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Atividades Laboratoriais

Caso pratico

A substituicdo de uma guanina por uma adenina (G>A) afeta a posicdo 18 do gene
GNPTAB (18G>A).

No sentido de caracterizar um grupo de individuos para esta substituicdo programou-
se uma experiéncia constituida pelas seguintes fases:

1. Amplificagcdo por PCR de um fragmento de ADN contendo o local de interesse.

2. Ensaio de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) para a detecdo da
substituicdo 18G>A — Digestdo dos fragmentos amplificados com a enzima Pst1.

3. Corrida em gel de agarose dos fragmentos digeridos e interpretacdo dos
resultados

4. Leitura de sequéncias e andlise do impacto da substituicio 18G>A ao nivel da
proteina GNPTAB.

1. Amplificagdao por PCR de um fragmento do ADN contendo o local de
interesse para esses individuos

Fragmento de ADN a amplificar com o tamanho de 356 pb

CGGAGGCTGTGACCTGCGCGCGGCGGCCCGACCGGGGCCCCTGAATGGCGGCTCGCTGAGGCGG
CGGCGGCGGCGGCGGCGGCTCAGGCTCCTCGGGGCGTGGCGTGGCGGTGAAGGGGTGATGCTGT
TCAAGCTCCTG>ACAGAGACAGACCTATACCTGCCTGTCCCACAGGTATGGGCTCTACGTGTG
CTTCTTGGGCGTCGTTGTCACCATCGTCTCCGCCTTCCAGTTCGGAGAGgtgagtagcggcgcc
gcagcctggaccgggcgcctcgaccctgcactgceccecctcecgecgtgecececgegatgecccgataca
gtatgtattttttcattattagagacggggttttgcc

Primers delimitantes do fragmento indicados a sublinhado. Primer foward a sombreado claro e primer
reverse a sombreado escuro. Substituicdo 18G>A marcada a negrito.

Maos na massa‘w

Protocolo

A) Para cada individuo mistura num tubo 10 pl de Primer Foward, 10ul de primer
reverse, 10 ul de Tampdo de incubacdo, 3 ul de Cloreto de magnésio, 2 ul de Taq
polimerase, 2 pul de uma mistura nucleétidos (A, T, G e C) e 2 ul de DNA. Completa
com agua até 100 pl.

B) Coloca no termociclador. CondicGes de amplificacdo: 942C durante 45 segundos,
622C durante 45 segundos e 722C durante 45 segundos. Repetir 30 vezes.
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2. Ensaio de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) para a
detecao da substituicao 18G>A

Digestao dos fragment'os amplificados com a enzima Pst1.
5...CTGCAG...3
I Gl.ﬂ.EGTD.. 5

Local que a enzima Pstl reconhece e forma como corta

Sequéncia como A

CGGAGGCTGTGACCTGCGCGCGGCGGCCCGACCGGGGCCCCTGAATGGCGGCTCGCTGAGGCGG
CGGCGGCGGCGGCGGCGGCTCAGGCTCCTCGGGGCGTGGCGTGGCGGTGAAGGGGTGATGCTGT
TCAAGCTCCTACAGAGACAGACCTATACCTGCCTGTCCCACAGGTATGGGCTCTACGTGTGCTT
CTTGGGCGTCGTTGTCACCATCGTCTCCGCCTTCCAGTTCGGAGAGgtgagtagcggcgecgcea

gcctggaccgggcgcctcgaccctgcactgecctcgecgtgececcecgecgatgeccecgatacagta
tgtattttttcattattagagacggggttttgce

A enzima Pst1 ndo reconhece nenhum local de corte nesta sequéncia e deixa-a intacta.

Sequéncia com o G

CGGAGGCTGTGACCTGCGCGCGGCGGCCCGACCGGGGCCCCTGAATGGCGGCTCGCTGAGGCGE
CGGCGGCGGCGGCGGCGGCTCAGGCTCCTCGGGGCGTGGCGTGGCGGTGAAGGGGTGATGCTGT
TCAAGCTC GACAGACCTATACCTGCCTGTCCCACAGGTATGGGCTCTACGTGTGCTT
CTTGGGCGTCGTTGTCACCATCGTCTCCGCCTTCCAGTTCGGAGAGgtgagtagcggcgccgcea

gcctggaccgggcgcctcgaccctgcactgecctcgecgtgeccecgecgatgeccecgatacagta
tgtattttttcattattagagacggggttttgce

A enzima Pstl reconhece um local de restricdo na sequéncia e corta-a. A seta indica local de
corte.

