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A Biologia Molecular...

* E um ramo da Biologia que explora o estudo da vida em escalas
moleculares

e Estuda as interacdes, a funcdo e a estrutura dos genes a nivel
molecular

e Estd intimamente envolvida com a bioquimica, pois as interacdes
genéticas ocorrem a niveis de atomos e moléculas

* Visa o estudo dos processos de replicacao, transcricao, traducao, suas
regulacdes e seus possiveis erros e caracteristicas.



Johann F. Miescher REtelexele nucleo de glébulos brancos
* Nucleina: molécula grande, ricaemPe N

Albrecht Kossel e Nucleina tem bases nitrogenadas

Richard Altmann e Nucleina tem natureza acida = Acido
nucleico

e Estrutura do nucleotideos
e Acidos nucleicos s3o polinucleotideos




* Cientistas conheciam a composicao do DNA mas nao sabiam sua
funcao

» 1944 — Oswald Avery LY I — a
“DNA E A MOLECULA |
QUE CONTEM AS
INFORMAGOES e —— N
HEREDITARIAS” e
* Elucidacao a partir de
testes com % N g
Streptococcus Linhagern vilenta S
pneumoniae -
Frederick Griffith S|l x| — ™
(1928)

virulenta g morta
viva




* Francis Crick e James Watson -7 de marco de 1953
* a molécula do DNA tem a estrutura de uma dupla

A partir de entdo, a biologia molecular tornou-se, de fato, uma ciéncia que
hoje, apos 63 anos de avangos, traz a cena a transgénese, a genémica e a
possibilidade da clonagem reprodutiva.



Ligacéo
Fosfodiéester OH H

* Dupla hélice de
nucleotideos

* Fitas em sentido
antiparalelo com
sequéncia de pares
de bases
complementares

* Pontes de hidrogénio
entre as bases
nitrogenadas A-T; C-G




Ef"l-lﬁl l"'l [ ol f\lf\ D“IA

* Fita simples
* Ribose
AU, CeG

Obtido pela transcricao do DNA

Cytosine € R
Ntz .— Nucleobases

N
u’l 0

Guanine .

S
N
z i
N
H

Adenine [E]

N

X3

a

Base pair

H

% ]
NH
IEL :
N~ o
H

Nucleobases
of RNA

Uracil

helix of
sugar-phosphates

RNA DNA
Ribonucleic acid

Deoxyribonucleic acid

HH,
M
)
. ©
oo, W
] Q o
(o] i
G
—MH,
o OH g\'?'\ N A
To—p-0 M
il CI H,M
s}
" M
A
o o s{{
=] ! ] N
0-p-0—
Sy g
Ve
E on W
=] M
O=F=0
H Q
Cytosine
y ., B
OH DH
N’L"n
-

Guanine -

Q
= NH
4‘ “N)—NH,

N
-

Adenine [&]

1 2]
Thymine ml

HC

NH
N"'i"' o
H

Nucleobases
of DNA



Replicacao do DNA

* Necessaria para a divisao celular
* Processo semiconservativo
* Sentido 5’ 2 3’

Filamento Filamento
original original
Filamento ilamento

novo novo



Replicacao do DNA

: U@

SSB protein
- ‘ «—— [stops re-annealin
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New DNA

Replication
“bubble”

Prokaryotic DNA Eukaryotic DNA



* Leitura da informacao genética contida no DNA nos genes

Genes sGo segmentos funcionais de DNA: sequéncia de
nucleotideos que codifica uma proteina

* Trés tipos principais de RNA
* RNAm — mensageiro — informacional
* RNAr —ribossémico — funcional e estrutural
* RNAt — transferéncia — funcional



* Realizada pela RNA polimerase

Em procariotos

¥
Promoter

promoter
e E D C B A
] = E. coli chromosome

mRNA molecule
v } ' b
@ Q oo A o, ~

enzymes for tryptophan biosynthesis

RNAm policistronico



Em Eucariotos

* DNA monocistronico

 Varias RNA
polimerase (I, Il, e 1ll)

e introns e éxons

* Processamento do
RNAmM

* Cap — G metilada em
5[

» Splicing
* Cauda poli A

VNG,

VN

Estrutura de um Gene de Procarioto

Promotor Regido Codificadora Terminador

- i I —

Estrutura de um Gewe de eucarioto

Promotor Regiao Codificadora Sitio de PoliA
e = Intron
AAAAAAAAAA
‘L Exon
MRNA

AAAAAAAAAA
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Sintese de DNA
In vitro - PCR



PCR — Polymerase Chain Reaction
Science, 1985 vol. 230, n. 4732 p. 1350 -1354

RESEARCH ARTICLE

Enzymatic Amplification of 3-Globin
Genomic Sequences and Restriction Site
Analysis for Diagnosis of Sickle Cell Anemia

Randall K. Saiki, Stephen Scharf, Fred Faloona, Kary B. Mullis
Glenn T. Horn, Henry A. Erlich, Norman Arnheim

Kari B. Mullis



PCR — Polymerase Chain Reaction

« E um método de amplificacdo (de criacdo de mdultiplas cdpias)
de DNA sem o uso de um organismos vivo.

