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EMENTA

Durante o curso, serão apresentados métodos tradicionais baseados no uso de enzimas de restrição seguida de
ligação e métodos de clonagem direta de produtos da PCR (“TA cloning”). Também discutiremos clonagem
baseada no uso de enzimas de restrição do tipo IIS (Golden Gate). O objetivo principal do curso será apresentar
técnicas alternativas de clonagem independentes do uso de ligases e suas aplicações. Serão abordados a técnica
BioBrick, na montagem de partes biológicas e outras técnicas baseadas em recombinases (“Gateway cloning”)
ou baseadas na homologia de sequencias (“SLIC”, Stitching, GIBSON Assembly’).

CONTEÚDO PROGRAMÁTICO

Clonagem clássica – enzimas de restrição – visão histórica e aplicações
‘Clonagem de TA’ – Sistemas TOPO e pGEM
Tecnologia de clonagem por recombinação – sistema Gateway;
Introdução aos BioBricks – partes biológicas da biologia sintética
Metodologias de clonagem do tipo ‘seamless’ (sem cicatriz):
1- Montagem Golden Gate;
2- Clonagem de múltiplos fragmentos – Uso da T4 DNA polimerase (SLIC);
3- Clonagem de múltiplos fragmentos – Uso da T5 exonuclease (TEDA);
4- Clonagem de múltiplos fragmentos - Montagem GIBSON;
6- Clonagem ‘in vivo’ (IVA cloning);
Mutagênese sítio-dirigida e síntese de Genes – vantagens e limitações;
Ferramentas de bioinformática na rotina de clonagem (design de primer usando
NebBuilder e QuickChange para mutação sítio-dirigida) – teórico-prático – sala
computação
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