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TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR |

01. Nome da disciplina: Técnicas de Biologia Molecular |

02. Departamento: Biotecnologia
03. Responsavel: Prof. Fabricio Rochedo Conceicéo
04. Colaboradores: Dr. Marcelo Mendonga

05. Cddigo da disciplina: 688020

06. Carga horéria: 51 horas
07. Créditos: 03 (0-0- 3)
08. Semestre: 1°e 2°

09. Pré-Requisitos: Biologia Molecular

10. Ementa: Uso de enzimas de restricdo; eletroforese de DNA em gel de agarose; amplificacdo de DNA por
PCR; clonagem molecular usando vetor plasmideal; preparacdo de células competentes; transformacao de E.
coli; selecao e caracterizacdo de clones recombinantes; expressao de proteina recombinante; eletroforese de

proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), Western blot.

11. Programa Analitico:

Dia 1 Introducao
Digestdo de DNA com enzimas de restricao
Eletroforese do DNA em gel de agarose
Elaborag&o de meio de cultivo
Elaboragéo da PCR
Inoculagdo de bactérias em meio liquido

Dia 2 Eletroforese do material amplificado por PCR e das digestdes
Ligacéo do vetor com os insertos
Elaboragdo de células competentes
Transformacao de E. coli com o DNA ligado
Semeadura das bactérias transformadas

Dia 3 Eletroforese do DNA ligado em gel de agarose
Triagem dos clones recombinantes pela técnica de “microprep”
Inoculagédo de clones recombinantes em meio liquido
Semeadura de BL21 DE3 Star em agar LB

Dia 4 Extracdo de DNA plasmideal

Eletroforese do DNA extraido em gel de agarose

Andlise do DNA extraido com enzimas de restricao

Eletroforese do DNA digerido em gel de agarose

Transformacdo de Star a partir de colénia (choque
recombinantes (preparo de pré-indculo para indugéo)

Dia 5 Inducéo da expressédo em pequena escala

SDS-PAGE para verificar a expressao das proteinas recombinantes

Dia 6 Western blot
Discussao dos resultados; Avaliacao

térmico) com plasmideos
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