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DNA Recombinante sdo moléculas de
DNA geradas no laboratorio atraves da
fusao de fragmentos de DNA derivados
de duas ou mais fontes, geralmente de
especies diferentes.




Sao procedimentos centrais na
tecnologia do DNA recombinante:

-Cortar o DNA com enzimas de restricao;
- Ligar o DNA com DNA ligase;

- Clonar o DNA (utilizando-se vetores de
clonagem);

- Hibridizacao de acidos nucleicos para a
Identificacao de sequéncias de DNA ou
RNA,;

- Sequenciamento de DNA (identificacao
de gene e da sequéncia de aminoacidos
das proteinas por eles codificadas);

- Sintese de DNA complementar (cCDNA)
com transcriptase reversa.



ENZIMAS DE RESTRICAO

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1978

werner Arher Daniel Nathans Hamilton O, Smith

-Descobertas no final da década de 60.

-Presentes em diversos procariotos
(funcao de clivar moléculas de DNA
estranhas)

-Endonucleases gue reconhecem segs.
especificas de DNA dupla fita e clivam
as duas fitas.

-As sequéncias reconhecidas pelas
enzimas de restricao sao palindromicas
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Sitios para enzimas de restricao
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Sitio de clivagem
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Extremidades coesivas podem ser ligadas
por complementaridade
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Clonagem de DNA

Isolamento e propagacao de moléculas
iIdénticas de DNA.

Envolve:

1- Construcao de molécula de DNA recombinante
(formada pela ligacdo de um inserto de DNA a um
vetor de clonagem).

2- Introducéo da molécula recombinante em uma
célula hospedeira (transformacao bacteriana).



Plasmideos

Originalmente encontrados em bactérias, leveduras

Bacterial DNA Plasmids

Region
into which Plasmid
DNA can cloning vector
be inserted

Gene ampR codifica para

a enzima B-lactamase, que
degrada o antibiotico ampicilina
(marcador de selecao)



Sitio multiplo de clonagem (polylinker)
em vetores plasmidiais

Sequence of polylinker
Sadl Smal Xbal Psil Hindll

GAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTT

EcoRl Kol EamHI Sall Sphl

Folylinker

armp’ ORI

Plasmid vector



Insercdo de um DNA em um plasmideo
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Transformacao bacteriana
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Colonias de E.coli



Amplificacado do DNA clonado
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Fragmentos de DNA sao estocados por
ex. em bactérias, em vetores de
clonagem, cada um contendo um
fragmento de DNA diferente.

Tipos de bibliotecas de DNA:

Biblioteca gendmica: colecao de clones
gue inclui todas as sequéncias de
DNA genbmico de uma espécie.

Biblioteca de cDNA (DNA complementar):
colecao de clones de cDNA, que
correspondem a todos os RNAs
mensageiros de um dado tecido

ou tipo celular.




Biblioteca genomica

Construcao de uma biblioteca gendmica
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DNA complementar (cDNA):

DNA sintetizado pela transcriptase reversa
usando como molde RNA mensageiro

DNA
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t RNA synthesis
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Figure 6-2 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)



Transcriptase Reversa

Retrovirus: virus de RNA simples fita que se replica na célula
hospedeira atraves do processo de transcrigao reversa.

Transcriptase Reversa
(RNA-directed DNA polimerase)
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S— — ~———————— Budding

Prowrus

Nature Reviews | Molecular Cell Biology



Bibliotecas de DNA complementar (cDNA)
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Diferencas entre clones de cDNA e de DNA
genomico derivadas de uma mesma regiao do DNA
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Técnicas de
analise de DNA
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Brometo de etideo

(a) (b)

Ethidium
bromide

Ethidium bromide
stacked between
base pairs

Fig. 3. (a) Ethidium bromide; (b) the process of intercalation, illustrating the lengthening and
untwisting of the DNA helix.
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Deteccédo de DNA através de hibridizacéo
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Preparacao de sondas radioativas

T T T T

Denature and annesal in presence of
mixture of random hexanucleotides

+

dATF, dCTP =
dGTF dTTF

ﬁ Klenow subunit of DMA polymerass

Sondas = fragmento de DNA
¢ Labeled usa@o para procurar

nucleatide moléculas complementares
em misturas complexas ou
cromossomos (DNA ou
RNA)




Southern blot

Figure 5.3 Southern blotting.
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Northern blot
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As condicdes sdo desnaturantes (pH, forca idnica [sal],
temperatura). 580 modificadas para permitir renaturacao.



Expressao heterdloga de proteinas

Células podem ser utilizadas como fabricas para
a producao de proteinas.

double-stranded
plasmid DNA expression vector

promoter
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