Descoberta da estrutura do DNA
e da natureza do cdodigo genético

&

* sequéncia de bases dos genes?

* fungdo e regulagdo dos genes?

* manipulagdo da informagdo genética?



Tecnologia do DNA recombinante
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DNA recombinante
DNA que resulta da jungdo (ndo natural)

de DNA proveniente de duas fontes diferentes




Algumas técnicas utilizadas para
produzir DNA recombinante

» Corte do DNA em locais especificos utilizando enzimas de restrigio >
facilita isolamento e manipulagdo

> Electroforese em gel de agarose 2> a separagdo electroforética é o método
mais utilizado para estimar o tamanho de fragmento de DNA ou RNA.

> Clonagem utilizando vectores ou PCR - uma molécula é “copiada” de maneira
a gerar muitas moléculas iguais

> Hibridagdo > baseia-se na capacidade que uma sequéncia de acidos nucleicos
tem de se ligar a uma sequéncia complementar e serve para identificar uma
determinada sequéncia

> Sequenciacdo > determinagdo da sequéncia de bases, permite identificar
genes e deduzir a sequéncia (e ndo sd6) das proteinas



Produgcao de DNA recombinante

descoberta de 2 tipos de enzimas

¥

) . cortam o DNA em locais especificos gerando um
Enzimas de restrigdo conjunto reprodutivel de fragmentos de DNA

7

Restabelecem as ligagoes fosfodiester entre os
grupos fosfato 5 e hidroxilo 3", numa reacgdo

DNA Iigqses dependente de ATP
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Enzimas de restrigao

- isoladas de bactérias (destroiem DNA de fagos)

* nome tem origem no nome do organismo do qual foi isolada
ex. EcoRI > Escherichia coli, R - estirpe RY13, I - ordem de identificagdo

* reconhecem sequéncias de 4 - 8 nucleotideos » locais de restrigdo

* seq. curtas - podem ocorrer em qualquer molécula longa de DNA

* uma dada enzima de restrigdo vai cortar uma dada molécula de DNA
sempre nos mesmos locais, produzindo sempre o mesmo conjunto de
fragmentos de DNA



Enzimas de restricdo
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destroi DNA estranho

enzima de restrigdo + metilase > sistema que protege o DNA do hospedeiro e




Enzimas de restricado

* muitos locais de restrigdo sdo repetigées invertidas - a sequéncia das
duas cadeias é igual quando lida de 5' para 3' = sequéncias palindromicas

* muitas cortam o DNA em ziguezague deixando extremidades de
cadeia tnica - extremidades coesivas

¥

- permite o emparelhamento de “caudas” de diferentes
fragmentos de DNA cortados com a mesma enzima

- os dois fragmentos emparelhados podem depois ser unidos
pela enzima DNA ligase com consumo de ATP
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Enzimas de restrigao

ISOSESQUIZOMEROS - endonucleases de restricio provenientes de

organismos diferentes que reconhecem e cortam de 1gual forma a mesma sequéncia
de bases

Ex: Kpnl- 5 ..GGTACC..3’ -Dpnl GGTA CIC
3°..C'CATGG..5’ CICATGG
ISOCAUDAMEROS - endonucleases que originam extremidades coesivas

compativeis

Ex: Mbol- 5°..."GATC...3° BamHI- 5... G GATCC...3°
3°... CTAG ..5° 3°...CCTAG G..5°

GATC GIGATGCC

CTAG CCTAGIG




Microrganismo Enzima Sequéncia Alvo
v
Escherichia coli EcoR1 5 5 }1; fi R
v
Bacillus amyloliquef aciens H BamHI c e }I; 5 ¢ o
g o__co A+ Gla T c T
Bacillus globigii Bglll T clr ? G a
Pu G| C $G C Pi
Haemop hilus aegyp tius Haell 91 E 6 c e m
A+ Ale ¢ T T
Haemop hilus aegyp tius Hindll 2 ale @ & A
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Providencia stuartii Psf g i } g Z i g
Tampéao O i
Streptococcus albus G Sall 5 ; } 2 E : cc;
Tampao R v
o T € G A
Thermus aquaticus Taql a bﬁc T
T G*G c c a
Brevibacterium albidium Ball A clc 6 & T
*
Haemop hilus aegyp tius Haelll (3 cld s a

Serratia marcescens

Smal 30°C

Enzimas de restrigcdo

Temperatura e tampdo tém que
ser adequados

1 unidade - quantidade
nec. para digerir
1 ug DNA numa hora
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* As extremidades obtidas por corte com uma
determinada enzima (compativeis) emparelham e a sua
ligagdo com a DNA ligase reconstitui a molécula de
DNA

* Para refazer a ligagdo fosfodiester é necessdrio ATP

Ligar ext. cortadas a direito é mais complexo

Tb se pode modificar as extremidades de modo a tornd-las
compativeis




