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DETERMINING THAT DNA IS THE HEREDITARY MATERIAL
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FIGURE 2-1 ion of a genetic istic of a bacterial cell (Streptococcus

pneumoniae) by addition of heat-killed cells of a genetically different strain. Here we show an
R cell receiving a chromosomal fragment containing the capsule gene from a heat-treated § cell.
Since most R cells receive other chromosomal fragments, the efficiency of transformation for a
given gene is usually less than 19%.




Historico
Alfred Hershey and Martha Chase (1952, US)
Bacteriofago T2- o DNA ¢ responsavel
pela multiplicacio viral! (e nao as proteinas!).

Nobel em 1969!
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Conclusiao: o DNA é o material genético!

Hermann Joseph Muller Hist()rico

Experimentos de mutagénese de Muller (1926)!

Raios X induzem mutac¢des 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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Fic. 867. Graph after Timoleefl-Resovsky showing that the rate of sex-linked mutations in
Drosophila melanogaster is directly proportional to the amount of radiation apolied

Mas o que esta acontecendo aqui?




Espectrofotometria
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Como todas as moléculas 0 DNA tem um espectro de absorcao:
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Bactericidal action against S. aureus
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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!

Historico
Francis Crick e James Watson (1953, UK)

A dupla hélice revelada! Nobel 1962!
(Watson, Crick e Wilkins)




Historico
Rosalind Franklin e Maurice Witkins
(1952, UK)

a “fotografia 51”... quem era responsavel por ela?
g q P P

Interpretando a foto 51!
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BOX 4-2 FIGURE 2 Diffraction pattern of waves passing
through parallel lines.

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

* Molecular Biology of The Gene, Watson et al, 2013




A estrutura B-DNA- distancias e tamanho!
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« A distancia entre as bases é de 0,34 nm, ou 3,4 A
* Quantas bases por volta? (cada volta tem 3,4 nm!)
* O que significa polaridade 5’- 3°?

A estrutura B-DNA- distancias e tamanho!
O Que é sulco maior ou menor? Importancia biolégica?

Sulco menor

Sulco maior

A B

Figura do “Genética Molecular Bz’ls&a: dos Genes aos Genomas”, 2017




A estrutura B-DNA- distincias e tamanho! The Mica Experiment
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Quantas bases por volta tem no DNA?

i

22
21
20

I
)

44

As bases formam um empilhamento no interior da dupla hélice!
Por que essa situacio 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 solucdo aquosa
ou em uma cadeia polinucleotidica (trés nucleotideos do
RNA sdo mostrados aqui); a orientagdo ndo empilhada é des-
favoravel. O raio das interaces de van der Waals é mostrado
em cinza.




A estrutura B-DNA- distancias e tamanho!

¢ Hydrogen
© Oxygen

© Nitrogen

© Carbon

© Phosphorus

Minor groove

Major groove

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?

A estrutura B-DNA- tilt e propeller twist!
Esses angulos podem variar na estrutura da molécula!

FIGURE 4-12 The propeller twist be-
tween the purine and pyrimidine base
pairs of a right-handed helix. (3) The struc-
ture shows  sequence of three consecutive
AT base pairs with normal Watson - Crick
bonding. (b) A propeller twist causes rota-
tion of the bases about their kang axes.
(Adapted, with permission, from Aggarwal
AK. et al. 1988. Scence 242: 899-907,
Fig. Sb. 1 AAAS.)




* https://www.youtube.com/watch?reload=9&v=0 -6JXLYS-k

f

in the genome to carry out
their designated tasks.

* Trabalho de Alexander Rich na década de ‘80...

* Trabalhando com oligonucleotideos com a sequéncia
(para fazer cristalografia de raio X):
5’-GCGCGCGCGCGC-3

* Qual a vantagem de usar esse tipo de sequéncia?
Resultado: O DNA girava para a esquerda!!!

E fazia zig-zag!!! —- DNA Z!




As estruturas do DNA!
a BEDNA b ADNA Cc ZDNA

3.4 nm

(b)
8-DNA A-DNA Z-DNA

Sentido da hélice Orientado 3 direita Orientado 3 direita Orientado 3 esquerda

Didmetro ~20 A ~26 A ~8 A

Pares de base por volta da hélice 10,5 n 12

Incremento na altura da hélice por parde base 3,4 A 26A 37A

nclinagdo das bases em relagdo ao eixo da hélice —6° +20° -7°

Geometria do agucar C-2' endo C-3"endo C-2' endo nas pirimidinas
C-3' nas purinas

Conformacao da ligag3do glicosidica Anti Anti Anti nas pirimidinas
Syn nas purinas

* Que significa que as purinas estdo na posicao anti ou sin?
Qual delas é a mais fina?

Qual o significado biologico dessas sequencias?
Elas ocorrem in vivo?




As bases podem girar no nucleotideo!
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deoxyadenosine (a purine nucleoside)

Emparelhamento de bases!
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Quantas pontes de hidrogénio tem em cada par? Qual tem mais forca?
2. Como seria o emparelhamento de duas purinas?
3. E duas pirimidinas?




Observacao: Outras estruturas do DNA:
tripla hélice e tetrahélice!
Sao chamadas estruturas nao canonicas.....