* O que é necessario para se fazer copias de DNA in vitro?

DNA molde
Iniciadores
DNA polimerase

ol N

Nucleotideos



PCR — Polymerase Chain Reaction

Nouhkwbn e

DNA Molde

Agua r\
Tampao

MgCl2

Iniciadores (primers)

Nucleotideos
DNA polimerase

e

E—

L




PCR — Polymerase Chain Reaction

* Iniciadores (primers)

* Em pares para cada gene

* Iniciador F (Forward)

* Iniciador R (Reverse)

Iniciador F

5’ 1 3’

qh

3' I 5'

Iniciador R




PCR — Polymerase Chain Reaction

* Temperaturas no ciclo da PCR

I I I
] ]
— primer
—
double-stranded . [
DNA [ [— .
Denaturing Annealing Extending
stage stage stage
94-95°C 50-56°C 72°C

Taq Polimerase

Taq - Thermus aquaticus — polimerase termoestavel —

bactéria hipertermoéfila (fontes hidrotermais)



PC Polymerée Chain Reactibh

* Ciclos sao repetidos de
forma a obter-se
quantidade suficiente
de DNA alvo
amplificado

e 25 a2 40 ciclos em média

* Milhares de copias do
DNA alvo ao final do
processo

- - " .

e R RAR

Start:
1 Copy

/\ B New Strand

% After First Cycle:

2 Copies
/ \
% § § § After Second Cycle:

4 Copies
/ 4 /N /N
%% é % § §§ § After Third Cycle:
8 Copies

/ RARATAROIDY

§ %% §§ After Fgurth Cycle:

] Original Template Strand



Genes amplificados na PCR

* Qualquer gene pode ser amplificado desde que os iniciadores

corretos sejam utilizados
* Amplificacao mais comum: fins taxonébmicos — DNA ribossomal
* DNA ribossomal: codifica RNA ribossomal

 Todos os seres vivos possuem ribossomos



Genes amplificados na PCR — DNA ribossomal

Prokaryotic

Eukaryotic (mammalian)

rRNA

& Q-

23S
(2900 bases)

16S
(1540 bases)

28S
(4800 bases)

18S
(1900 bases)

(120 bases)

5.8S
(1 60 bases)

(120 bases)

Proteins
EfE20 R

(Total: 31)
S1 S2 S3

(Total: 21)
L1 L2 13

(Total: 50)
S1 S2 S3

(Total: 33)

Subunits

58
P

23S
508

16S

30S

58S 58

28S
60S

18S
408

Assembled
ribosomes

8
1%



DNA rlbossomal Procarloto X Eucarloto

16S 23S 5S
rRNA rRNA rRNA rDNA procarioto:

\ \ \ gene mais
| | l [ utilizado: 16S

e The - Spacers ————

Tandem rRNA _p o S0 -0 &=
gene repeats

- S

rDNA eucarioto: genes
mais utilizados: ITS e 28S

rtljgln,:grierle - . Promoter
P 5 188 58S 288 3 [ External trascribed spacers
[ rRNA coding sequence
M Internal transcribed spacers

: ;
rRNA R I E External non-trascribed spacer



DNA ribossomal — Immadores Reg|5

Iniciador Sequéncia (5'->3')
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS primers
. ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC
ITSS
SSURMA ‘ther o5k LSURMA ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC
— —
J— . _ ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
535 LF|1
/ ITs2 \ITSqFH ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
zobe ms-1 ms-2
“"“ ITS1-F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA

Prirn ers for rouine sequencing areshown in ba d

ITS4-B

CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG

Sde

Referéncia

White et al., 1990

White et al., 1990

White et al., 1990
White et al., 1990

White et al., 1990

Gardes; Bruns, 1993

Gardes; Bruns, 1993



Visualizacao dos produtos de PCR - Eletroforese

» Separacao de moléculas mediante sua migracao em um determinado
gel durante a aplicacao de uma diferenca de potencial

* As moléculas sao separadas de acordo com o seu tamanho, sendo
gue as de menor massa migram mais rapidamente

* E comumente utilizada para a separacdo de proteinas e acidos
nucleicos (DNA e RNA)

* E realizada em géis de poliacrilamida ou agarose



Eletroforese em gel de agarose

Agarose = polimero polissacaridico (D-galactose e 3,6-anidro-L-
galactopiranose)

Agarose gelifica - nao ha polimerizacao!

