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HOMO SAPIENS: UMA ESPECIE TECNOLOGICA

Antes mesmo do homem compreender 0s processos biologicos

(hereditariedade, DNA, genes, proteinas), 0S recursos naturais ja
eram explorados e artificialmente selecionados.

Requer variacdo genética.
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SERES VIVOS: HEREDITARIEDADE E
VARIACAO

Mecanismos desconhecidos.

Cruzamentos experimentais — hibridos
instaveis.

Resultados imprevisiveis e instdveis.

MENDEL E AS LEIS DA HERANCA

Resultados previsiveis e estdveis.

Manipulacdo de cruzamentos e
melhoramento genético.




Tecnologia do DNA Recombinante:

»| Conjunto de ferramentas moleculares (técnicas) que permitem identificar, isolar, modificar e
multiplicar genes de quaisquer organismos

»| A técnica central da metodologia do DNA recombinante é a clonagem molecular.
A clonagem de DNA a partir de qualquer organismo exige cinco etapas gerais:

1. Corte do DNA em locais precisos (Enzimas de restrigdo).

2. Sele¢do de uma pequena molécula de DNA capaz de autorreplicagdo (vetores de clonagem), que
atuam como um carreador ou agente de entrega).

3. Ligagdo de dois fragmentos de DNA covalentemente (DNA-ligase), dando origem ao DNA
recombinante.

4. Deslocamento do DNA recombinante do tubo de ensaio para um organismo hospedeiro. O organismo
hospedeiro fornece a maquinaria enzimdtica para replicagdo do DNA. (Transformagéo)

5. Sele¢Go ou identificagdo de células hospedeiras que contém o DNA recombinante.

Os métodos usados para realizar essas tarefas e outras relacionadas sdo coletivamente referidos como
tecnologia do DNA recombinante ou engenharia genética. r
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“PRINCIPIO TRANSFORMANTE”  ERSEic

1928 - Experimento de Griffith
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RESUL- -Ounm Camundongo saudével Camundongo saudéavel Camundongo morre

Células da cepa S vivas Nenhuma célula bacteriana Nenhuma célula bacteriana Células da cepa S vivas
encontradas no coragio encontrada no coragdo encontrada no coragéo encontradas no coragio

A experiéncia sugere que as bactérias do
tipo S conseguiam transmitir a sua viruléncia
as bacterias do tipo R (nao virulentas) que
se tornariam, assim, patogeénicas. Esta
informacao deveria ser transmitida por uma
substancia quimica, que ficou conhecida por
principio transformante.




TRANSFERENCIA DE DNA NA NATUREZA

1944 - Avery: DNA era o “principio transformante
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HISTORICO

1953 — Estrutura do DNA (Watson e Crick)

1956 — Isolamento da DNA polimerase (Kornberg)
1961 — Elucidag¢do do processo de sintese de proteinas (Jacob e Monod)

1966 — Isolamento da DNA ligase (Weiss e Richardson)
1970 — Purifica-se a primeira enzima de restrigdo tipo ll: o Hind Il (Smith e Wilcox)

1972 - Paul Berg: enzima de restricdo, DNA ligase:
Primeira molécula de DNA recombinante

Biochemical Method for Inserting New Genetic Information into DNA of
Simian Virus 40: Circular 5Y40 DNA Molecules Containing Lambda
Phage Genes and the Galactose Operon of Escherichia coli

{molecular hybridsf/DNA joining/viral transformation/genetic transfer)

DAVID A. JACKSON*, ROBERT H. SYMONS{, AND PAUL BERG
Department of Biochemistry, Stanford University Medical Center, Btanford, California 84305
Coniriluted by Paul Berg, July 31, 1878

ABSTRACT ‘We have developed methods for covalently
joining duplex DNA molecules to one another and have
used these techniques to construct circular dimers of
SV40 DNA and to insert a DNA segment containing lambda
phage genes and the galactose operon of E. coli into SV40
DNA. The method involves: (a) converting circular
SV40 DNA to a linear form, (b) adding single-stranded
homodeoxypolymeric extensions of defined composition
and length to the 3’ ends of one of the DNA strands with
the enzyme terminal deoxynucleotidyl transferase (c)
adding complementary homodeoxypolymeric extensions
to the other DNA strand, (d) annealing the two DNA mole-
cules to form a circular duplex structure, and (e) filling
the gaps and sealing nicks in this structure with E. coli x ; RF
DNA polymerase and DNA ligase to form a covalently Recombinant DNA Molecule
closed-circular DNA molecule.




