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* Que é um gene?

* Qual a composicao dos genes?
* Qual a func¢ao dos genes?
 Como isso implica em heranca?
 Quando esse estudo comecou?

 Um pouco de historia!

Historico
A natureza do gene- a heranca por Mendel — e suas ervilhas:

Figura do “Genética Molecular Basica: dos Genes aos Genomas”, 2017

Fatores de heranca e alelos.... 1865 (seu trabalho nio despertou
interesse), redescoberto em 1900! Botanicos DeVries (holandes),
Correns (alemdo) and Tschermak (austriaco)!!!!

« Nome GENETICA (do grego GENO: fazer nascer)- Bateson (1905)
» os fatores de Heranca foram chamados de "gene”!
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A heranca de ervilhas ¢é similar a nossa?
(AA...Aa....aa!)

Entao como temos também dois alelos
de cada gene?

Temos diferencas entre homens e mulheres?

O que sao cromossomos?

Quantos cromossomos temos?
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Historico

A natureza quimica do gene- Friedrich Miescher 1871 (Suica)

@ pe Extracio alcalina de células do
L+ N % sangue (linfocitos- na verdade
- Esperma pus de curativos), para
Evtrato celuar descobrir os fatores da vida:
o encontrou uma substincia
/ \ branca, acida, rica em fésforo-
Proteinas Nucleina nucleina!

Figura 1.2 Miescher isolou o material nuclear a partir de células de
timo (linfécitos T) e, posteriormente, de esperma de salméo. A subs-
téncia branca, acida, rica em fosfato, obtida do nticleo dessas células,
deu o nome de nucleina.

Figura do “Genética Molecular Basica: dos Genes aos Genomas”, 2017

Fez o mesmo a partir de esperma de
salmio! (90% da célula é niicleo)
Richard Altmann (aluno de Miescher)
1889- acido nucleico!

Mas o que sao os acidos nucleicos?

Como eles poderiam ser os determinantes
da heranca? (Miescher acreditava que eram as
Proteinas) :

Phoebus Aaron Levene (Lituano)
1909- d-Ribose acucar constituinte dos
Acidos nucleicos:

1929- desoxirribose no DNA

Descobriu os components do DNA
bases nitrogenadas: Adenina;Timina (Uracil);
Citosina; Guanina

Identificou as ligacoes fosfato - fosfodiester




Historico: Phoebus Aaron Levene 1929:
nucleotideo- base fosfato e desoxirribose
MAS:
_ A quimica do acido nucleico
__| 2’desoxirribonucleotideos
N Modelo para o tetranucleotideos!!
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Courtesy of the oller Archive Center. lal, educational use only.

* Que implica esse Modelo? anwe 2 g

* Quem acreditava que fosse esse 0 material genético
(responsavel pela heranc¢a)? Por que ndo?

Como foi demonstrado que o DNA
E o fator de heranca?

(“o0 que € a vida?”)

10



Hermann Joseph Muller

Historico
Experimentos de mutagénese de Muller (1926)!
Raios X induzem mutacdes em drosoéfila!
(Nobel Fisiologia e Medicina em 1946!)
(ele lutou pela “eugenia” e chamando a atencio para
os perigos da radiacio ionizante).
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DOSAGE IN F-UNITS

Fic. 867. Graph after Timoleeff-Resovsky showing that the rate of sex-linked mutations in
Drosophila melanogaster is directly proportional to the amount of radiation abolied
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Fonte de luz

Espectrofotometria

Cubeta Contendo

Monocromador

Detector
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Espectro de Absorcao da molécula de DNA
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Como todas as moléculas 0 DNA tem um espectro de absorcao:

1.2

Bactericidal action against S. aureus
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Action or absorbance (relative)

—&— Action
—4&— DNA absorbance

220 240 260 280 300
Wavelength (nm)

Figure 5. Action spectrum for bactericidal action of UV against
Staphylococcus aureus (modified from Gates, 1930), plotted
with the absorbance spectrum for DNA (modified from Tsuboi,
1950).

* Experimento de Alexandre Hollaender (1939)!

