal, BstBI, Taql-v2 Taql-v2




Enzyme Ligated to Recleaved by
Sbf * BsiHKAI, Bsp12861 (GTGCA/C) Bsgl
(CCTGCA/GG)
Nisil -
Pstl Pstl
Sfcl Apall Bsgl
(CITGCAG)
SgrAl See BsrFl
(CRICCGGYG)
Spel * Avrll, Nhel, Styl (C/CTAGG), Xbal Bfal
(A/CTAGT)
Sphl * Nialll, Nspl Nialll, Nspl
(GCATGIC)
\lrv“l 1 ,
Xbal Avrll, Nhel, Spel, Styl (C/CTAGG) Bfal

(T/ICTAGA)

AV NN Faatt!

Moo
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Realizou uma clonagem molecular na qual o vetor plasmidico foi digerido com uma so enzima — Xbal, e o inserto com
duas enzimas diferentes, Xbal e Spell. E possivel esta clonagem? Justifique. Represente a construc3o final.
Xbal — T/CTAGA Spel — A/CTAGT

T/CTAGA

AGATC/T T/CTAGA A/CTAGT
Q l AGATC/T TGATC/A
CTAGA A
T TGATC
T CTAGA
AGATC T CTAGA A

u T TGATC

https://international.neb.com/tools-and-resources/selection-charts/compatible-cohesive-ends-and-generation-of-new-restriction-sites



Realizou uma clonagem molecular na qual o vetor plasmidico foi digerido com uma s6 enzima — Xbal, e o inserto com
duas enzimas diferentes, Xbal e Spell. E possivel esta clonagem? Justifique. Represente a construc3o final.
Xbal — T/CTAGA Spel — A/CTAGT

T/CTAGA

AGATC/T”~ ) T/CTAGA A/CTAGT
Q AGATC/T TGATC/A
TCTAGA ACTAGA
AGATCT TGATCT
T CTAGA
AGATC T CTAGA A

u T TGATC

https://international.neb.com/tools-and-resources/selection-charts/compatible-cohesive-ends-and-generation-of-new-restriction-sites



Realizou uma clonagem molecular na qual o vetor plasmidico foi digerido com uma so enzima — Xbal, e o inserto com
duas enzimas diferentes, Xbal e Spell. E possivel esta clonagem? Justifique. Represente a construc3o final.
Xbal — T/CTAGA Spel — A/CTAGT

T/CTAGA

AGATC/T ——— T/CTAGA———A/CTAGT——_—
Q ] — —AGATC/T———TGATC/A~———
AGATCT —TGATCT
T CTAGA
AGATC T CTAGA s )\

u T ——TGATC

Fez uma clonagem dirigida ou nao-dirigida?
T CTAGT———— TCTAGA
AGATCA o AGATCT

CTAGA s /| QLVOL—— 1 CTAGT
T TGATC V e \/ O/ | ) A e AGATC

https://international.neb.com/tools-and-resources/selection-charts/compatible-cohesive-ends-and-generation-of-new-restriction-sites



Realizou uma clonagem molecular na qual o vetor plasmidico foi digerido com uma s6 enzima — Xbal, e o inserto com
duas enzimas diferentes, Xbal e Spell. E possivel esta clonagem? Justifique. Represente a construc3o final.
Xbal — T/CTAGA Spel — A/CTAGT

T/CTAGA

AGATC/T~ ) T/CTAGA A/CTAGT
Q AGATC/T TGATC/A
TCTAGA ACTAGA
AGATC T TGATCT
T CTAGA
AGATC T CTAGA A

u T TGATC

Fez uma clonagem dirigida ou nao-dirigida?
T CTAGT TCTAGA
AGATCA AGATCT

CTAGA A JLVOL L CTAGT T
T TGATC v VOVLD A AGATC

Acha gue deveria proceder a alguma manipulacdo adicional para aumentar numero de clones recombinantes?

Se sim, qual é essa manipulacao e por qual razao? . .
a pulat POT A Pensar para a proxima TP



do Manual de Problemas - Clonagem Geral

8. Um estudante clonou um fragmento Pstl de 1 kb no local Pstl de um vector plasmidico.
A digestao com Pstl de 12 clones selecionados permitiu concluir que apenas trés dos clones continham o fragmento de 1 kb.
Estes resultados, que traduzem uma baixa eficiéncia de clonagem, ocorreram porque:

i.  Os outros nove clones continham provavelmente dois fragmentos. Ainda que assim fosse,detectava-se fragmento clonado
ii. Os outros nove clones eram formas relaxadas do plasmidio. Nao eram clones recombinantes
iii. Os outros nove clones continham o fragmento na orienta¢do errada. |sso impicaria que o fragmento estava clonado
iv. O fragmento continha um gene toxico que era letal para a bactéria. As células nao teriam sido selecionadas
@) Os outros nove clones resultaram da auto-ligacao do plasmidio sem fragmento.