% de agarose

. - ageing
no gel varia & ) 45°C —_—
com a amostra e 1000(: — 100°C
em analise %
sol state initial gel final gel structure

Agarazse

OH 0 / \ CHsOH e
CHz  OH oH o © va
OH cha

& o OH

OH o OH
ZH

B(1-4)-(3,B)-anhydro-L-galactose a41-31L -galactoze




Eletroforese em gel de agarose

* Equipamento = Cuba de eletroforese




Ligar a cuba a uma fonte de energia
para aplicacao do potencial

Aplicacao da amostra de DNA no
Gel (DNA + Corante + intercalante
+ glicose)

Posicionar o
gel nacubae
cobrir com
TBE



Eletroforese em gel de agarose

Side view: Sample loaded
into well

Electric field and

Plastic gel box

Direction of migration

Negative (-) Electrode
Amostras de DNA

Positive (+) Electrode

A Polo Negativo B 2 3

e mim i W — | Frogmentos  de
" — /| DNA  separados
T pelotamanho.
E._" e Os maiores em
Gel de a cima e 05
o
agarose 3 menores em
) = . .
imerso em & baixo.
- o
solucdo 1.;;! _—— -
—
Polo Positivo

Inicio do procedimento ————————> Final do procedimento




Eletroforese em gel de agarose

* Visualizacao das bandas em transiluminador ultravioleta




(A) -

Eletroforese em gel de poliacrilamida

* Os principios sao os mesmos da eletroforese em gel de

dagarose

* A poliacrilamida polimeriza = acrilamida + bisacrilamida

e Garante maior resolucao na separacao das bandas |

e Géis verticais

Mistura de
profleinas

s W
'J'\:‘J

o
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TECNICAS DE BIOLOGIA

MOLECULAR BASEADAS NA
UTILIZACAO DA PCR
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TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR BASEADAS NA
UTILIZACAO DA PCR

* Sequenciamento de DNA

* Técnicas de fingerprinting genético
* Microssatélite
* RAPD
* DGGE

* ARDRA






Sequenciamento de DNA

e Determinacado da ordem precisa dos nucleotideos em uma molécula
de DNA

* Determinar a ordem das bases nitrogenadas

» Método tradicional — Método Didesoxi de Sanger (1980)

Frederick Sanger
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Sequenciamento de DNA — Método de Sanger

* Novas reacoes de PCR, porém com

nucleotideos normais e modificados ®-®-@-oct: o Base
H H
H H
* Iniciadores unidirecionais: primers F H' H
ou R Dideoxynucleotide (ddNTP)
* Nucleotideos modificados: ®-®-@®-oct: o  Base
Didesoxinucleotideos: interrompem H H
~ . H H
elongacao da fita de DNA
OH H

Deoxynucleotide (ANTP)
* Marcados radioativamente



Sequenciamento de DNA — Método de Sanger

- - - -
N\ Ne Ne
e e o e

ddATP

ddCTP ddGTP (B)

AR IElR el
v
- e AR RHERRE

dATP
+ dCTP
dETP

ﬁ: ﬁ;ﬁ ,\mump \mdmp
DNA molde _

. . g EMENWHEEWEN| o EHMEANRTERE e 21080 0 o 0 e 6
Iniciador (C) ;EEE_%EHEEE %Eiélﬂmﬁﬂk_‘-@ f}giﬂg 5 Enld |
! o W pEMHAKDE o B
" omerase & = b L N |

MgCl2
Tampao

Eletroforese em gel
de poliacrilamida

dNtps (nucleotideos normais) el
ddNtps (modificados) \
T\ [

()

G B ]

https://www.youtube.com/watch?v=e3UOalXukeQ



Sequenciamento de DNA — Método Automatico

* Reacoes baseadas no método de Sanger — polimerizacao em cadeia
de uma fita simples

* Nucleotideos modificados marcados com fluorescéncia distinta

* N3o sdao necessarias quatro reacdes separadas: todos os nucleotideos em
uma mesma reacgao