* Espectro de Mutagenesis:
* DNA é a molécula da heranca!
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OOO

o

Animal vive

Nao se recupera bactéria

A Tipo R n&o virulenta

Historico
Frederick Griffith (1928, UK)

* principio transformante!!
* O que pode estar acontecendo aqui?

B Tipo S virulenta C Tipo S apos fervura

***

%/

D Tipo R + Tipo S ap6s fervura

OOO

o

Animal morre
recupera-se bactéria Tipo S

Animal vive
Nao se recupera bactéria

Animal morre
recupera-se bactéria Tipo S

Figura do “Genética Molecular Basica: dos Genes aos Genomas”, 2017

Que substancia era essa? Como saber isso?
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DETERMINING THAT DNA IS THE HEREDITARY MATERIAL

Historico
Oswald T. Avery, Colin M. MacLeod e
Maclyn McCarty, 1944, Instituto Rockefeller, EUA.
 principio transformante ¢ 0o DNA!

* Mas o que de fato esta acontecendo nesse
experimento?

Recipient cell

Heat kil Lipids
Scells ‘( b ,—/
/. Carbohydrates
-. DNA !ragmen(s Chromosomal DNA
N from donor cells
€) Recipient cell takes
up donor DNA
Add Add Add

/ / / deoxyribonuclease /

b

2+« Sample should %%+ Sample should Sample should a

- 4% contain : s+ contain contain \

4> NO PROTEIN L% NORNA \'“ NODNA
19 Recombination occurs
between donor DNA
umecomblned DNA and recipient DNA
Add R cells Add R cells R cells
'@® - Scells (\'@® .- Soells No S celis

— appear — appear appear
Transformation occurs No transformation occurs

Conclusion: Transformation cannot occur unless DNA s present.
Therefore, DNA must be the hereditary material.

Genetically transformed cell
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Oswald T. Avery morreu de cancer em 1955.
Nao ganhou o prémio Nobel (foi nomeado)
Tem uma cratera na Lua com seu nome!
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Historico
Alfred Hershey and Martha Chase (1952, US)
Bacteriofago T2- o DNA é responsavel
pela multiplicacio viral! (e ndo as proteinas!).
Nobel em 1969!

Proteina-S%

%QU

\"/ - % %&

bactérias Bacteriéfagos recuperados

sem marcagéo radioativa

%&W;%\J - %j%ﬁ&

Infectando
bactérias

v

Bacteriéfagos recuperados
com marcacao radioativa p*?

Figura do “Genética Molecular Basica: dos Genes aos Genomas™, 2017

Demonstrou que o DNA seria responsavel pela heranca em fagos!
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Historico

Heinz Fraenkel-Conrat (1955, US)
Virus do mosaico do tabaco.... Genoma de RNA!

18nm

(+) RNA

_/ genome
Protein coat

Com se replicam os virus com genoma a RNA?
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Historico
Regras de Chargaff (1949)
1. A composicao do DNA em suas bases A, C, G, T

¢é caracteristica de cada espécie.
2. No DNA sempre temos A=T e C=G!

Table 3-2 Data Leading to the Formulation of Chargaff’s Rules @ @

Adenine Thymine Adenine Guanine Purines

[adenina] = [timina]

to to to to to
Source Guanine Cytosine Thymine Cytosine Ifyrimidine
Ox 1.29 1.43 1.04 1.00 11 ~ @
1.56 1.75 1.00 1.00 1.0 : It
::: ” 1.45 1.29 1.06 0.91 0.99 [guanina] = [citidina]
Salmon 1.43 1.43 1.02 1.02 1.02 [purinas] = [pirimidinas]
Wheat 1.22 1.18 1.00 0.97 0.9 Figura 1.8 Chargaff observou que a quantidade relativa das quatro
Yeast 1.67 1.92 1.03 1.20 1.0 bases adenina (A), guanina (G), citosina (C) e timina (T) eram diferen-
Hemophilus 1.74 1.54 1.07 0.91 1.0 tes de espécie para espécie, mas que a quantidade de A sempre era
s e ’ equivalente a de T, e, a de G, sempre equivalente a de C. Esse dado foi
E m{zl;’;m 1.05 0.95 1.09 0.99 1.0 fundamental para a proposta do modelo de dupla-hélice.
-coli . . . X K
Avian tubercle 0.4 0.4 1.09 1.08 1.1
bacillus .
Serratia marcescens 0.7 0.7 0.95 0.86 0.9 C0m0 eXpllcal‘ essa l‘egl‘a?
Bacillus schatz 0.7 0.6 1.12 0.89 1.0

sourck: After E. Chargaff et al:, J. Biol. Chem. 177 (1949).