1973 — Primeiro organismo geneticamente modificado

Proc, Nat. Aead. Sei. USA
Yol 70, No, 11, pp. 3240-3244 November 1973

Construction of Biologically Functional Bacterial Plasmids I'n Vitro

(R factor frestriction enzyme/transformationfendonucleasefantibiotie resistanee)

e

STANLEY N. COHEN®*, ANNIE C. Y. CHANG*, HERBERT W. BOYER{, AND ROBERT B. HELLINGY
* Department of Medicine, Stanford University School of Medicine, Stanford, California 94305; and 1 Department of Microbiology.

University of California at Ban Francisco, Ban Francisco, Calif, 84122

ABSTRACT The construction of new plasmid DNA
species by in vitro joining of restriction endonuclease-
generated fragments of separate plasmids is described.
Newly constructed plasmids that are inserted into Esch-
erichia coli by transformation are shown to be bio-
logically functional replicons that possess genetic pro-
perties and nucleotide base sequences from both of the
parent DNA molecules. Functional plasmids can be ob-
tained by reassociation of endonuclease-generated frag-
ments of larger replicons, as well as by joining of plasmid
DNA molecules of entirely different origins.
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1973 — Transferéncia de DNA de eucarioto para procarioto

Proc. Nat. Acad. Sci. USA
Vol. 71, No. 5, pp. 1743-1747, May 1974

Replication and Transcription of Eukaryotic DNA in Escherichia coli
{restriction/plasmid/transformation frecombination fribosomal INA)

JOHN F. MORROW*{t, STANLEY N. COHEN{, ANNIE C. Y. CHANG{, HERBEERT W. BOYERS,
HOWARD M. GOODMANY, AND ROBERT B. HELLING§/

Departments of * Biochemistry and T Medicine, Stanford Umiversity Behool of Medicine, Stanford, California 84305; and
Departments of § Microbiology and ¥ Biochemistry and Biophyaics, University of California, San Francisco, Calif, 54143

ABSTRACT Fragments of amplified Xenopus laevis
DNA, coding for 18S and 28S ribosomal RNA and generated
by EcoRI restriction endonuclease, have been linked in
vitro to the bacterial plasmid pSC101; and the recombinant
molecular species have been introduced into E. coli by
transformation. These recombinant plasmids, containing
both eukaryotic and prokaryotic DNA, replicate stably in
E. coli. RNA isolated from E. coli minicells harboring the
plasmids hybridizes to amplified X. laevis rDNA.




Como obter um DNA recombinante?

DNA recombinante é feito pela separacdo de um fragmento
de DNA de interesse de um doador e sua ligacdo em uma
molécula de DNA pequena de replicacdo rdpida (vetor)

Vetor de 0\ P Cromossomo
clonagem ([ ) eucaridtico
(plasmideo) ?
O fragmento de DNA de
© Ovetorde © interesse ¢ obtido pela
. d . 39':‘8““ é clivagem do cromossomo
Organismo de interesse divadocom Comm endonuciesss
5 de restricdo.
de restrigdo.
3 ﬁ =5 € Osfragmentos sio
, A i) ligados ao vetor de
~— ’ clonagem preparado.
EX'l'rCIgCIO do DNA 1'01'0' DNA-ligase

(7 ) Vetor recombinante

Clivagem do DNA gendmico ou PCR i

Liga¢do dos fragmentos em vetores

(s A propagacao (clonagem)
de células transformadas
produz vérias cOpias de
DNA recombinante,

Armazenamento dos vetores em hospedeiros @) O



L Enzimas de restri¢do: fesoura bhioldgica

Endonuclease de restricao (Endo = dentro; nuclease=
quebra)

