UN.2 -PATRIMONIO GENETICOE
ALTERACOESAO MATERIAL GENETICO

Cap.2.1. Alteracbes do Material Genético
Engenharia geneética

i
- - i »
. 3 i » " {
------------------------- Nl B 5 ° o R
' K . . €, suq : N e

b . i” 4 )..\.“‘V-
. S £V
B\

7 OIS —

Biologia 12° ano




UN.2 -PATRIMONIO GENETICOE

ALTERACOES

Cap.1.1.
Transmissaodas
caracteristicas
hereditarias

Mutacoes

Situacdo Problematica

Que desafiossecolocama genéticano
melhoramento da qualidade de vida?

Comose encontra
organizado o
material genético, e
gue mecanismosde
regulacdo actuam?

Comosaotransmitidas
ascaracteristicas dos
progenitores a

descendéncia?

Essencial
para
compreender

Quetipo de
modificacbes
podem ocorrer

Osgenesque Como
herdamos
podem sofrer
alteracbes?

nosgenesque
herdamos?

modificar os
genesque
herdamos?

AO MATERIAL GENETICO

Cap.1.2.
Organizacéoe
regulacéodos

genes

Fundamentos
de Engenharia
Genética




MUTACOES
INDUZIDAS ESPONTANEAS
Provocadaspor Erros nos processos
agentesmutagenicos celulares sem nenhuma
externos iInfluéncia externa
ﬂ ﬂ Biotecnologia capazde intervir
no DNA

Substancias

capazesde

causardanos

no DNA
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DAte ao inicio da décadade 70, o DNA era o componente
mais dificil de analisar, sabia-se:
- da sequéncianucleotidica;

- das proteinas associadas;
- fazia-se analise genética atraves de meétodos indirectos.

DzA partir da década de 70, o desenvolvimento e
dominio de tecnicas permitiu

|

Engenharia Genética modificacao do DNA de um
organismo para produzir novos genescom novas
caracteristicas.
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DEstudo de mecanismos de replicacao e expressao
genica,;

Dbeterminacédo da sequénciade um genee proteina que
codifica;

DZulturas microbianas capazesde produzir substancias
uteis (ex. insulina, hormonas de crescimento,
vacli naseé) ;

D7 estesde paternidade;
Dbiagnostico de doencasgeneticase infecciosas;

D2Aperfeicoamento e rentabilizacdo dos processosde
producao de vinho, pao, queijo, iogurte, etc.
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TECNICA DO DNA RECOMBINANTE

____________________________________________________________________________________________________________ S o Reaul

DBurgeem 1973,ap0s  [QDNAdo virus
o ra na célula

estudos com bactérias

em que fol descoberto

gue estassao capazes
de sintetizarem \

enzimas que cortam
o DNA de outros
organismos dueas
parasitam, como Virus

A enzima de restricao cinde o DNA
do virus em zonas especificas
— as zonas de restricao

Outras enzimas degradam o DNA
do virus em fragmentos menores

(bacteriofagos),

actuando como

mecanismo de defesa.  ceua DNA da En\zimade
?boascegﬂgl)ra bactéria restricao
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DNA viral assim que este penetra no citoplasma,
Impedindo assim o ataque viral.

DZém a capacidadede reconhecer sequénciasnucleotidicas
especificasde DNA, ligarem-se a essaszonase clivarem a
molécula nesselocal i enzimas de restricao
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A EcoRIl reconhecee corta o DNA no mesmo local nas
duas cadelas.

5 0 N-N-N-G-A-A-T-T-C-N-N-N 30
3 0 N-N-N-C-T-T-A-A-G-N-N-N 5




ENZIMAS DE RESTRICAO

Assim, quando se separa o0 DNA cortado pela

EcoRl obteremos extremidades chamadas
coesivas ou adesivas (corte assimetrico)
porgue sepodem sobrepor novamente.

5 0 N-N-N-G A-A-T-T-C-N-N-N 30
3 0 N-N-N-C-T-T-A-A G-N-N-N 50
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A Quais as enzimas que produzem:
a) Extremidades abruptas?
b) Extremidades coesivas?
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IMPORTANCIA DAS ENZIMAS DE
RESTRICAO

Cenede nleresse Seleccao do gene de
BT interesse.
?. 5; . ‘?r :1' -
| Vi THIEND QRRERDA
'\\ ; DNA de outro organismo : lcorte do gene de
m\FT 0 e o T D interesse e do vector com
PO o A ) amesma enzima de
g, (enzima de restric3o) +Hind [l {enzima de restricao) 4 =
. " v restricao.
'ki' ._(.’:-" N £ p) e - W o
a . o xi oA _EHGEE '
) 2 ® A Formacao de
/ extremidades que se
; podem emparelhar por

& 4 complementaridade,
@"S’ﬁ éiééugmmm formando pontes de H.

I Acgio da igase de DNA

Adicao da ligase para

\ / ligar covalentemente as
kg duas moléculas,

formando um rDNA.




