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PCR: Reacao em Cadeia da Polimerase
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A quimica da replicacao - substratos
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Pareamento de base com molde é que seleciona nucleotideo a ser incorporado !
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Regido do DNA-alvo
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Apds 20 ciclos, a sequéncia-alvo foi amplificada em cerca de 10° vezes.



Cada ciclo da PCR tem trés etapas:

1. Desnaturacao 94°C 30 secs - 30seg

2. Anelamento 55°C 1min
depende da Tm do primer

3. Extensao/Polimerizacao 72°C 1min para cada 1000bases

DNA polimerase para PCR tem que ser termoestavel!
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Eletroforese em Gel de Agarose

(a) DNA aplicado nos pogos
/ _Gel de agarose
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Eletroforese em Gel de Agarose
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PCR convencional & semi-quantitativo
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“Real-time PCR"”: Deteccao dos produtos de PCR com fluoroforo Sybr Green
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Numero de ciclos da PCR

C; — (Cycle Threshold) = Numero de ciclos em que a fluorescéncia
detectada ultrapassa o limite da fluorescéncia basal (threshold)



Diagnodstico de doencas infecciosas

Aplicacoes

(exemplo: RT-PCR para COVID19)

Testes de DNA (paternidade e forense)

Clonagem Molecular (a seguir)
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Tecnologia do DNA recombinante
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O que é (e o que nao é) DNA recombinante?

Molécula de DNA (nova — inexistente na natureza) gerada pela
juncao de duas ou mais moléculas de DNA de fontes
(e geralmente organismos) diferentes

“Re-combinar” no sentido de combinar moléculas de uma maneira diferente

* Diferente de recombinacdao homoéloga, que é uma via de reparo de DNA

O que é Clonagem?
Processo que gera copias idénticas de algo:

* DNA (clonagem molecular — essa disciplina!l)
* células (isolamento ou selecao de uma célula com dada caracteristica)

e organismos (Dolly!)



Photo from the Nobel Photo from the Nobel Photo from the Nobel
Foundation archive. Foundation archive. Foundation archive.

Paul Berg Walter Gilbert Frederick Sanger

Prize share: 1/2 Prize share: 1/4 Prize share: 1/4

The Nobel Prize in Chemistry 1980 was divided,
one half awarded to Paul Berg "for his fundamental
studies of the biochemistry of nucleic acids, with
particular regard to recombinant-DNA", the other
half jointly to Walter Gilbert and Frederick Sanger
"for their contributions concerning the
determination of base sequences in nucleic acids"



Mas porque foi (e ainda é!) tao importante?

Pesquisa basica: Biotecnologia:

- Identificar genes (triagem) - Insulina e horménio do crescimento

- Estudar funcao de genes e/ ou do RNA - Transgénicos e engenharia genética
ou proteina que codificam - Uso forense e teste de paternidade

Expressar proteinas para ensaios bioquimicos = e
Determinar estrutura da proteina
Sequenciamento

Clinica:

- Diagnostico de microrganismos

- Diagnostico de doencas genéticas
- Terapia génica



Como “re-combinar” DNA?

- Uma forma de obter o DNA que desejamos clonar (PCR)

- Uma forma de cortar DNA
- Uma forma de ligar o inserto em outro DNA
- Uma sequéncia de DNA “receptora” adequada

- Uma maneira de fazer copias (clones) da nova molécula gerada



Plasmideos

DNA cromosomal

Tetracycline
resistance
(tetR)

Ampicillin
resistance

DNA plasmidial (ampR)

Origin of
replication
(ori)



Resisténcia a antibidtico permite selecionar
as células que receberam o plasmideo

of E. coli cells

Host 1 Transformation
DNA

selection of
transformed cells

Agar containing
tetracycline

All colonies
have plasmids

Origem permite que bactéria faca copias do plasmideo

cell propagation




Transformacao de bactérias
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Como “re-combinar” DNA?

- Uma forma de obter o DNA que desejamos clonar (PCR)

- Uma forma de cortar DNA
- Uma forma de ligar o inserto em outro DNA
- Uma sequéncia de DNA “receptora” adequada

- Uma maneira de fazer copias (clones) da nova molécula gerada



Enzimas de Restricao

Enziy Segiéncia Produto
G GATCC
Bam HI —
CCTAG a3
, B AATTC
Eco RI CTTAA 6 - Reconhecem sequéncias palindrémicas
- Geram quebras de fita dupla
Hind 111 —_— . AGCTT - Podem gerar extremidades cegas ou coesivas
A - Origem bacteriana (EcoRI = E.coli;
T GG cCE BamHI= Bacillus amyloliquefaciens)
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Ligacao

EcoRIl makes Mfel makes
sticky ends sticky ends

complementary sticky ends

Joining of fragments with
using DNA ligase




1. Cortar plasmideo com enzima de restricao para abrir

2. PCR para amplificar o gene de interesse a partir do DNA de origem
3. Ligarinserto (gene de interesse) no plasmideo

4. Transformar bactéria para receber esse DNA

5. A bactéria faz cépias do plasmideo
(selecionar bactérias que tem plasmideo com antibidtico)

6a. Purificar plasmideo da bactéria
e transferir o DNA para espécie de interesse

6b. Expressar proteina de interesse na bactéria e purificar a proteina
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Reproducao seletiva vs transgenia

Brassica oleracea
Selection Selection Selection Selection Selection Selection
for terminal  for lateral for stem for leaves for stems for flower
buds buds and flowers clusters
Cabbage Brussels Kohlrabi Kale Broccoli Cauliflower

sprouts



Metodos de melhoramento genético

Ahmad et al., 2020 https://doi.org/10.1093/bfgp/elz041 Briefings in Functional Genomics
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Elite variety
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Plant transgenic breeding (4-6 years) egenerated mutant plants NBTs i.e., Genome editing (4-6 years)

Apenas este é um transgénico (TRANSgenia = insercao de um gene de outra espécie)



Exemplos

Soja/milho/canola resistente a herbicida por introducdo de um gene de resisténcia vindo de uma bactéria

-> permite usar um herbicida sé (ao invés de varios) para controlar ervas daninhas

Milho/algoddo contendo gene de resisténcia (vindo de uma bactéria) para impedir crescimento de insetos

-> permite reduzir o uso de pesticidas

“Golden Rice” — Arroz que contém dois genes (um de narcisos, outro de bactéria) para sintese de Vitamina A

-> aumenta o valor nutricional

Muito outros exemplos, basicamente para

Resisténcia a herbicida
Resisténcia a alguma praga (inseto ou virus)
Tolerancia a calor ou falta de d4gua/aumento da produtividade/reducdo da area plantada

Melhorar valor nutricional



« Em margo de 2005, foi aprovada pelo Congresso Nacional a Lei da
Biosseguranga, essa Lei tem o objetivo de proteger a diversidade e a
integridade do patrimonio genético do pais, ou seja, um conjunto de
medidas destinadas a prevengdo de riscos em processos de pesquisas,
servicos e atividades econdmicas que possam garantir a saide humana
e evitar impactos negativos ao meio ambiente.

A CTNBio é a instituicdo responsdvel em proteger a diversidade e
integridade do patrimonio genético brasileiro pelo estabelecimento de
normas de seguranga e de pareceres técnicos relativos que autorizam
ou ndo testes de campo, produgdo e comercializagdo de OGMs.



Controvérsias

Efeitos sobre saude?
Efeitos sobre ambiente?

Efeitos econOmicos?