* Eletroforese capilar em gel capilar de poliacrilamida

* Leitura por espectroscopia de fluorescéncia (laser)

» Gera grafico - eletroferograma



Sequenciamento de DNA — Método Automatico

DNA Fragments with Dye Terminators
{Smaller fragments pass through the
capillary first)

Capillary tube

As each band of colour

NOOOCOO0 {caused by collections of
dye terminated fragments
of the same size) moves
0006606 past the detector, it creates
a peak inthe signal which is
CROEO® produced gn a grap
—— * Método efetivo e muito
utilizado
0,006
e AATGCAGCTTCGT * Custo elevado

Sequence output

“ Excitation Laser

® ( (CI J * Leitura de sequéncias longas

[ (em média ate 2000 pares de
bases)




Analise das sequéncias de DNA

* Qualidade — picos elevados e definidos
* Geralmente o inicio e fim das sequéncia sao de baixa qualidade
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Analise das sequéncias de DNA

* Edicao das sequéncias em softwares
* Bioedit

e Comparacao das sequéncias com outras em bancos de dados
* NCBI — Genbank

e Uso da ferramenta Blast

) U.S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information Sign in to NCBI

BLAST < Home  RecentResults  Saved Strategies

Help

Basic Local Alignment Search Tool
Magic-BLAST 1.1.0 available
BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The program
compares nucleotide or protein sequences to sequence databases and
calculates the statistical significance. Learn more

The new version offers support for HTTPS, accession.version as the primary
sequence identifier, and fixes problems with SAM flag values.
Mon, 07 Nov 2016 09:00:00 EST

B More BLAST news...

Web BLAST




Sequenciamento de DNA — Nova geracéo

* Os métodos de nova geracao (22, 32 e 42 geracdes) visam tornar o
seqguenciamento de DNA mais rapido, mais barato, mantendo a
confiabilidade das sequéncias obtidas

* As tecnologias atuais permitem o sequenciamento de genomas
completos de micro-organismos em questao de horas

* Porém, exigem o acoplamento de softwares e hardwares de grande
capacidade de processamento

* Geram sequéncias curtas em grande quantidade



Sanger

Automatico

= 454(Roche)

Illumina

PacBio

Sequenciamento de DNA

lon Torrent/lon
Proton

Yelllo!




Sequenciamento de DNA — Nova geracdo

* Estao ligados ao desenvolvimento das técnicas de metagenémica

Metagendmica: Estudo do material genético (genomas) recuperados

diretamente de amostras ambientais

Bacterial genomes
present in a sample Genomes cut into small
fragments

Alignment of DNA sequences with a computer
program to create a larger consensus sequence






Métodos de fingerprinting genético

* O DNA tem a mesma composicao quimica nos seres vivos, o0 que
muda é a sequéncia dos pares de bases

* As técnicas de fingerprinting visam elucidar essas diferencas
mediante o uso da técnica de PCR associada a diversos aspectos
metodologicos

* A visualizacao é feita em gel de agarose ou poliacrilamida: Cada
técnica leva a geracao de padrdes de bandas que variam entre os
diferentes grupos de organismos



* Testes de paternidade

* |dentificacao criminal

* Anadlises forenses

e |dentificacao de doencas

* Analises em processos industriais

 Diferenciacao de micro-organismos
* Diversidade genética

* Comportamento ao longo do tempo

* Etc.



Métodos de fingerprinting genético

Podem ser baseados na técnica de PCR, e no uso em conjunto da

mesma com processos de restricao enzimatica do DNA




Microssatélites

Microssatélites sao unidades de repeticao de pares de bases do DNA

* Contém de 1 a 6 nucleotideos repetidos in tandem por dezenas a centenas

de vezes

* Existem em grande quantidade nos genomas eucariotos e também podem

ser encontrados em procariotos
* Foram considerados “DNA lixo”
* Possuem altas taxas de mutacao

* Formam padroes de distribuicao especificos do DNA — variacao entre taxons




Microssatélites

* Principio da técnica:
* Execucao da técnica de PCR utilizando iniciadores para as

regioes repetidas (microssatélites) — contém entre 15 e 30

pares de bases
* (GTG)5
* (CTG)5
* (ACG)5
* (GACA)4

Aplicacao em gel de agarose ou poliacrilamida



Gel de Microssatélite de isolados de
Cladosporium sp. Utilizando
iniciador (GACA)4



Bahkali et al. (2012)