Figura do “Genética Molecular Basica: dos Genes aos Genomas”, 2017,
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Historico
A tripla hélice de Linus Pauling (1951)
Proposta para o DNA....

(Pauling havia proposto a estrutura de alfa-hélice em proteinas.... e
foi agraciado pelo Nobel (1954)
Pelas suas descobertas de ligacdes quimicas!!

(1962- prémio Nobel da paz- contra armas atdmicas)
(foi considerado comunista
nos Estados Unidos)

Por que ele estava errado?
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Historico
Rosalind Franklin e Maurice Witkins (1952, UK)

a “fotografia 51”... quem era responsavel por ela?
Ver video:https://www.youtube.com/watch?v=FpZQvDFQpmg
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Historico

A fotografia 51... o que ela de fato enxerga?

BOX 4-2 FIGURE 1 Rosalind Franklins X-ray diffraction
image of DNA revealing the Maltese cross. (Modified, with per-
mission, from Franklin R.E. and Gosling R.G. 1953. Nature 171:
BOX 4-2 FIGURE 2 Diffraction pattern of waves passing 740-741. © Macmillan.)

through parallel lines. )

A\l

*X indica é helicoidal! A falha indica é dupla hélice!
*E da os parametros de 3.4 nm por volta!

Figura do Molecular Biology of the Gene, 7t edition, Watson et al,
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Historico
Francis Crick e James Watson (1953, UK)

A dupla hélice revelada! Prémio Nobel 1962!
(Watson, Crick e Wilkins) (e a Rosalind?)
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Historico
A dupla hélice levou a propostas por
Watson e Crick (1953) de como seria a replicacio
do DNA e a sintese de RNA!

XXX

Replicagéo
do DNA

MO
)(,W’QU‘ H‘

Nova Antiga Nova Antiga

Antiga Nova Nova Antiga
A Fitavelha W Fitanova
Figura 1.10 A estrutura de dupla-hélice do DNA levou Watson e Crick a propor que a replicagao do DNA ocorreria de modo semiconservativo.

Figura do “Genética Molecular Basica: dos Genes aos Genomas”, 2017

O que é replicacdo semiconservativa?
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Componentes dos acidos nucleicos: bases nitrogenadas!

Pyrimidines HY. 79
Uracil o Thymine ﬁ, T
Il H H.C H Cytosine
H _C 3 Co..7 H C
«(.N/ \C.N \c‘"
C
W OON W

Purines

Guanine
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Componentes dos acidos nucleicos: riboses e desoxirriboses!

RNA DNA
(a) (b)

Base _ 5 Base
“#04P0—CH, O

“0,PO CH, O

GH, HI $H, HY
H 3 2 H H 3 2 H

OH OH OH H

Ribonucleotides Deoxyribonucleotides

Atencao na numeracao dos carbonos!

Qual a diferenca entre nucleosideo ¢ nucleotideo?

27

Diferencie Nucleosideo X Nucleotideo

Nucleosideo adenina (A)

2
N
N
[\N I N> H,C

l OH OH |

Nucleosideo monofosfato (AMP)

I
Nucleosideo difosfato (ADP)
[ J

Nucleosideo trifosfato (ATP)

FIGURA 6-12 Nomenclatura dos nucleotideos. O grupamen-
to fosfato ligado covalentemente a 5'-hidroxila de um nucleo-
sideo pode estar ligado a um ou dois fosfatos adicionais; as
moléculas resultantes sdo denominadas nucleosideos mono-,
di-, e trifosfato. A partir do fosfato mais préximo a ribose, os
trés fosfatos sdo designados o, B e .