P
P 1 2

<




9. Considere o fragmento Hindlll de 1,6 kb e o vector plasmidico hipotético de 2,7 kb abaixo representados. Quando se cliva
este fragmento com a enzima BamHI (B) originam-se dois novos fragmentos, de 1,2 kb e 0,4 kb. Admitindo que clonou o
fragmento de 1,6 kb no local Hindlll (H) do vector, que dista 0,3 kb do local EcoRI (E), responda as seguintes perguntas:

H 04ka 1,2 kb H
v_L Ty

Fragmento HindIII de 1,6 kb

H
v 0,3 kb

E
V'g

Vector plasmidico com 2,7 kb

a) Como procederia para determinar a orientacdao do fragmento nos clones
recombinantes obtidos?

b) Que estratégias de clonagem permitem obter clones recombinantes com o
fragmento inserido em orientacdes opostas?

c) Indique dois métodos de identificacdo de sequéncias de DNA especificas
numa biblioteca gendmica.

12 Representacao das duas construcdes passiveis de ser obtidas:

H B H H B H
0,4 kb 1,2 kb 1,2kb 04kb

0,3 kb 0,3 kb

E E
A B

a) Digestao clones recombinantes com BamHI + EcoRl
A—1,5kb (1,2 +0,3) +2,8 kb (2,4 + 0,4);
B-0,7kb (0,4+0,3)+3,6kb(2,4+1,2);
b) Extremidades cegas
Extremidades coesivas compativeis
Vectores com MCS invertidos/orientacGes opostas Conceitos a falar mais adiante
c) Amplificacao de DNA por PCR com primers especificos. Conceitos a falar mais adiante



12. Um vector plasmidico contendo os genes kanR tet® foi digerido com a enzima Bgll, que cliva no gene de resisténcia a
canamicina (kan). O vector foi depois ligado a DNA de Neurospora clivado com a mesma enzima, e o DNA recombinante
obtido foi propagado numa estirpe de E. coli.

a) Que antibiodtico colocaria no meio de cultura para assegurar que as colénias continham o plasmidio?

b) Que fendtipos de resisténcia a antibidticos apresentariam as coldnias obtidas?

c) Que fendétipo apresentariam as coldnias contendo os insertos de DNA de Neurospora?

a) Tetraciclina
b) TerR Kan® (recombinantes), TetR kanR (ndo-recombinantes)
c) TerRKan® - recombinantes




16. Suponha que o gene de resisténcia a ampicilina e o gene lacZ de um plasmidio contém, respectivamente,

os locais EcoRl e Sall.

a) Como procederia a selec¢ao dos plasmidios recombinantes apds clonagem no local Sall? E no local EcoRI?
b) Que vantagem apresenta um tipo de clonagem em relacao ao outro?

Estratégia pouco prdtica
e a utilizar s6 em ultimo
recurso

Clonagem no local Sall de LacZ :

inactiva o gene lacZ
seleccao em meio de cultura com Amp e X-gal

coldnias recombinantes N@AS

NOTA: a estirpe hospedeira, sobretudo quando se pretende inactivar lacZ,
NAO PODE PRODUZIR /acZ ENDOGENO

Clonagem no local EcoRl de AmpR :

Inactiva o gene bla (AmpR)

Seleccao em meio de cultura sem Amp, mas com Xgal (tera de se diluir a cultura de
transformacao pois X-gal nao elimina as que nao foram transformadas e, ainda que brancas
por nao conterem o plasmidio, teremos um crescimento muito confluente

Coldnias transformantes azuis repicadas / replica plating para meio com Amp

As que ndo crescerem em meio com Amp sdo as recombinantes que se irdo

recuperar na caixa de transformacao original



15. Um plasmidio /lac* tet® foi clivado por uma enzima de restricdo no gene lacZ. O local reconhecido por esta enzima contém
guatro bases e por clivagem gera uma extremidade 3’ projectada, com duas bases em cadeia simples. Este local, no gene lacZ,
corresponde ao 12 aminoacido da cadeia polipeptidica da 3-galactosidase. Sabe-se, no entanto, que as alteragdes que afetam
0s primeiros 27 aminoacidos da [3-galactosidase, raramente originam mutantes.

a) Se pretendesse gerar extremidades cegas neste local, com vista a uma posterior clonagem, que enzima(s) utilizaria?
Justifique a resposta.

b) Se apds a formacdo de extremidades cegas, religasse o plasmidio com ligase de DNA e transformasse uma estirpe
bacteriana lac™ tet>, como procederia para seleccionar os transformantes? Qual seria o fendtipo Lac das colénias
transformadas?

c) Mencione trés processos de tratamento de extremidades cegas, que permitem aumentar a sua eficiéncia de ligacao
numa experiéncia de clonagem molecular. Que enzima(s) utilizaria em cada processo?

5 3’
a) - Actividade exonucleolitica 3’ > 5:
3 5 DNA polimerase do fago T4, ou DNA polimerase Klenow ou DNA polimerase | de E. coli

b) - retirou-se 2 bases coddo do 19 aa da lacZ.
- apos ligacao gera-se mutacao frameshift no gene lacZ
- selecionava os transformantes com tetraciclina e as coldnias seriam brancas

c) tratamento de extremidades cegas sao:
- adicdo de linkers/adaptadores — metilase especifica do local reconhecido pela enzima que cliva o linker; DNA ligase do fago T4

- adicao de caudas de homopolimeros — transferase terminal. Conceitos a falar mais adiante



Restriction pattern analysis

. Linear DNA .
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