Proteinas que reconhecem e clivam (CORTAR) a molécula
de DNA em sequéncias especificos (sitios de restricio),

geralmente de 4, 6 e 8 pares de bases (pb) - sequéncias
palindromicas

!
EcoRI: 5 .TAGACTGAATTCAAGTC... 3’

3 .W.ATCTGACTTAAGTTCAG... 5 - i
T C-T-T-AA G

\L Extrernidades livios
HindIII: 5 ..CAGGATAAGCTTATGC... 37 T

3 ..GTCCTATTCGAATACG... 5 o , A-A-T-ieg
1 i il

Cliva o DNA nas ligacoes fosfodiester

}

5-GAATTC-3 “  B-G-on L O-AATTC-3
F-CTTAAG-Y J-CTTAA-® Ho-G -5

Ligacdo
Fosfodiéster OH H



Enzimas de restrigtio

= Naturalmente produzidas por bactérias: mecanismo de defesa contra fagos
= Diferentes linhagens de bactérias produzem diferentes enzimas de restricao

#Sistema de restricao/modificagao: combinacao de enzimas de restricao com
metilases

v hidrélise do DNA “estranho”

v protecao do DNA celular relativamente as enzimas de restricdo através da
adicao de grupos metil as bases A ou C

v'DNA metilase possui a mesma sequéncia de reconhecimento que os
enzimas de restricao

(b)

Unmethylated
DNA

DNA

H N
| Mehlcxgao /K

| Clegvage Restriction 5 { @—OCH O @_ OCH
—_::::""—::,::__::::\ ¥

enzyme

A4 EcoRl 5
N EcoRI will not
Sticky ends ‘// cleave methylated

Methylated 5=
5 N G A AT T C S 3 DNA 3
3 C ’

T T AKA G S 5

OH H OH H
Citosina 5-Metilcitosina




Nomenclatura das enzimas de restrigto

= O nome da enzima ¢ derivado do nome da linhagem e espécie

bacteriana em que for1 1solada:

Exemplo: EcoR |
Ordem de

Género descoberta
Espécie Estirpe
Escherichia coli RY13 12 enzima a ser
descoberta nesta
bactéria

BamHI: Bacillus amyloliquefaciens
Haelll: Haemophilus aegyptius

Pstl: Providencia stuartii



| Tipos de enzimas de restrigdo

Types of restriction enzymes

Activity of ATP

Type Enzyme Required Cleavage Site
I Cleavage and  Yes Random sites
methylation distant from
recognition site
Cleavage only No Within recogni-
tion site
1] Cleavage and  Yes Random sites
methylation near recogni-

tion site




Enzimas de restri¢do: extremidades coesivas e extremidades
ceqas

Endonuclease Sequéncia reconhecida
T A 1% 5T 5 T .
Hindll GTPyPuAC il G TPy Pu A C Terminais
| | CAPUPy T G | | | | C APu Py TG, , cegos
’ + ’ 3l 5, 3, 5,
\J
3' 5' 31 51 31
_ leaarTe |l | "G AATTE " " Projeco 5
CTTAAG CTTAA G
| ¥ [ | gl | 5 ” ”
T Y T b e 5 T 3
BamHl QBATEG — a GATEG Projegdo 5'
CCTAGG CCTAG G
3 [ | A | | 5 RO | 5 3 Ll g
* ’ ’
5 3 3 5 3
B 'T"ctecag! ! s "TeTECA G Projecéo 3
|| GACGTC) | g s 8 ACGTC, |,