Nucleosideos sao nucleotideos sem o grupo fosfato.
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Emparelhamento de bases! — pontes de hidrogénio

Adenina Timina

. H
73 NN—H o, H,
) T
Y: A N“‘H’N?—‘N.
SN -

«~— mA —»l

H
Guanina / Citosina
owmH—N

(12/( /H\\\m
G N YN

FIGURA 6-11 Padréo das pontes de hidrogénio formadas no
pareamento de bases de Watson-Crick. As pontes de hidro-
génio estdo representadas por trés linhas azuladas.

1. Quantas pontes de hidrogénio tem em cada par? Qual tem mais forca?
2. Como seria o emparelhamento de duas purinas?

3. E duas pirimidinas?
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A cadeia fosfodiester forma o esqueleto externo do DNA!
(por que é chamada assim?)

| 5
o=p 0 cH 2

|

5 4 1
W/

L

oH H

Figura 22

O DNA tem cadeias antiparalelas... O que significa isso?
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« A distancia entre as bases ¢ de 0,34 nm, ou 3,4 A
* Quantas bases por volta? (cada volta tem 3,4 nm!)
* O que significa polaridade 5°- 3°?
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A estrutura B-DNA- distancias e tamanho!
O Que é sulco maior ou menor? Importincia biolégica?

Sulco menor

A

34A

Figura do “Genética Molecular Basica: dos Genes aos Genomas”, 2017

32



A estrutura B-DNA- distancias e tamanho! The Mica Experiment

bp

R
et )

22
21
20

I
c
(

)
(
2;;#0
¢

)
¢
2

-~

o

&
(r—o
2
)
(
>
(
)
~

Quantas bases por volta tem no DNA?
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As bases formam um empilhamento no interior da dupla hélice!
Por que essa situaciio abaixo é desfavoravel?

Favoravel Desfavoravel

FIGURA 6-10 Empilhamento das bases nos acidos nuclei-
cos. Interacdes hidrofdbicas, de van der Waals e eletrostati-
cas favorecem o alinhamento das bases em solugdo aquosa
ou em uma cadeia polinucleotidica (trés nucleotideos do
RNA sdo mostrados aqui); a orientagdo ndo empilhada é des-
favoravel. O raio das interacdes de van der Waals é mostrado
em cinza.
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A estrutura B-DNA- distiancias e tamanho!

¢ Hydrogen
o © Oxygen
S © Nitrogen
5 © Carbon
5 © Phosphorus
&
=
2
g
o
1
)
=

Pyrimidines  Purines

The structure of the DNA double helix. The atoms inthe &7
structure are colour-coded by element and the detailed
structure of two base pairs are shown in the bottom right.

* Qual as posi¢des das bases frente ao esqueleto fosfodiéster?
* O que ¢ esse esqueleto fosfodiester?
* As bases estdo na horizontal?
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A estrutura B-DNA- tilt e propeller twist!
Esses angulos podem variar na estrutura da molécula!

(a) H-twist (2) (b) Tilt (8)

FIGURE 4-12 The propelier twist be-
tween the purine and pyrimidine base
jpairs of a right-handed helix. (a) The struc-
ure shows a sequence of three consecutive
ACT base pairs with normal Watson - Crick
bonding. (b) A propeller twist causes rota-
tion of the bases about their long axes.
(Adapted, with permission, from Aggarwal
AK. et al. 1988. Saence 242: 899-907,
Fig. Sb. " AAAS.)
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* https://www.youtube.com/watch?reload=9&v=0_-6JXLYS-k

/

in the genome to carry out
their designated tasks.

37

Conceitos Basicos de Genes e Genomas!
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DOGMA CENTRAL DA BIOLOGIA!

Replicacdo do DNA

Transcricdo
reversa
«—
E— E—
Transcricdo TEEEED

RNA
Proteina

Figura 1.12 Esquema que representa o dogma central da biologia molecular, que descreve o fluxo da informacao genética. Enquanto o DNA
armazena a informacéo e a transfere entre geracoes, a informagao é decodificada pelo RNA para a sintese de proteinas, que, em geral, sao
as responsaveis pela execucao da fungao no metabolismo celular. A seta que direciona o RNA para o DNA representa a descoberta do fluxo
reverso da informagao por transcriptases reversas.

