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Quantificacao DNA plasmidico
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Nanodrop: aparelho que utiliza o
principio da espectrofotometria mas
necessita apenas de um pequeno volume
de amostra (1-2 pl)

“As bases puricas e pirimidicas dos
nucledtidos absorvem luz ultravioleta (UV)
na gama de comprimentos de onda
compreendidos entre 200 nm e 350 nm,
apresentando um pico de absorcao
maxima a cerca de 260 nm. Assim,
guanto mais luz for absorvida pela
amostra de acido nucleico, mais elevada
sera a sua concentracao. Usando a Lei
de Lambert-Beer é possivel relacionar a
guantidade de luz absorvida em funcao
da concentracdo da molécula que
absorve essa luz.”
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Quantificacao DNA plasmidico

nucleotides

dsDNA

A absorvancia a 260 nm é maior para
nucleodtidos isolados, intermédia para DNA
de cadeia simples (ssDNA), ou RNA, e

0.6
0.4
0.2
0.0 + : . .
220 240 300
Wi

menor para DNA de cadeia dupla (dsDNA).
A absorvancia a 260nm é proporcional a
guantidade de acidos nucleicos:

A,cp = 1 unidade = 50 pg/ml dsDNA
Aoen = 1 unidade = 33 pg/ml ssDNA
A,cn = 1 unidade = 40 pg/ml ssRNA
A.cn = 1 unidade = 20 - 30 pg/ml oligonucleotido

Calculo das concentracdes de DNA e RNA:

» [DNA pg/ml] = OD,¢, X 50 pg/ml x fator de diluicdo

» [RNA pg/ml] = OD,¢, X 40 pg/ml x fator de diluicéo



Quantificacao DNA plasmidico

As propriedades oticas s&o usadas nao so para detetar e quantificar os acidos
nucleicos, mas também para avaliar o seu grau de pureza. Dependendo do
protocolo de extracao, as preparacdes podem conter contaminantes tais como
proteinas, alcoois, fendis e sais, capazes de interferir com a quantificacao rigorosa
das biomoléculas purificadas por sobreposicao dos perfis de absorvancia.
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Importante: calculo das razdes A260/A280 e A260/A230
A260/A280 deve estar entre 1.8 € 2.0. Se < 1.8 : contaminacdo com proteinas ou fendis
A260/A230 deve estar entre 2.0 e 2.2. Se < 2.0: contaminantes que absorvem a 230, ex. EDTA,

carbohidratos, sais, ureia
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Plasmidio

PJET 1.2 + inserto 2300 bp
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Abordagem experimental

Amplificacao do inserto de 2300 bp por PCR

s P *Tampao [10x]: 2 ul Programa:

*MgCl, [25 mM]: 2 pl 94 °C - 2 min.
*Primer PjetFwd [5 pmol pl1]: 2 uL 94 °C - 1 min.
: : 60 °C - 1 min.
*Primer PjetRev [5 pmol ul]: 2 uL 72 0C - 3 min

o w5 «dNTP [5 mM]: 2 pl Repetir os passos de 2 a 4 -

”m T N *DNA:20-50 ng de DNA plasmidico ?g)i,c _ 10 min
e Ay & “Taq [1U pL: 1 i 4 °C, até retirar do PCR
PIETL bl inserto Congelar a -20°C até
*ddH,0: para perfazer 20 pl utilizag&o

Digestao para isolamento do inserto de 2300 bp

- 250 ng de plasmideo Pjet1.2sp2300

- enzima Xhol: 1pl

- tampéao de reacéo [10x]: 2,5 pl

- ddH, O até perfazer um volume total de 25l

Incubar a 37°C, durante a noite. Congelar a -20°C até
utilizacgéo.




PCR

Reaccao em cadeia da polimerase: usada
a partir dos anos 80

(Kary Mullis, prémio Nobel) Thermus aquaticus
Amplificacdo de DNA sem wuso de Taq polimerase:
organismo vivo MW ~94 kDa; resistente a
altas temperaturas
15t cycle 2™ cycle 3 cycle
A E —
A E —
—_— /B e
A . E _J’L; ~ . ~<n
—
f e ey T —
e . —
B=D - :
1Primer . Ne\wDNA—J’I; = <§ . E(_
0|{1 DNA_L D — ::
In each cycle: 2=2 2 S Técnica fundamental de Biologia
g: :igj:ﬁifgon No. of copies/eachinitial molecule = 2" Molecular

E- extension n, no. of cycles

Clonagem, sequenciacao, proteinas
recombinantes, deteccdo de DNA vestigial,
doencas genéticas, etc.

http://openwetware.org/wiki/BME100_f2013:W900_Group17_L4



Componentes:
* DNA

* dNTPs (mistura dos quatro
desoxirribonucleotideos trifosfatos)

* Primers (oligonucleotideos)
» Enzima (Tag DNA polimerase )
* Solucao tampao (pH ; Mg?*)

