BIOLOGIA MOLECULAR - PRÁTICA 2

PCR, DIGESTAO DE PLASMIDIO COM ENZIMA DE RESTRIÇÂO E ELETOFORESE
1- PCR – inicialmente diluir a miniprep 1:100 
(em um tubo dA ou dB com 200 l de água, retirar 2 l e pipetar 2 l da miniprep correspondente)
Em tubos de 0,5 ml, para cada reação de PCR, é utilizado:
· 13,2 µl de água

· 2,0 µl de tampão 10X (estoque)

· 1,6 µl de dNTPs (solução estoque 2,5 mM)

· 1 µl de cada primer forward e reverse (estoque contendo 20 µM de cada primer)

· 0,2 µl de Taq polimerase 5 UI/l (100X conc)

· 2 de miniprep diluída

Total: 20 l

Para cada tubo de PCR (exemplo P1A e P1B) pipetar 18 l do PCR-mix (feito com sobra de algumas reações).
Aos 18 l de PCR-mix, adicionar 2 µl de DNA molde dA ou dB (miniprep diluída 100x, ~3 ng/µl). 
Adicionar uma gota de óleo mineral para evitar evaporação (é desnecessário quando o termociclador possui tampa aquecida, mas não é prejudicial).

GRUPO 1: fazer um tubo controle com 18 µl de PCR-mix e 2 µl de água.

Incubar em termociclador programado para para:

1- 94°C por 4 min

2- 94°C por 1 min

3- 53°C por 1 min 

4- 72°C por 1,5 min

5- volta 29 vezes ao passo 2 (GoTo 2 = 29x)

6- 72°C por 10 min

7- 4°C infinito

8- END

Soluções:

Tampão da Taq 10x

(500 mM KCl, 100 mM Tris-HCl pH 9,0 1% Triton X-100, MgCl2 30 mM)

2- Digestão de DNA plasmidial com enzima de restrição

Em um tubo de microcentrífuga  é utilizado:

· 2 µl de tampão 10x (Promega)

· 1 µl de EcoRI (10 UI/l) (Promega) - nunca utilizar mais que 10% do volume final em enzimas (glicerol)
· 15 l H2O

· 2 (l de DNA molde
Total: 20 (l
Adicionar 2 l da miniprep SEM DILUIR (~300 ng/µl) a 18 l do mixE. Nunca utilizar mais que 0,2 g/ml de DNA em uma digestão!

Colocar os tubos em banho a 37C por 2 horas e depois guardar a -20C e correr em gel de agarose.
Soluções:

Tampão 10x (50 mM Tris-HCl pH 8,0; 10 mM MgCl2, 50 mM NaCl)
3- Eletroforese em gel de agarose

Ao final do trabalho, adiconar à miniprep A e B 10 de tampão de amostra TA (azul) e correr 20 em Gel de agarose 1% contendo Brometo de Etídio (intercalante do DNA que permite vizualização com luz UV)







