1. Escreva abaixo a seqüência de uma fita de DNA, na orientação usual, que contenha a codificação para uma proteína de exatamente 42 aminoácidos:
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2. Desenhe iniciadores (primers) para amplificar por PCR a região codificadora da proteína acima (incluindo o códon de terminação).

Primer forward:
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Primer reverse: 
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3. Relacione os demais reagentes constituintes da reação de amplificação (PCR).

Considere que a região acima amplificada foi clonada em um plasmídio para produção da proteína em bactérias, mas não houve produção alguma. Três colegas fizeram comentários e sugestões. Concorde ou discorde dos comentários e justifique.

4. Antuncio: a proteína é humana e você está tentando produzi-la em bactérias sem considerar que elas nem sempre utilizam os códons da mesma maneira que os humanos; troque os códons para códons mais usados em bactérias que dará certo.

5. Florislindia: a proteína não está sendo produzida pela bactéria pois obviamente está faltando o consenso de Kozak; adicione GCCGCCACC à extremidade 5’ do primer forward que o consenso de KOZAK será incorporado durante a amplificação e tudo dará certo.

6. Mercinny: você deve ter amplificado DNA errado, um contaminante talvez; faça sempre um PCR controle sem adição de DNA molde, que assim você terá certeza de ter amplificado o DNA desejado e não um DNA que esteja contaminando as suas pipetas.
7. Antuncio e Florislindia saíram da reunião discutindo se a glicose era redutora ou não era redutora e Mercinny disse que os dois poderiam estar corretos de certa maneira e desafiou você a explicar o por quê. O que você diz?

8. Mercinny e Florislindia sempre quiseram como é que as células do fígado e do músculo conseguem armazenar tanta glicose sem aumentar a osmolaridade. Você pode explicar com detalhes?

9. Antuncio não entende por quê, se os componentes do complexo da polimerase (D, A, B, F, RNA Polimerase II, E e H) existem em todas as células, como é que apenas os genes específicos de cada célula são eficientemente transcritos? Explique para ele.

10. Florislindia é fascinada pela polimerização de DNA e não entende como não é necessário ATP para essa síntese tão interessante, mas para sintetizar RNA em tubos de ensaio ela teve que adicionar ATP. Esclareça para ela o por quê da diferença.

