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O gque sao enzimas de restrig&o’..

» Enzimas de
restricao— tesouras
moleculares para
coftar o DNA




Como as Enzimas de
restricao frabalhame

» Geralmente corta o DNA em um “palindromo”
olelpgle

GAATIC.

» Palindromo — palavra ou frase quando
pronynciada de tras para frente tfem a mesma
pronuncia.

EX. AMA
Socorram-me subi no onibus em MAarrocos.

5 3’
| CT'A}ATTICI <«—"Sjtio de restricdo”
» CHAACE ou

“Sequencia de reconhecimento”



Como as enzimas de restrico
trabalham?@

» Cortam o DNA nas
igacoes
fosfodiéster e
igacoes de
hidrogénio.
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Como as enzimas de restrico

trabalhame

» Geram dois
diferentes tipos de
corfes:

» - Extremidades
cegas.

» - Exremidades
COESsIVas.

pallindrome

STAG ATTCACGCA
CAT TAAGTGCGT
restriction site ‘x’l

GTAG AATTCATTCACGCA
CATCTTAA GTAAGTGCGT
fragment 1 fragment 2

5'...CCCGGG...3"

3'...GGGCCC...5'




Qual a origem das enzimas dl
restricaoe
» Bactérias

» Origem na resposta
Contra bacteriofagos

(Virus que infectam
bactérias como
Lambda).




Como sdo homeadase

» Nome da bactéria que as produzem

=elol Hindlll BamH|
» Género Escherichia Haemophilus Bacillus
> Espécie coli influenzae  amylo.
> Cepd R d H

» Ordem isol. | Il |

Sitio de restricdo GAAATIC AANAGCIT GAGATGC



Como as enzimas de
restricao frabalhame

» Deve haver a temperature otima e fampdo correto
(concentracdo de sais € pH) para cada enzima.

» Mimetizando as condicoes da bacteria de origem.



Como as enzimas de restricao
trabalham?@

» O que € melhore Enzimas que geram
extremidades coesivas ou cegase

LR :

1 g e e o
AlA ACTC
TTTGAG
W s O

LA 3 I:: LA

T—

Seclicn of synihe: Sectian of DA
sised & chain of fram E.coli plos-

insulin. migd,

Sticky Ends Blunt End
5’ Overhang 3’ Overhang

Combination of

sticky ends using
TTTGA ‘!'5' A ligose.




Como o DNA € religado@

» Ligase — outra enzima reconecta as ligacoes
fosfodiéster.

https://www.khanacademy.org/science/biology/biotech-dna-technology/dna-cloning-tutorial/a/restriction-enzymes-
dna-ligase



Analise de restricéo

Boophilus microplus mRNA for boophilin, isoform H2
GenBank: AJ304447.1

GenBank Graphics

>AJ304447.1 Boophilus microplus mRNA for boophilin, isoform H2
ATTGGCCAGGCACTCAAGATGAAGTGCATCATTCTTCTAGCCGTTCTAGGAACAGCGTTTGCGCAGAGAA
ATGGATTCTGCCGACTGCCGGCAGATGAAGGCATCTGCAAGGCCCTCATACCTCGCTTCTACTTCAACAC
TGAAACCGGAAAATGTACCATGTTTTCCTATGGAGGCTGTGGAGGCAACGAGAACAACTTCGAGACCATA
GAGGAGTGTCAAAAGGCGTGCGGAGCTCCGGAGCGAGTGAACGACTTCGAAAGCGCCGATTTCAAGACTG
GCTGTGAGCCGGCGGCCGACAGCGGCTCTTGCGCTGGTCAACTGGAGCGCTGGTTTTACAATGTTCAATC
GGGAGAGTGCGAGACATTCGTCTACGGGGGCTGCGGGGGCAACGACAACAATTACGAAAGCGAGGAGGAG
TGTGAACTCGTCTGCAAGAACATGTAATTATCCATACCTAGCGGACTTCAAAGTGCCTTCCCTCATGGAT
CGCATCATGCGTCATAAAGATACCGAAGTGTACCTTGTGAATAAAATGAA



Analise de restricéo

https://nc2.neb.com/NEBcutter2/index.php



Analise de restricéo

https://nc2.neb.com/NEBcutter2/index.php



The abbreviations for nucleotides are:

A: Adenine
C: Cytosine
G: Guanine
T: Thymine
U: Uracil

The International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) also uses single-
letter codes to represent multiple nucleotides:

B: Cor Gor T
D: Aor Gor T
H: Aor Cor T
K: Gor T

M: A or C

N: Aor Cor Gor T
R: A or G

S: Cor G

V: A or Cor G
W: Aor T

Y: Cor T
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