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*Histéria da Genética Molecular;
*Organizacgao e estrutura dos genomas;
*DNA e RNA
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@ O QUE E GENETICA?

G

+ E 0 estudo dos genes e de sua transmiss&o para as
geracgdes futuras.
« E dividida em:
- Genética Classica = Mendel (1856 — 1865)
“unidade fundamental da hereditariedade”

- Genética Moderna = Watson e Crick (1953)
“pedago de DNA que codifica uma proteina”
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@ A estrutura do DNA

*DNA é o0 material genético

*Estrutura regular (difracéo de Raio-X)
eFitas complementares de nucleotideos
*Dupla hélice

*DNA associado a proteinas

@ A estrutura do DNA
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*Quantidade de G = quantidade de C

Acido desoxirribonucléico - DNA

A dupla hélice de DNA
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Nucleotideo — A unidade de
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Desoxirribose:

0 agucar do DNA

Bases nitrogenadas

OH [OH oH W

Ribose 2-Deoxyribose

Adenina Timina

Purinas () Pirimidinas

Citosina

@ Principais Tipos de RNA

Acido ribonucléico - RNA

Ribonucleotideo — O bloco
de construcéo do RNA
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*RNA mensageiro (MRNA): contém a informagao genética
para a seqiiéncia de aminoécidos das proteinas

*RNA transportador (tRNA): identifica e transporta os
aminoacidos até o ribossomo

*RNA ribossémico (rRNA): constituinte dos ribossomos

RNA: um &cido nucléico com
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G DNA x RNA

Dogma Central da Biologia

Molecular

DNA RINA
. Desoxirribose Ribose
% A G CT A;G;C;U
; Dupla fita Fita simples; dobrada
2

Armazena informacées Transporta
informacdes; funcdes
estrutural e catalitica

Molécula grande Molécula pequena
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Replicacao

. P
*E 0 processo na qual o *'//
DNA é duplicado, a partir D)
da fita molde. £

@ Enzimas que participam da =/

replicagao

Replicagédo DNA

) Transcricéo
Transcrigéo
Reversa

RNA

Traducéo

Proteina

Regras basicas do processo de
replicagao do DNA

*Processo semiconservativo
eInicio da replicacdo
- Origem
*Movimento da forquilha de replicacéo
- Unidirecional ou bidirecional
*Dire¢do da replicagéo
-5 3

Semidescontinuidade da replicacao

*DNA Polimerase
*SSB (Single Strand Binding Protein)
*Primase
*Helicases (DnaB)
*Topoisomerases
*DNA ligase

Sintese da caoeia principal

DOVOVE

Sintese da cadeia secundaria

DMNA mais recentemente
sintetizado




Transcrigao

*E 0 processo pelo qual uma molécula de RNA é
sintetizada a partir da informacdo contida na
sequéncia de nucleotideos de uma molécula de
DNA de fita dupla
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l Processamento do transcrito primario
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. l Uni&o dos exons
w7 I . A(n) MRNA
Transporte para o citoplasma
Tradugéo

*RNA é imediatamente liberado do DNA
*Producéo simultanea de muitas copias a partir
do mesmo gene
- Gene com 1.500pb
*Transcri¢cdo = 50 segundos
*15 RNA-polimerase/gene

*1 hora = milhares de transcritos

@ Transcrigao

(') CGCTATAGCGTTT(3") DNA fita codificadora

(3') GCGATATCGCAAA(5") DNA fita molde
(5") CGCUAUAGCGUUU(3") RNA transcrito
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@ Introns e Exons

sintron — regi&o n&o-codificante de um
gene, transcrita na mélecula de RNA, mas
removida pelo processamento do RNA

- 80 @ 10.000 nucleotideos
*Exon - Seguimento de um gene formado

por uma seqiiéncia de nucleotideos que
serdo representados no RNA

*Processamento: processo de remocéo de
introns e jung&o de éxons no RNA
mensageiro de eucariotos




@ Traducéao

*Processo na qual uma seqiiéncia de
mRNA é convertido em uma proteina.

@ Caodigo Genético

* Conceito:

Sao as instrugcbes para sintetizar
moléculas protéicas e estdo inscritas em
cédigo nas moléculas de DNA dos
organismos Vivos.

: @ Caodigo Genético

Trincas do Codigo Genético

« Cada trinca de nucleotideo do DNA corresponde a um aa na
proteina.

» A combinacgao das 4 letras genéticas TACG, 3 a 3, permite
obter 64 trincas diferentes.

« 61 correspondem a aminoéacidos e 3 correspondem a cédons
de terminagdo; UAA, UAG e UGA.

@ Cadigo Genético

Caracteristicas do cédigo genético

Triplice: 3 bases = cédon codificam um aa

*Degenerado ou redundante: um mesmo aminoacido pode ser
codificado por varios cédons diferentes

*Né&o é ambiguo: cada cédon é corresponde a somente um
aminoéacido

*Com sentido: Start codon a um stop cédon;
*Universal: o mesmo para todos seres vivos

Utilizag&o preferencial de codons: codon usage

Primeira letra
Terceira letea




Tradugéao

(5') CGCTATAGCGTTTI(3")
(3") GCGATATCGCAAA(5")

DNA fita codificadora
DNA fita molde

{5’) CGCUAUAGCGUUU(a'} RNA transcrito

Arg-Tyr-Ser-Val

Proteina traduzida

Os Genomas

Virus == DNA ou RNA | — Fitasimples

.

