Pensando
O que significa clonagem?

Que tipos de beneficios podem ser obtidos com a clonagem génica?

Que tipos de implicacdes éticas podem existir em relacdo a clonagem
génica?

Objetivo desta pratica:

A presente atividade tenta dar uma nog¢do de como ocorre 0
processo de clonagem de um fragmento génico em plasmideos através da
simulacdo dos procedimentos utilizados em laboratério para clonar
fragmentos génicos.

Material:
= tesoura
= cola
= fita durex
= seqUéncias de DNA e plasmideo fornecidas em anexo.

Procedimentos:
1. Pegue a sequéncia do plasmideo fornecida em anexo e monte o
seu plasmideo.
2. ldentifique no plasmideo:
® as partes funcionais, determinando as suas importancias para o
procedimento de clonagem.
® os possiveis sitios de acdo das enzimas de restricdo

3. Monte a sequiéncia do fragmento de DNA a ser clonado e
identifique:

P o trecho que representa um fragmento génico,

B 0s possiveis sitios de acdo das enzimas de restrico.

4. Escolha entre os sitios encontrados, a enzima que deverd utilizar
no procedimento de clonagem, note que a mesma devera ter um
sitio também no plasmideo.

5. Corte o fragmento e o plasmideo simulando a acdo da enzima
escolhida.

6. Utilizando uma fita durex como se fosse a enzima ligase, junte o
fragmento com o plasmideo, simulando assim a clonagem.

No MCS do plasmideo encontram-se Varios sitios de enzimas diferentes
como:

ENZIMAS SITIOS
Apo | RAATTY
Bam HI G|GATCC
Ban| GGYRCC
Bglll A|GATCT
Clal ATCGAT
Eco Rl GJAATTC
Hae lll GG|CC
Hinc Il GTYRAC
Hind Il AJAGCTT
Kpnl GGTACC
Pst] CTGCA|G
Rsal GTAC
Sall G|TCGAC
Xbal TCTAGA

Por que alguns estdo em negrito?



O que dizem os cientistas

A tecnologia do DNA recombinante é uma das aplicacdes muito
utilizadas em laboratorio, antes da existéncia da técnica de PCR. Consiste
em utilizar as enzimas de restricdo para efetuar cortes em pontos
especificos do DNA e plasmideos, para depois junta-los in vitro (em tubos
de ensaio). Esta técnica permite a clonagem de fragmentos de um DNA de
interesse em plasmideos, o que facilita o estudo e a utilizacdo deste
segmento de interesse.

O que significa clonagem? —

& E o processo de reproducéo assexuada, natural ou artificial, pelo qual
sdo produzidos clones, cOpias geneticamente identicas entre si de
outro ser.

O que sdo enzimas de restrigdo —

& sdo enzimas originalmente isoladas de procariotos que clivam a
molécula de DNA através do reconhecimento de sequéncias
nucleotidicas especificas Também conhecidas como
endonucleases. As seqliéncias de reconhecimento sdo sempre
palindromos. Hoje sdo produzidas por empresas de biotecnhologia e
sdo uma das ferramentas basicas em Biologia Molecular e Engenharia
Genética.

O que sao os plasmideos?

& Sao moléculas de DNA circular duplo separadas do DNA
cromossémico que variam entre 1 e 250 kbp (milhares de pares de
bases). Geralmente ocorrem em bacté rias (mas por vezes também
em eucariéticos). O numero de copias de um mesmo plasmideo por
célula varia de 1, para plasmideos grandes, até 50 para os pequenos.

Que tipos de beneficios podem ser obtidos com a clonagem génica?

& Producéo de terapias ex: Insulina recombinante, multiplicacéo de
um fragmento para estudo, resisténcia a pragas na lavoura.....

Que tipos de implicacdes éticas podem existir em relagdo a clonagem
génica?
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