Enzimas de restrictio: extremidades coesivas e extremidades
ceqas

Enzimas de Origem Sequéncia de Extremidade
restricao restrigao

BamHI Baciilus -G-G-A-T-C-C- Sticky
amyloliguefaciens -C-C-T-A-G-G-

EcoRl Escherichia caoli -G-A-A-T-T-C- Sticky
-C-T-T-A-A-G-

Hindlll Haemophilus -A-A-G-C-T-T- Sticky
influenzae -T-T-C-G-A-A-

Konl Klebsiella -G-G-T-A-C-C- Sticky
pheumonia -C-C-A-T-G-G-

Pstl Frovidencia stuartii -C-T-G-C-A-G- Sticky
-G-A-C-G-T-C-

Sacl Strepfomyces -G-A-G-C-T-C- Sticky
achromogenes -C-T-C-G-A-G-

Sall Streptomyces albug -G-T-C-3-A-C- Sticky
-C-A-G-C-T-G-

Smal Serratia marcescens -C-C-C-G-G-G- Blunt
-53-G-G-C-C-C-

Sphl Streplomyces -G-C-A-T-G-C- Sticky
phaeochromogenss -C-G-T-A-C-G-

#hal Xanthomonas badri -T-C-T-A-G-A- Sticky



Enzimas de restri¢do otimizam a produgdo do DNA recombinante

GAATTC GAATTC
CTTAAG CTTAAG
v

v

LcoRIl
G |[AATIC
CTTAAl[G
G G
CTTAA CTTAA
EcoRl stucky end DNA LI;gElSé‘ EcoRl stucky end

AATTC

CTTAA
DNA recombinante

Juang RH (2004) BCbasics



DNA ligase

As extremidades obtidas por
corte com uma determinada
enzima (compativeis) emparelham
e a sud ligacdo com a DNA ligase
reconstitui a molécula de DNA

* Para refazer a ligagdo
fosfodiester é necessdrio ATP

DA I

5_/

[a]
k3 :—T-!-A-A/

-G~ T-—
P

| Complementary
ends base-pair

5_/.A A—I T_S Uripaired

+ fragments

: E’I—T—T—A A/:I (b and fe}

DNA
ligase

lig. fosfodiester

|EHTP

5 2 AMP + 2P,

- T- T

e T-T-A-A-



VETORES

Insert DNA

Recombinant
plasmid

Plasmid
vector

Transform E. coli
with recombinant plasmids

Plate bacteria on medium
containing ampicillin

Culture medium
Ampicillin-resistant containing ampicillin

bacterial colonies

Bacteria containing
recombinant plasmid




VETORES

gEenome

Cromossomo plasmideos

Divisao celular

plasmideos

CIromossoIimno

v’ ocorrem naturalmente em algumas bactérias;

v’ sio moléculas de DNA dupla fita e circular;

v muitas vezes carregam genes para resisténcia a antibioticos;

v replicaciao independente da replicacio cromossdmica (apresentam
uma origem de replicacao mdependente).



CONJUGACAO BACTERIANA

Figure 5-8b
Introduction to Genetic Analysis, Tenth Edition
© 2012 W. H. Freeman and Company




Vetores de clonagem

Plasmideos modificados que permitem a construcao de um DNA recombinante

I. devem apresentar origem de replicacao;

N

devem apresentar um gene para seleciao (gene para resisténcia a antibiético);

3. devem apresentar multiplos sitios de clonagem (poli-linken

Pstl

EcoRI

Resisténcia Resisténcia
a ampicilina a tetraciclina
(Amp*) (Tet")

pBR322
(4,361bp)

Origem
de replicagcdo
(ori)

Pyull

v Genes para
resisténcia a
antibioticos

v’ Multplos sitios
de clonagem

v Origem de replicacio

Permite que a célula
hospedeira cresca em
melo seletivo

Permite a msercao de
DNA exogeno



Vetores de clonagem

BAC — Cromossomo artificial bacteriano

DNA muito longos (normalmente

100.000 a 300.000 pb)

Sitios de clonagem
(dentro de lacZ)

s:c::;v:t‘:;zse Fragmento de DNA
grande com extremidades
coesivas apropriadas

BAC recombinante

YAC — Cromossomo artificial de levedura

(inserto até cerca de 2 x 10° pb)

A Marcador
\ \ deselecioy

A digestdo com BamHl cria
cromossomos lineares com
EcoRl
TEL X ori CEN ! Y TEL
] 52

um com um marcador de selegdo (X e Y).