Células == DNA e RNA
/ \\

Procaridticas

Fita Dupla

Eucaridticas
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Cromossomo Cromossomo

Plasmidios Mitocondrias

Cloroplastos

Os Genomas
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Plasmideo

Os Plasmidios

e Cromossomo + Plasmideos
O genomadakE. coli
- 4.639 kb

- 2.400 genes

- 80% da molécula de DNA

- 1.897 genes codificantes de proteinas

“Elemento genético, extra-cromossOmico, capaz
de replicar independente do cromossomo”

- Dupla fita de DNA,; Circular

-1-100(+) Kb; < 1/20 do cromossomo

* Diferentes dos virus

- N&o causam danos as células il "-"&'To”"““m
~ ~ PRRT
- Nao séo formas extracelulares L ks
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. Hed W
e Diferentes do cromossomo 7

- Nao contém genes essenciais




O Genoma dos Organismos
Eucaridticos

O Genoma Humano

23 cromossomos
31.000 genes
3.000 milhdes de bases
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O Genoma dos Eucariéticos

" Célula
Y

nuclear

Genoma /

' Genoma mitocondrial

» O genoma nuclear:

- E. coli: 2.400 genes; 1.897 codificam proteinas

- Saccharomyces cerevisiae: 6.600 genes; 5.800
codificam proteinas Exemplos utilizagao

- Humanos: 100.000 genes, codificam proteinas;
genes > (+ introns)

Compactagao do DNA em
Cromossomaos

Genoma humano:

- Exons
. 70%
-introns

- DNA repetitivo (ndo essencial ?)
- 30%
- N&o codifica
- N&o transcreve

- Repetidas muitas vezes

» Genoma humano
- 23 cromossomos - 1 metro

- % DNA + Y Proteinas

*Proteinas

- RNA polimerase, DNA polimerase, reguladoras, Histonas

*Cromatina
- DNA-Proteina - Compactagdo do DNA




Técnicas de Genética

Molecular

Reacédo em Cadeia da
Polimerase - PCR

*PCR
*Sequenciamento
EST

«1983: Kary Mullis
«1985: 1° artigo
*Processo patenteado em

1989 por Cetus Corporation
& Hoffman-LaRoche

*1993: Nobel da Quimica

*Grande quantidade de DNA em pouco tempo.
*Baixo custo

*A amostra de DNA ndo necessita de estar altamente
purificada

*PCR pode amplificar uma tnica molécula de DNA / RNA

*O produto do PCR pode ser digerido com enzimas de
restricdo, sequenciado ou clonado.

i

DNA
polimerase
dCTP
dGTP
dTTP
dATP

dNTPs Iniciadores

Em solucéo tampéo de PCR, H20 ultra-filtrada (pH 7,0)
e 6leo mineral.

«E dificil exagerar o impacto da PCR na Biologia Molecular

*Simplificou e democratizou as técnicas de Biologia
Molecular

*Possibilitou extender a Biologia Molecular para disciplinas
nunca pensadas como Ecologia, Direito, Arqueologia,
Economia, etc.
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@ . Mecanismo

» Divide-se em 3 passos principais, que se repetem por
25 a 35ciclos:

- Desnaturacéo .

o e
- Hibridacédo ST SN HETLR T e
- Extensdo B SOOI e

SO R MR T

» A quantidade de DNA final segue pg DR, IR
uma fungéo exponencial, onde: i

N=Nq.2n
k; cycla= |g8 Amplicen

*N: nimero final de cadeias de DNA
+NO: nimero inicial de DNA molde (template)
s dbom fioruz br/helpdesi/mbiology/PCReurso.pf

*n: nimero de repeti¢cdes do ciclo

G Hibridago

*Processo no qual ocorre a separagdo da
fita dupla de DNA por meio da elevacédo da
temperatura.

*As amostras sdo aquecidas a 94-96 °C
durante um a varios minutos.

@ _ Extensao

*A temperatura é reduzida a 55-65 °C durante
alguns minutos.
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. Primer 1
primer.
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Sequincia Alve B5 - 64°C

*Os iniciadores hibridam com as sequéncias
complementares do Molde.

Sequenciamento

* Eleva-se a temperatura a 72°C durante 2 minutos.

*O DNA polimerase atua junto dos iniciadores
que hibridaram, comeg¢ando a duplicacdo da
cadeia e recrutando no meio os nucleétidos
complementares disponiveis.

_ @ Sequenciamento

Reacéo de
Sequenciamento
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T Primer

*Método didesoxi conhecido também como de
terminadores de cadeia ou de Sanger
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Polimerizagdo de DNA

Polimerizagao de DNA
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@ Sequenciamento de DNA
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Sequenciamento parcial de
transcritos




O que séao ESTs?

EST= Expressed Sequence Tag
(Etiquetas de Sequéncias Expressas)
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Sequenciamento parcial de

transcritos

REGIAO CODIFICADORA
ATG | | sTop

ESTS — AAAAA

JTTTTT

oo s . PTIMATIO

. Exciséo dos exons
[ = - |

Tranaporte para o choplemma
.

Traducio

, Processamento do transcrito

T oA A
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Sequenciamento parcial de

transcritos

EST 3

ess— o

AAAAA
ESTS ™ JITTTT

EST 3

EST 3

AAAA

TTTTT
EST 5’ EST 3

“Cluster” AAAA
de ESTs ou e L
de “reads” EST5 | AAAA
1 TTITTT

EST5 AAAA

TTTTT

EST S AAAA

Seqliéncia LLARRS

“consenso”
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