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Conceitos Basicos em Biologia/Genética Molecular

« 2 tipos basicos de células: Procariotas e Eucariotas

Prokaryote

Eukaryote (Estrutura celular compartimentalizada por membranas)
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* O material genético de todas as formas de vida celular é constituido por 1 ou varias

moléculas de DNA (deoxyribonucleic acid)

* Regioes especificas das moléculas de DNA definem os genes - unidades fundamentais que

transportam a informaciao para a sintese e funcionamento de todos os componentes
celulares




Conceitos Basicos em Biologia/Genética Molecular

* A informacao genética esta codificada na estrutura molecular dos acidos nucleicos

(sequéncia das bases nucleotidicas)

* Os acidos nucleicos (DNA e RNA) medeiam os processos de transferéncia da informacao

genética

* As trés principais vias de transferéncia da informacao genética:

Replicacao, Transcricao e Traduciao =

DNA replication
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10.16 The three major pathways of information transfer withi
the cell are DNA replication, transcription, and translation.
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Engenharia Genética

* Os acidos nucleicos e as enzimas envolvidas nos processos de transferéncia da informacao
genética sao a matéria prima e as ferramentas da engenharia genética

* O estudo dos processos de transferéncia genética (Biologia Molecular) permitiu
desenvolver meétodos e técnicas com aplicacao em varios campos:
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Engenharia Genética

* Descobertas fundamentais para o avanco da engenharia genética:

1. PCR - “Polymerase Chain Reaction - Amplifica¢ao in vitro de acidos nucleicos pela

reaccao de polimerizacao em cadeia

2. Endonucleases de restricao - Enzimas que cortam o DNA
Fundamentais para a tecnologia de DNA recombinante e clonagem molecular

3. Técnicas de sequenciacio de DNA - Determinac¢ao da sequéncia nucleotidica de genomas
completos, genes ou pequenas regioes de DNA

4. Universalidade do codigo genético - Por exemplo permite que genes eucariotas possam

ser traduzidos em sistemas bacterianos e vice-versa




A Estrutura do DNA

Chromosome DNA polynucleotide strand
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MNucleus ., T-A pairs have 1'-:-:0J

i /'{*..ﬁc/N*:LH H
Canfromens : / v Jee. '\/A ) /
b /
L=
=N

CoN—

—
" (G-C pairs have three | A phosphodiester

wdrogen bonds., —— linkage (urn'_[:(_Ls
the 5’ phosphate
and 3' OH of
adjoining nucleotides.

| ¥
-

Takmerns

—
=== DNA has deoxyribose ‘

sugar (no oxygen here)

The strands run in opposite 1
directions; they are antiparallel. |
B

10.13 DNA consists of two polynucleotide chains that are antiparallel
and complementary, and RNA consists of a single nucleotide chain.




A Replicacao do DNA ¢ Semi-Conservativa

* Modelo de Watson e Ckick (1953) desde logo
apresentou pistas para a replicacao do DNA:

1 - Complementaridade entre as 2 cadeias
polinucleotidicas do DNA sugeria que cada uma delas
poderia funcionar como molde para a sintese de novas
cadeias

New Strand g~ : 2 — A especificidade de emparelhamento ( A-T; C-G)
4 —> apenas uma sequéncia de nucledtidos pode ser
original (§ - W especificada por cada molde = 2 cadeias novas a parir

” DNA
Strand dOS 2 mOldeS

3 — Cada uma da 2 cadeias molde é conservada nas 2

moléculas novas (replicacao semi-conservativa
DNA Replication ( P ¢ )

Image adapted from: National Human Genome Research Institute.




A Replicacao do DNA

Figure Q-4: DNA Replication
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Amplificacao de Sequéncias Nucleotidicas in vitro

* A maior parte das vezes apenas estamos interessados em obter em grande quantidade uma pequena
regiio, um gene ou mesmo um pequena sequéncia de um determinado genoma

* Por vezes a quantidade de amostra biologica ¢ diminuta (ex. cena de um crime ou agente infeccioso
em amostra de sangue, urina, etc) = nao permite analise directa do DNA extraido
* 1983 — Kary Mullis = Técnica de amplificacao de DNA in vitro — PCR (* polymerase chain reaction”)

- Permite obter milhdes de copias de um fragmento de DNA, em poucas horas, a partir
de uma pequenissima amostra de DNA original (por vezes basta uma molécula!)

- A molécula alvo pode fazer parte de uma mistura complexa de DNAs e/ou RNAs

* A técnica de PCR revolucionou a deteccao e obtencao de DNA e RNA- actualmente uma das técnicas
mais utilizadas em todos as aplicacoes da Biologia Molecular e Engenharia Genética




A Reaccao de PCR

* A técnica baseia-se na polimerizacao repetida (varios ciclos de polimerizacao) de cadeias
polinucleotidicas a partir do mesmo molde de DNA :

- molde DNA = fragmento de DNA alvo (ambas as cadeias do DNA funcionam como molde)
- Extremidades 3’-OH (oligonucleotidos = “primers”) para a sintese das novas cadeias

- DNA polimerase termoestavel (Taq — Thermus aquaticus)

- dNTPs

* Inovacoes chave para evolucao da técnica:

desnaturagao da amosira para _
separar cadeias de DNA AparelhOS

(95°C, 5 min) - DNA polimerases termoestaveis (durante passo

desnaturacao) — DNApol Thermus aquaticus
(Yellowstone). No inicio, DNApol E. coli

R Roaranaments 0o prmers adicionada a seguir a cada desnaturacao.