TEL X

TEL
I

l YAC



Enzima de Restricao

EcoRI

Enzima de Ligacao - @

Vetor de clonagem Extremidades coesivas

Ligacao

DNA recombinante



TRANSFORMACAO
Insercto do DNA dentro da célula bacteriana _

= Transformagdo quimica

= Eletroporagdo




SELECAO DAS COLONIAS TRANSFORMANTES -

Antibioético + Antibiético +
2 antibioéticos coloragéio por

proteina téxica

atividade enzimatica

Ampicillin-resistance Tetracycline
resistance Xmnl 2009
EcoRI Seal 1850 7d |
al Mael 2707 Apal 14
) Aatll 20
1o Sphi 25
BstZl | 3
Sall Neol | a7
Amp' ﬁﬂlz' B
PGEM*-TEasy  facZ secll | 40
Vector EcoRl | s2
(3015bp)
Spel 64
EcoRl 70
Motl 77
BstZl 77
Pstl 28
ari Sall 90
Mdel 97
Eacl 109 .
g stxl | 118
Origin of Nsil__|127 u
i o 141 3
replication Tero ;

Colonies with
recombinant
plasmids

MC+ ampicilina MC+ ampicilina
+tetraciclina

MC+ ampicilina
+IPTG

MC+ ampicilina



ELETROFORESE

COMO VISUALIZAR O DNA? ELETROFORESE

Permite a separacto de moléculas de DNA de acordo com o tamanho

dos fragmentos

Fragmentos de DNA

P e

Moléculas adicionadas a
canaleta. Campo elétrico

aplicado
Canaleta (well)

_— Particulas gel

LN ]
(o
zzn
%45"
50055
7

—> Poros

Moléculas movem através dos poros
do gel numa taxa inversamente

l proporcional ao comprimento da
cadeia

al— |

WW
2

20 ot O

e o

Aplicacao do corante
fluorescente

— Sinal correspondente a
banda de DNA




ELETROFORESE

Amostra
Camara de eletroforese

e LN\

Cool to 65°C, and
pour into mold

Comb to
make wells

Finished gel

Microwawve
to boil

Mix agarose

Unidade provedora N

and buffer

de energia &)

' E - Gel de Agarose




ELETROFORESE

Cuba de eletroforese

Solucaotampdao Fragmento de DNA Gel de agarose
e /
eletrodo = eletrodo

S B

—_— S

eletrodo eletrodo

@ @

Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings



Brometo de etideo - molécula que intercala o DNA e é fluorescente




GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use

bpng0Spg %
10000 300 6.0
2000 300 6
S0 200 148
4000 300 60
3500 300 6.0
000 70.0 14.0

= — 2500 250 50

= ~ 2000 250 50

&2 1500 250 50

2 ~ 1000 60.0 120

& —750 250 50

S — 500 250 50

o

= — 250 250 50

L

=]

e

g

2

0.5 paiane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7V/icm, 45 min




Perfil do DNA total tratado com enzima
de restri¢tio na eletroforese

LM CENA302

v
—
-
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RESUMINDQ...

As enzimas de restricdio permitem que regides de interesse do DNA
de organismos diferentes se unam formando um “DNA recombinante”

As enzimas de restricdo do tipo Il sdo as mais interessantes para a
tecnologia do DNA recombinante

Reconhecem sequéncias palindromicas e podem gerar extremidades
“coesivas” ou “cegas”

Principio da eletroforese: separagdo de moléculas de DNA de acordo
com o tamanho do fragmento sob voltagem



ESTUDO DIRIGIDO

Tecnologia do DNA recombinante;

Variabilidade Genética e o Melhoramento Genético;

Definicao de Enzimas de Restricao;

Tipos de extremidades que sao geradas por enzimas de restricao;
Aplicacoes das Enzimas de Restricao;

Vetores e Plasmidios;

Caracteristicas dos Vetores de clonagem;

Definicao de Transformaciao Genética;

Tipos de transformacao genética em Bactérnas;

Tipos de transformacio genética em Plantas.



Perfil do plasmideo tratado com enzima de
restri¢do na eletroforese

Sacl - 250

ApaLl - 469 - G'TGCA C

Pstl - 669 - C_ TGCA'G
Nael - 777 - GCC'GGC

Psil - 1097 - C_TGCA'C

Nael - 1462 - GCC'GGC

Nael -2713 - GCC'GGC

Psil - 2264 - C TGCA'G



Enzimas de restricio: A e B

10000 b
4000 bp
a000 by
7000 bp
BO00 bp
al00 bp
4000 bp
2000 bp
2000 by
1000 bp