Fitas com pirimidinas poli-(T)

FIGURA 6-21 Estruturas do DNA de trés e quatro fitas. (a)
O pareamento de bases no triplex de DNA. Os atomos par-
ticipantes do pareamento de Hoogsteen estdo em vermelho;
os pareamentos de bases de Watson-Crick tradicionais estao
em preto. (b) Vista lateral de uma hélice tripla de DNA, con-
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e realizam o pareamento normal de Watson-Crick. A fita poli-
~(T) no plano de trés é paralela a fita da poli-(A) e esté pare-
ada por pontes de hidrogénio de Hoogsteen. (c) Uma camada

de estrutura de tetraplex da guanosina. Um ion K™ no centro
do tetraplex estabiliza a estrutura pela coordenacao dos gru-

tendo duas fitas com poli-(T) e uma com poli-(A). As fitas em

pos funcionais das bases. [Fonte: (b) PDB ID 1BCE.]
azul-claro e azul-escuro, no plano da frente, sao antiparalelas

Tetrahélice:
Sido chamadas estruturas nio canonicas.....
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PERGUNTA CRUEL: Se essas estruturas existem,
Como siao processadas na replicacio e transcri¢ao???




E a estrutura do RNA?
Esta ¢ uma molécula simples fita? O RNA faz também
emparelhamento com pontes de hidrogénio? Quais?

Com ¢ 0 RNA no plano? E por que?

E a estrutura espacial do RNA, que estrutura assume?

E a estrutura do RNA?

O RNA faz também
emparelhamento com pontes de hidrogénio? Quais?
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Emparelhamento com pontes de hidrogénio alternativos!
Inclusive com 3 bases!

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




A estrutura do RNA também nio ¢ inteiramente simples fita!

Estrutura do t-RNA no plano e espacial!

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

Bases modificadas no t-RNA:

These are examples of modified cytosine, thymine or uridine.
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Importancia da pseudouridina nas vacinas de RNA!




Voltando ao DNA: a dupla hélice pode se desnaturar!

AR

Native (double helix) l

Denatured
(random coil)

Uma sequencia rica em AT desnatura mais rapido ou lento
que uma rica em GC..... Por que?

A dupla hélice pode se desnaturar!

| |
3um

FIGURA 6-29 DNA parcialmente desnaturado. O DNA
mostrado nesta micrografia eletrénica foi parcialmente des-
naturado e entdo fixado para impedir a renaturacdo durante a




A desnaturacio provoca um efeito hiper-crémico.... Por que?
O que é Tm?
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A260
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Figura 13. Exemplo de uma curva de desnaturacao térmica do DNA

Barra e Neto, 2015, Rev. Virtual de Quimica




Moléculas de DNA podem ter Tm diferentes.... Por que?

R 4

e

|

? /GC (;ontent

2 35% 50% 66%
e

A Tm Tm Tm

:

(4]

b

- 72 79 o
¢  Temp(°C)

Mas as mesmas Moléculas de DNA podem ter Tm diferentes....
em condicoes diferentes...Por que?

100 — “

guanine + cytosine (mole %)

20

0 ‘r" T w
60 70 80 90 100 110
Interprete essas curvas: =@

vermelho baixa concentracio de sal,

verde, alta concentracio de sal.




https://www.youtube.com/watch?v=XtXfHcllrxg

Melting Curve of DNA
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Mas podemos renaturar uma molécula de DNA!
Que condig¢des ela tem que respeitar?
Que tipo de sequéncia pode resultar em renaturacao?

Native DNA Denatured DNA Renatured DNA

Zippering
Heat (second-order) o (firstorder)
Fast




E podemos medir a velocidade de renaturacio, ou
Reassociacao!!!!

“the Cot value” (cinética de reassociacdo) depende de
concentracio de DNA e tempo
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FIGURA 6-30 Hibridizacdo de DNA interespécies. Duas
amostras de DNA podem ser comparadas pelo aquecimen-
to, para desnaturar as fitas, seguidas pelo resfriamento da
mistura, para permitir a formagao de duplex entre as fitas
complementares. Quanto maior a semelhanca entre as duas
amostras, maior o ndmeros de duplex hibridas formadas, nas
quais uma fita deriva da primeira espécie e a outra fita deriva
da segunda.

A curva de reassocia¢ido ¢ diferente para diferentes genomas!
(mesma concentracio inicial do DNA)

Por que?
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O DNA de mamiferos (incluindo humano) tem curva
de reassociacio em duas (ou mais) fases!!! Por que?
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Esse DNA repetitivo também é chamado DNA satélite
pois pode apresentar densidade diferente do genoma,
E pode ser separado em gradiente de cloreto de césio (CsCl)!
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Esse ¢ um exemplo. DNASs ricos em AT tem densidade menor!

Por que?

Main band
DNA

Satellite
DNA

Concentration of DNA

1.69 1.701
Density (g"cm3)

Desnaturacao e hibrida¢do podem ajudar
em varias estratégias de Biologia Molecular
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FIGURA 6-31 Hibridizacdo em colénia. Veja o texto para
detalhes.




FISH: Fluorescence in situ hybridization
localizando, in situ, sequencias especificas!!!

Exemplo: telomeros......

Fluoresence In Situ Hybridization

Labeling with
fluorescent dye
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Psst, Bob...you’re unzipped.