(=55%C, 0.5 min)
E

desnaluragan
{95%C, 0.5 min)
sintese de DNA
(T2°C, 2 min)




A Reaccao de PCR

* O ponto de partida para a sintese de DNA ¢ definido pela posicao dos primers =
pode-se virtualmente amplificar, especificamente, qualquer fragmento de DNA de um genoma
com uma precisao de tamanho ao nivel do nucleotido, desde que se conheca a sequéncia alvo.

—)
<4mm

l PCR
(n copias) mm

* 1 par de Primers — 18 a 30 nucs (cada um complementar a sua cadeia). A escolha da sequéncia
de cada primer obedece a critérios rigorosos (especificidade, Tm, estruturas secundarias, etc.)

« Componentes * Reaccio tipica:
da reaccao: (em aparelho PCR)

- Tampao DNA polimerase 94-95 °C- <5 min Desnaturacao inicial (1 X)

- Ioes Mg?" (MgCI?)

- ANTPs 94-95 °C- <1 min Desnaturacao

- Primer “forward” <1,Smin Emparelhamento primers 2 30 -40 X
- Primer “Reverse” 72°C- Polimeriz¢ao (extensiao)

- DNA molde (pg a ng)

- DNA polimerase termoestavel 72°C- 10 min Extensao final (1X)




Endonucleases de Restricao

* Endonucleases de restricao (isoladas de bactérias)
- enzimas que introduzem cortes em moléculas de DNA de cadeia dupla
em locais especificos (cada endonuclease reconhece uma sequéncia especifica)

» Descobertas no fim dos anos 60 — ferramenta chave no processo de clonagem
de genes ou fragmentos de DNA

ﬁahle 18.1

Activity of ATP
Type Enzyme Required Cleavage Site

Cleavage and Yes Random sites
methylation distant from
recognition site

Cleavage only Within recogni-
tion site

Cleavage and Random sites
methylation near recogni-
tion site




Endonucleases de Restricao

Lysis/release é Adsorption/injection
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FEEg e dos sistemas de proteccao

contra a invasao de DNA

estranho, por exemplo de
Expression virus. O DNA bacteriano é
%’Z‘Lﬁé‘}’n'fa”y protegido por metilacdo

chromosome

g das sequéncias de
« SO0 reconhecimento das
enzimas de restricao

proteins
Phage DNA
Replication of viral DNA |

Expression of viral late proteins Resltriction enzyme

Phage DNA
degraded

Bacterial

host cell
tMelhyl groups block the restriction endonuclease J

and protect the bacterial DNA from being cleaved




Endonucleases de Restricao

GAATTC
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Endonucleases de Restricao
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GCTCGEAC
CAGCTG
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« As exitremidades do DNA
geradas apos clivagem com
uma enzima de restricao sao
coesivas (excepto no caso das
enzimas que geram
extremidades cegas).

 Contudo, enzimas diferentes
também podem gerar este tipo
de extremidades




Clonagem Molecular

» Permite a amplificacao in vivo de genes ou fragmentos de DNA

- Fragmentos de DNA de interesse (ex. genes), obtidos pela clivagem de DNA
com enzimas de restricao ou por PCR, sao ligados a um vector de clonagem
formando uma molécula recombinante que depois é introduzida em células

hospedeiras apropriadas (procariotas ou eucariotas).

- Essas células ao se dividirem vao replicar nao s6 o seu proprio genoma como a
molécula recombinante que transportam, permitindo assim obter milhoes de
copias idénticas (clones) do fragmento de DNA pretendido.

» Certos vectores especiais (vectores de expressao) permitem uma elevada
expressao dos genes clonados possibilitando assim a producao de grandes

quantidades de proteinas de interesse

- Os vectores de origem plasmidica e bacteriofagica sao os mais usados para
clonagem em bactérias.

* Nalguns casos bactérias transportando plasmideos podem funcionar como
vectores (ex. transformacao de plantas com Agrobacterium tumefaciens)




Clonagem Molecular em Bactérias

Festriction enzyme
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Gene (Também pode ser obtido por PCR)
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Transformacao

Bacterial Transtormation
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Bacterial promoter gl Bgal
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Cloned HBV DNA
S profein 3.1kb

BHVBIOPE
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Clonagem Molecular em Plantas

Plant
chromosome Ly 3
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Bacterial Ti plasmid Infection
chromosome Plant cell
In natural gene transfer, Part of the Ti plasmid ...where it integrates
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tumefaciens the plant at a wound. plant cell... chromaosomes.
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DNA that it carries,... into a plant chromosome.

E. coli shuttle vector... with the Ti plasmid.




Producao de Plantas transgénicas

Enzymes

Bt gene insertion
into corn eXpressiaon
cassette

Prormoter  Terminatar

Wector with transgene
e, Mmultiplied in bacteria

Foreign genes
inserted into the
carn cell genome

G ocorn

Gene Bt (Bacillus thuringiensis ) — codifica para
proteina toxica que mata a broca do milho
europeia - larva de insecto lepidoptero
que se alimenta do caule da planta do milho.

Bt Gene is
bacilius insertaed

thuringiensis into crop

Crop is infected by Pest dies when feeding on
European corm borer any plant part







Deteccao e Separacao Electroforética de DNA

fonte de -
alimentagao ]

migragao
> tamanho
I | < tamanho




Visualizacao das Moléculas de DNA

Polaroid film holder

vector