Primers*

PCR

\\\\\\\\\\

. § 3

dGTP dcre dNTP
PCRG PGk PG

Geralmente 18-24 bases

~50% GC

GouCemd

Preferencialmente Tm semelhante nos dois
primers

Programa de PCR

Varios ciclos (~20-40) de :
Desnaturacéo
Emparelhamento
Extensao.


http://www.google.pt/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=ZTdJomoKC2hM9M&tbnid=-R_yh_OaODvBOM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.facultystore.co.uk/catalog/index.php?manufacturers_id=17&page=1&sort=2d&osCsid=23d9470f52a98056cf1af21c6adebce4&ei=PRyAUqf4LKGm0QWht4CoDw&psig=AFQjCNFI3kQryemKwLWbJkv9btktPB2f7A&ust=1384213697968268

PCR

Mistura de reacao (microtubo de 200 pl — volume final 20 pL):

» Tampao [10x]: 2 ul

* MgCl, [25 mM]: 2 ul

*Primer PjetFw [5 pmol.uLt]: 2 ul

*Primer PjetRev [5 pmol.uL1]: 2 pul

* dNTP [5 mM]: 2 pul

* DNA: 20-50 ng de DNA plasmidico (Pjet1.2sp2300, concentracao
inicial 50 ng.ul?)

e Tag [1U pL1]: 1

» ddH,0: para perfazer 20 pl



Programa: R
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Digestao

Existem varias enzimas que atuam sobre os acidos nucleicos, algumas sem
especificidade em relacao as bases, como a DNase que degrada moléculas de
DNA e a RNase gue degrada moléculas de RNA.

Por outro lado existem enzimas com elevada especificidade — ex. enzimas de

restricao

As sequéncias de reconhecimento sao em geral simétricas, isto €, a mesma
seguéncia de 4 a 8 nucleotidos quando lida na direcéo 5'- 3', esta presente em ambas
as cadeias do DNA, ocorrendo portanto em sentidos inversos na dupla hélice.

TAAT

(@) Hpal (c) Hind 1l :,-:',m
s CHIHTIAMAHCFT s {A|ANCHCHTHTR e
I CHAMA|[THTHGRs a'l As' TTAA

corte corte =
B e @ -

AATT 3
N | "“]IILI_S-
TTAA

TAAT

wo

AMANTHTHCk
[chs

corte

ATAT

TTAA



Digestao

O resultado do corte de uma molécula de DNA por uma enzima de restricdo pode gerar
fragmentos com extremidades retas, como é o caso da enzima Hpal; porém, a maioria

das enzimas de restricdo, ao cortar a dupla hélice, origina fragmentos com
extremidades coesivas.

Hpal
A Hpal /@ AMAMCET
-
SMGHM THMT||AMAMCEH3 ‘
{CHTHT] [AMAMCE _—) 5 moEs
ydCHANA|[THTHGRS 9 C)
Extremidades retas
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s'-{GtAHA}{T_H_T_Hs}-S'

NN THTH e,
» [CHTHTHAHA]| Sk » . 5 Gk
J corte 3 B““n

Extremidades coesivas




Digestao

No laboratorio.....
Tampé&o: Concentracao salina; catides
(Na*, K*); pH (geralmente 8)

Temperatura: geralmente 37°C

Conservacao: glicerol, baixa

temperatura. Importante: Nao

descongelar!

Atividade “star”: em condi¢cOes nao

optimas (ex: EcoRl)

Digestado multipla: tampao compativel

ou purificacao do DNA entre digestoes

Tipo de DNA (sequéncias adjacentes)

Enzima  Sequéncia de reconhecimento Tampéao Temperatura
BamH | 3 gé?ﬁgig 4 K 30°C
i SASACTS H
Clal 2 ?ZECC?/T*Z 4 M 30 °C
Ecor | 3 gﬁﬁzg 2 H 37°C
Ecor V t 2 g@;tﬁzg 4 H 37°C
Hind Il g é*égil—; g M 37°C
on 5 GeTACLC S ] 370
Nde | 3 g’;‘i}ﬁg 4 H 37°C
Nhe | 3 gé;iTTAc(fg S M 37°C
Pt 5 CTooALG S " 370
sal | 3 g*g%%g S H 37°C
Xho | 5 C|TCGAG 3 H 37 9C

3'GAGCTC|C &




Digestao

Digestdao com enzima de restricao

Digerir o plasmideo Pjet1.2sp2300 com enzima de restricao Xhol [10U/ul].

5 CITCGAG 3
3 GAGCTIC &

Mistura de reacao (microtubo de 1,5 ml —volume final 25 pl):

- 250 ng de plasmideo Pjet1.2sp2300: 5 pl se C=50 ng/ul (calcular!)
- enzima Xhol: 1pl

- tampéao de reacao [10x]: 2,5 ul

- ddH,O até perfazer um volume total de 25l

Incubar a 37°C, durante a noite. Congelar a -20°C até utilizacéo.
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