INSERCAO DO DNA RECOMBINANTE

NUM VECTOR
Fninm.Q
DNA— de restnicao
' 4
€ ﬂ@ -"*7 Gene
<
Alula humana e
Célula huma ~ ® . AS
’ - h= s 0 e
Chogue l‘;rlmm ) s mu |t| pI iIcam -Se,
! < " Sl copiando
Bactéria -"L = .
D Plasmidi Enzima ® de IntereSSE,
que Ticam dlspcm iveis pard posiinEs
posteriormente
— st extraido para

diversos fins
(estudos
laboratoriais).

O choque térmico
permite aentrada do

Formacdo de plasmideo na bactéria.

fragmentos, para
seleccionar 0 gene de
interesse e inserir 0
DNA num vector.

SO as bactérias com o plasmideo
sobrevivem, pois € este que
confere resisténcia ao antibidtico
gue se coloca no meio.




TECNICA DO DNA RECOMBINANTE

(rDNA)
Substancia obtida pela Aplicacio
tecnologia do rDNA plicag
Hormona do crescimento Disfuncao Hipofisaria
Factor de crescimento da Processosde cicatrizacao de
epiderme feridas
DAs biblipteemsade genespgdem tambem sergersegul
Factores H i
VIl elX emotiia
Vacina para a hepatite Hepatite B
Testeda SIDA Despiste da SIDA

Evita a extensaode danos

Superoxido dismutase , NP
apos enfarte do miocardio

Eritropoetina Anemia
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TECNICA DO DNA COMPLEMENTAR
(cCDNA)

Como seisolou o0 generesponsavelpela producao da

Insulina humana?

Moléculas de mRNA
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PRODUCAO DE DNA COMPLEMENTAR
(CDNA)

Extraccdo do RNAm presente
MAL. | RNAm numa célula, e que representa
Tanscriptase todos o0s genes que sao
l e expressos.
Célula
AAAL.. & RNAm
T iniciador .
Adicao de um Iniciador para
oo l formar um segmento e cadeia
- rancriplase . .,
L reversa dupla que permita a sintese de
AMA... RSQ uma cadeia de DNA por
s @ complementaridade  pela
mRNA l transcriptase  reversa.
TITT £ cDNA em cadeid
X7 simples
Sintese l
CDNA
N, DNA em cade
CONA em cadeja
N\ TTTT" €8 dupla N
Y | 5
L polimerase, formando um
ONA DNA em cadeia dupla.
polimerase




APLICACOES DA TECNICA DE DNA
COMPLEMENTAR  (cDNA)

MEKNA
=i purificado
Transcri Prase b oy
sa o
gy
cDNA (/\" w";‘*-\
4 I \
E. coli Administracao L )
Insulina _ de e R\
> > insulina %Qqh;;, \
. - — o 3 i ¥
i 4 v e 1
/7 : \ )
Y Plasmidio DNA N, ! .
) = . transformadao
) - (Ccorne)
Vector de (’\pl'(’!-'&_ln
para E. coli

As bactérias A insulina
Isolamento Clonagem do produzem pode ser
do gene gene num elevadas administrada,
humano plasmideo e quantidades com
para a insercéo de insulina diminuicao

producao numa pura e a dos riscos e
de insulina. bacteéria. custos complicacoes
reduzidos. de saude.

Também permite o0 estudo laboratorial dos genes humanos.




tada por um cientista.inglés,

.

/
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TECNICA DO DNA fingerprint

E como sechegoua estatécnica?

Sabendoque:

o0 DNA é uma molécula que seencontra
no nucleo das células do nosso corpo;

o0 DNA contem toda a informacao sobre
0 NOSSOCOrpo €...

...por Isso, cadaser humano tem um
DNA diferente...

é e n t pravavelmente, seria possivel
identificar cadaser vivo a partir do seu DNA.
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UN.2 i Patriménio

Mas como comparar DNA proveniente de
diferentes sereshumanos?

E necessariorecolher uma amostra de DNA. Por
exemplo, uma gota de sangue

ou um cabelo.

Com a amostra prepara-se uma extraccaodo
DNA, obtendo-seno final uma solucao.

Como o DNA é uma molécula muito longa tem
de ser cortado em pequenosfragmentos.
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A Paracortar o DNA utilizam -seas
enzimas de restricao.

r— o =
A s

1 Ctromosemal ONA
™ digested with EcoRl|

~meeme A Cadaenzima faz varios cortes em
bi% locais do DNA que elareconhece.

{L
u.}/“- masnranes A Nas como o DNA de cada
w\(ﬁﬁ? individuo é diferente aenzima

corta sequénciasde diferentes
tamanhos. '
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TECNICA DO DNA fingerprint

Ja temos uma solucao que contem varios

fragmentos de DNA de diferentes
tamanhos.

Mas nao 0s vemaos.

Paraisso é necessarioadicionar um
marcador para ostornar visiveis.

Entao podemos adicionar uma substancia
fluorescente ou radioactiva
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Estatécnica
chama-se
electroforese
e é anterior ao

DNA
fingerprinting.
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TECNICA DO DNA fingerprint o

O DNA é coloca@sobre o0 gel, nazonado
polo negativo.

Como o DNA é predominantemente negativo, é
atraido para o polo positivo

Osfragmentos do DNA vaoi ¢ o r mogel mais
rapidamente quanto menor for o seutamanho.
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TECNICA DO DNA fingerprint

Electroforese por marcadores
fluorescentes
Electroforese por marcadores
radioactivos