Maos na massaw

Protocolo

A) Mistura num tubo 20l do produto de ADN amplificado, 2ul de enzima, 4l
de tampao de incubacdo. Completa com dgua até 40 pl.
B) Coloca o tubo em banho-maria a 372C durante 3 horas.
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3. Corrida em gel de agarose dos fragmentos digeridos e interpretagao
dos resultados.

Maos na massa W

Protocolo

A) Aplica 5 ul de ADN em cada poco do gel.
B) Coloca o gel a correr. Aplica uma voltagem de 90V.
C) Observa o resultado da corrida num transiluminador de UV.

Padraées electroforéticos esperados em individuos com diferentes genétipos para a
substituicdo 18G>A apds a restricao com a enzima Pst1.

Substituicdo 18G>A

141pb
213pb
354pb
Heterozigdtico Homozigético
GA GG AA
Quiz v

Observa a imagem seguinte. Quais as lanes do gel correspondem a individuos
heterozigdticos GA?

Lane 1 2 3 4 5 6 7 Ladder

141pb e 213pb
500pb

354pb
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4. Leitura de sequéncias e analise do impacto da substituicio 18G>A na
proteina

Sequéncia parcial de um fragmento de ADN contendo a zona onde se localiza a
substituicdo 18G>A em 3 individuos.

Individuo 1

_GA_GC_G__CAAGC_CC_ECHGHG AC A G AC C T AT A

AL

Individuo 3

oAlieal
_GA_GC_G__CAAGC_CC_@CAG AG AC A G AC CTATA

Identifica os gendtipos dos individuos 1, 2 e 3.

b
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Quiz ¢

Com base na informagdo constante no quadro seguinte e na tabela do cédigo genético:
a) Diz qual é a alteragdo que se observa na proteina GNPTAB na presenga da substitui¢do
18G>A (posic¢do assinalada com a seta).
b) E se fosse a posi¢do 17 a estar alterada e em vez da Timina tivéssemos uma Citosina
(17T>C)?

v

CeTGECETEECEETGAAGGEETCATGCTGTTCAAGCTCCTGCAGAGACAGACCTATACCT
....................... ATGCTETTCARGCTCCTGCAGAGRACAGACCTATACCT
....................... -4--L—-F——FK--L——-L-——0--R--0--T--¥--T-—-

GCCTGTCCCACAGGTATGGGCTCTACGTGTGCTTCTTGGECETCETTGTCACCATCGTCT
GCCTGTCCCACAGETATGEECTCTACGTETGCTTCTTGGECETCETTCTCACCATCETCT
C--L--S--H--R--Y--G--L--¥--V--C—-F--L--G--V--V--V--T--I--V—-

CCGCCTTCCAGTTCGGAGAGGTGGTTCTGGAATGGAGCCGAGATCARTACCATGTTTTGT
CCGCCTTCCAGTTCGGAGAGETGGTTCTGGAATCGAGCCGAGATCAATACCATGTTTTGT
§--B--F--Q--F--G--E--V--V--L-—-E--W--§--R--D-—Q—--¥Y--H--V--L——

TTGATTCCTATAGAGACAATATTGCTGGARAGTCCTTTCAGAATCGGCTTTGTCTGCCCA
TTGATTCCTATAGAGACAATATTGCTGGARAGTCCTTTCAGAATCGGCTTTGTCTGCCCA
F--D--S--Y¥--R--D--N--I--A--G--K—-—-S--F--Q--N--R—-L--C--L--DP——

. Segunda base Terceira
base U c A G base
Uuu ucu) UAU] ... UGU| u
vuc [Fen | ycc vac [T | uecfCi® | ¢
U  yua uca[ o | yaal _. UGAFim | A
vuc [Lev | yca| vacfFim| ygeTrp | 6
cuu ccu) t:Au1_ His CGU g
cuc CcccC CAC CGC
C | cua(fl®¥ | cca[Pro | caa: Gin | COA Arg | o
cuG cCG, CAG [ CGG G
AUU AcCU) AAU | aAng| AGULgao, U
A Aucille | Acc Tre AAC AGC c
AUA ACA AaAl, . | AGAl, | A
AUG Met | ACG) AAG | acG[A™9 | o
GUU GCU eAul agp| GGU U
GuUC GCC GAC ceCcleai: | C
. »
G | gua(Val | gcalAl2 | gan Glu | ©GA Gli | A
GUG GCG) GAG GGG) G