Figura do “Genética Molecular Basica: dos Genes aos Genomas”, 2017
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Questao 1: Voce se julga um ser “complexo geneticamente”?
Quem tem o maior genoma dos organismos abaixo.

1. Ser humano. 1. 3X 10° bp.

2. Tulipas. 2. 34X 10° bp.
3. drosofila. 3. 0,13 X10°bp.

4. ameba 4. 300 X 10° bp.
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O paradoxo do tamanho dos genomas!

700.000 - ; FD 670.000

Tamanho do genoma (Mpb)

N2

Figura 12.7 Comparacéo entre o tamanho dos genomas de algumas espécies.

Figura do “Genética Molecular Basica: dos Genes aos Genomas”, 2017
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Os genomas podem conter varios cromossomos,
e esses contém muitos genes! Qual o tamanho de um gene?

Cada cromossomo possui um DNA contendo muitos genes

Um cromossomo é uma molécula muito longa de DNA oo%

(g
_D
(e
D
%90
O cromossomo
contém muitos genes o
—8) _— - |

Cada gene é parte

de uma sequéncia
continua de DNA
= =

Comego do gene  Final do gene

FIGURA 2.1 Cada cromossomo corresponde a uma dnica e longa molécula de
DNA, na qual sdo encontradas as seqiiéncias dos genes individuais.
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Esse ¢ 0 mapa de um genoma de procarionte!

— — — C— 7":.":,%-,'!".".?“‘?@* 095 e = SeToee—————g 6 e G De—_"eee em— g

EERGLY, e ) ) Rﬂa 4 (o — g ” e YRR (—— )
M R G B LEIER . L . AR LY ™ | ———
Lpm— Qe R R p— (i e e e R D) & :ﬁ LG T S SRR — .
L Fe——)) ” oGS DER T R e m— b I L i PR B
LETREE O EEREPIED GEUOTIED DRI T G S—— e D ON " " " T — 4 ) ), m—
PRE GEETERAR §ETR i B T e S S SR = B e e e

DD Be

TR G B SRR RS O D G 5 O G e—— ) | -0 = e

Hé muito espago entre os genes?

o i} %00

— g- o= {— C
20%@?5%0 glgsg 20663 ma 241520 23021 203 03031§7 7 s m 371137 037 ; 7%7 099 36
t
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Quantos genes existem em uma bactéria?
Por exemplo Escherichia coli:

genoma com 4.000.000 bases!
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Em procariontes o numero de genes correlaciona com
o tamanho do genoma! (o que é ORF?)

11.000
10.000
9.000 WESS -ﬁ ————————————————————————————————
8.000
7.000
6.000 L .
5.000 - g SN
4.000
3.000 4
2.000
1.000 -,
0

B Bactéria
¢ Arqueia

Numero de ORF

T T T T T T T
0 2.000 4000 6.000 8.000 10.000 12.000 14.000
Tamanho do genoma (Kbp)

Figura do “Genética Molecular Basica: dos Genes aos Genomas”, 2017

Qual o tamanho de cada gene em procariontes?

Quantos genes existem no ser humano?

(3 bilhoes de bases por genoma haplodide!)




Mas afinal o que é de fato um gene?

Lider l’ Cauda

AV AV A AVAATAYATATA AT

|
A extensao do RNA define a regiao de um gene

N FRIFFRFeFFeFoFod ¢ Proteina
L |
I

A proteina define a regiao codificadora

FIGURA 2.13 O gene pode ser mais extenso que a seqiiéncia
que codifica a proteina.
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O gene eucarionte:

O GENALIOLE CONANITOTEM IMACANTRONS!

O GENALIOLE CONANITOTEM IMACANTRONS!

O GENE CONTEM INTRONS!

48




The R loop picture!

Nobel Prize on Medicine 1993 Richard Roberts and Phillip Sharp:
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50 kbp
212y

a b Sito CAP ¢ d

o4

Sitio Poli(A)

|

Gene

Exon1 Exon2

Regides controle

ruam 5 0] \\|:|3’

Figura 9.2 Modelo esquemtico da estrutura de um gene em eucario-
tos. Observe a presenca dos introns, os quais sdo excisados da molé-
cula de RNA produzindo o RNA mensageiro (RNAm).

