FOAIE DE RASPUNSURI

Laboratorul Nr. 1. BIOLOGIE MOLECULARA
Partea I.
DETERMINAREA SPECTROFOTOMETRICA A PURITATII
SI CONCENTRATIEI ADN

1.1.Pentru realiza diluarea probei de ADN este necesar sa parcurgeti un set de pasi. Cititi cu atentie

pasii propusi mai jos, ordonati-i in ordinea corecta tinind cont de eficacitatea actiunilor realizate,

inscriind in dreptul fiecarui pas cifra corespunzatoare ordinii acestuia, de la 1 la 8 (cate 0.5 p).
4p

Pasi Numarul

de ordine

A. Adaugarea solutiei care contine ADN in eprubeta.

B. Inscrierea pe o etichetd a notatiei 2.n unde n este numérul mesei la care lucrati. De
exemplu 2.2.

Adaugarea H20 deionizata, fara nucleaze in eprubeta.

Amestecarea prin pipetare sau prin agitare mecanica a continutului eprubetei.

Plasarea eprubetei in suport.

Etichetarea unei eprubete Eppendorf curate.

Deschiderea capacului eprubetei.
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Inchiderea capacului eprubetei.

1.2. Imaginati-vd urmitoarea situatie: Dvs. ati realizat 0 cercetare spectrofotometrica a purititii si
concentratiei unei solutii de ADN avand in calitate de proba cercetata 100 pl ADN genomic vegetal.
Au fost obtinute datele din tabelul de mai jos. inainte de a determina absorbanta la diferite lungimi
de unda solutia initiala de ADN a fost diluata de 50 de ori.

A, nmM Masurare nr.1 Masurare nr.2 Masurare nr.3 Valoarea medie,
u.a.
230 0,407 0,398 0, 394 0,400
260 1,205 1, 307 1, 220 1,244
280 0,753 0,763 0,817 0,777
A. Completati tabelul de mai jos, inscriind in spatiul rezervat semnele + daca sunteti de acord cu
afirmatia si — daca nu sunteti de acord cu ea: 3p
Afirmatia Constatare

Proba este contaminata semnificativ cu proteine.
Proba este contaminatd cu ARN.
Proba este contaminatd cu polizaharide.




B. Argumentati pozitia dvs. de la p. A. In spatiul rezervat de mai jos notati calculele si explicatiile
pe care le considerati necesare. 9p

C. Ignorand constatarile de la p. A, calculati cantitatea de ADN, in pg din solutia initiala.
2p

Cantitatea ADN = ng

in spatiul oferit exemplificati cum ati obtinut aceasti valoare. 8p




1.3.Corelati scopul urmirit din coloana A cu metodele din coloana B. inscrieti literele in dreptul cifrelor

in spatiul rezervat din fata colanei A: 4p
A. Scop B. Metode

1. Obtinerea unui raport A260/A280 a. Adaugarea la extract proteinazei K, urmata
mai mic de 2,0 de precipitarea si purificarea cu etanol

2. Obtinerea unui raport A260/A280 b. Adaugarea la extract ARNazei A, urmata
mai mare de 1,7 de precipitarea si purificarea cu etanol

3. Obtinerea unui raport A260/A230 c. Tratament cu amestec cloroform:alcool
mai mare de 2 izoamilic, urmat de precipitare cu etanol

d. Precipitare repetata cu etanol pur cu
adaugare de NaCl in concentratie de 0,5M

1.4.Analizati afirmatiile de mai jos. Notati in tabel litera A daca considerati afirmatia Adevarata si F
daca considerati afirmatia Falsa. 3p

Afirmatie AlF
Prezenta ADN fragmentat in proba analizata poate fi determinata doar prin masurarea absorbantei la
220 nm.

Cea mai buna metoda de inactivare a enzimelor utilizate post extractie ADN este incubarea solutiei
la temperatura de 70° C
O cantitate de 50 ng ADN in 50 pl volum reactie este suficientd pentru realizarea reactiei PCR.

Partea Il.
ESTIMAREA A PURITATII SI CONCENTRATIEI ADN PRIN ELECTROFOREZA

1.5. incircati solutia de ADN colorati in gelul de agarozi. Solicitati asistentului de laborator sii semneze
in tabelul de mai jos. S5p

Punctaj total, 5p Punctaj partial, 2,5p

1.6. Electroforeza ADN genomic decurge timp de aproximativ o ora. La aceasta lucrare nu veti reusi sa
analizati ADN din proba Dvs. Analizati imaginile electroforezei in gel de agaroza de 1 % a ADN
genomic realizate anterior lucrarii. Notati A in dreptul afirmatiilor considerate corecte si F - false.

12p

Nr. | Afirmatia AlF

1 In imaginea Ia este prezentat ADN genomic.

2 In imaginea Ia ADN cercetat este puternic fragmentat

3 In imaginea Ib ar putea fi prezentat ADN plasmidian.

4. | In imaginea la toate mostrele de ADN cercetate au aceeasi concentratie.

5

6

In imaginea Ib ar putea fi prezentat ARN total extras printr-o metoda speciali.
In imaginea Ia sunt vizualizate urme de contaminare a ADN cu proteine.
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