O RNA eucariético é processado e exportado
EXON 1 EXON 2

NUCLEO

5
AN

Pré-mRNA

4 Splicing

5

INTRON

CITOPLASMA

, 4
Ribossomo

Proteina

FIGL )15 A expressdo génica é um processo de multiplos
estagios.
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A ordem dos éxons € a mesma no DNA e no RNA

DNA genémico

Exon1 Intron1 Exon2 intron 2 Exon 3
—_—A B I c
L I 1

I I
A-B

B-C
mRNA
Exon1 Exon2 Exon3
—
L I 1
T T
A-B B-C

FIGURA 3.2 Os éxons encontram-se na
mesma ordem no mRNA e no DNA, mas
as distancias ao longo do gene ndo cor-
respondem as distancias no mRNA ou
na proteina. No gene, a distancia de A
para B é menor que de B para C; mas
no mRNA (e na proteina), a distancia
de A para B é maior que de B para C.
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Alguns aspectos do gene eucarionte:

1. Conservacio de posiciao dos introns!

Os genes de DHFR exibem estrutura constante

xXons

— -
N
o |
& -
o

|
6

10 15

kb

20 25 30

FIGURA 3.8 Os genes de DHFR de mamiferos apresentam a
mesma organizacdo relativa, com éxons mais curtos e introns
muito longos, embora o tamanho dos introns seja muito variavel.

52




Alguns aspectos do gene eucarionte:
2. Mas o numero de introns e o tamanho dos genes é
variavel!

S. cerevisiae
80
60 Os genes apresentam uma grande
variedade de tamanhos
40 —
o S. cerevisiae
20 40
£ 30
> 20
g 30 D. melanogaster 10
@
© 20 7% £ D. melanogaster
& :.j, 50
o K
— 5 20 .l .
o
15 Mamiferos e
10 50 Mamiferos
40
30
5 20
10
12345 678910 12 14 16 18 20 <40 >60 <05 <1 <2 <5 <10 <25 <50<100>100
Numero de éxons Tamanho do gene (kb)
FIGURA 3.10 A maioria dos genes néo é interrompida em leveduras; na mosca e nos mami- FIGURA 3.11 Os genes sdo pequenos em leveduras, ao passo
feros, a maioria é interrompida. (O total de genes nao-interrompidos, contendo apenas um que em moscas e em mamiferos exibem uma distribuicio am-
éxon, é ilustrado na coluna a esquerda.) pla, atingindo tamanhos muito grandes.
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Alguns aspectos do gene eucarionte:
Distribuicio dos genes nos cromossomos....

Cromossomo 22 humano na sua conformagao
mitotica composto por duas moléculas de DNA,
cada uma com 48 x 10° pares de nucleotideos

A > \
N J
| I

Heterocromatina
x 10

1% do - 4 genes

Segmento representando 1 gene de 3,4 x 104,

Juis ] — o I I T )
i — T T T T i

Exon Intron i Expressao génica

|

Figura 9.4 Modelo esquemético de um cromossomo humano. Re-
presentacoes desde o cromossomo inteiro (A) até um gene inteiro (D)
ilustram a organizacao de um genoma eucariético.

Sequéncias
regulatorias i
Proteina

Proteina enovelada

Figura do “Genética Molecular Basica: dos Genes aos Genomas”, 2017
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Composi¢cio do genoma humano:
Ainda assim nosso genoma ainda tem muito mais DNA!

Exons (1.5%) Introns (5%)

L1
sequences
(17%)

Alu elements
(10%)

Simple sequence Large-seg
DNA (3%) duplications (5-6%)

Do que se trata, se nao sao genes codificadores de proteinas?
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I'm sorry G, but we're
ucalvnolagoodmam

DNA- secret of photo 51
33 minutes

53 minutes: https://www.youtube.com/watch?v=MTMRI9SPK4fE
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https://www.youtube.com/watch?v=Vw8Wrr-ykFc