Figure 1. DNA fingerprinting profiles amplified from 16 different common phytopathogenic fungal
species using the two newly designed primers (CTG)5 and (ACG)5. Twenty pL of PCR products were
separated by electrophoresis on a 1.5% agarose gel for 1.5 h at 7.0 V/cm?. Lanes 1 to 16 are Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum, F. solani, F. graminearum, F. culmorum, F. poae, Macrophomina
phaseolina, Trichoderma harizinum, Stagonospora nodorum, Septoria tritici, Pyrenophora tritici-
repentis, P. teres, Pseudocercosporella herpotrichoides, Penicillium sp., Alternaria sp., Cercospora
beticola, Chaetomium sp. M is the 100-bp DNA ladder.



* Principio da técnica:

 Utilizacao de iniciadores inespecificos que se anelam em

diversas regioes ao longo o DNA gendmico
* Iniciadores curtos: 8 a 12 pares de bases

* Para cada linhagem/individuo a quantidade e o tamanho
dos fragmentos de DNA amplificados oriundos do

anelamento inespecifico sera diferente



RAPD - Randomly Amplified Polimorphic DNA

Adzitey et al., 2013

1 2 3 4 ¢ 9 10 11 12 I3 14 IS5 16 17 I8 19 20

10000 bp
4000 bp
2000 bp
1000 bp— 1000 bp
600 bp
—300 bp
100 bp

Representative RAPD agarose gel showing DNA fingerprints of Salmonella strains.
Lane 1, 1 kb DNA ladder; lanes 2—-19, Salmonella strains isolated from ducks and
their environmental samples; lane 20, 100 bp DNA ladder



DGGE - Denaturing Gradient Gel Electrophoresis

* Muito utilizada na caracterizacao de comunidades microbianas

* Principio da técnica

* PCR convencional com DNA genbmico total extraido de amostras ambientais

— geralmente com iniciadores para DNA ribossomal
* Iniciadores com grampo GC

» Aplicacao dos produtos de PCR em gel de poliacrilamida com agentes

desnaturantes de DNA (ureia e formamida) em gradiente crescente
» Separacao de fragmentos com diferenca de um par de base
e Cada banda = uma populacao

* Excisao das bandas - sequenciamento



DGGE - Denaturing Gradient Gel Electrophoresis

Gradiente de
desnaturacgao

DA,
CE”S extraction PCR PCR products
|
. — > — el N Y
Total DNA === ‘/Checking the yield

_J—— of PCH products
- using agarose gel

Gradient gel _ = electrophoresis

_____ Sradient gel

!___— electropharesis

_— = (D5 GE ar TGGE)

Furification and
sequencing of
the fragments

= > CTGAATCGTA

Cutting the fragments out
of the gel, eluting the DA,
and amplification with
PCR (without GC-clamp)




DGGE - Denaturing Gradient Gel Electrophoresis

Figure 1: Figure 1 PCR-DGGE

18 244324 .48 1 F 54 F 2 3-F B analysis of the predominant
NeE®SNNSB 0 5 100 158 bacterial communities in vaginal
2, B2 2T =" swabs from bacterial vaginosis

BV group{ and healthy women
CN group). (A) Each lane of the
PCR-DGGE gel represented one
subject which was selected in its
group at random. M represents a
- — - —_— - marker constructed in this study
- - ¥vitf|1 theh identified bandsf I:'co
acilitate the interpretation of the
PP -— - . - - - figure. Bands: 1: Uncultured
P.“. Sneathia sp.; 2: Fusobacterium
- — nucleatum subsp. nucleatum
ATCC 25586; 3: Clostridium
o e we WY e o o — - — thermocellum ATCC 27405; 4:
Lactobacillus iners; 5: Clostridium
-— acetobutylicum; 6: Lactobacillus
iners; 7: Clostridium
thermocellum ATCC 27405; 8:
Atopobium vaginae; 9:
" - uncultured Eggerthella sp.; 10:
uncultured Megasphaera sp.; 11:

Lactobacillus crispatus.

-nar

(A) kong et al., 2010



DGGE - Denaturing Gradient Gel Electrophoresis

e Estudo de comparacao de populacdes microbianas em diferentes
ambientes

* Estudo de populacdes microbianas em um mesmo ambiente ao longo
do tempo

* Estudo de populacdes microbianas em ambientes submetidos a
alteracdes ambientais

* Contaminacao com poluentes
* Petréleo e derivados
* Agrotoxicos
* Corantes
* Etc.

* Estudo de populacdes microbianas associadas a plantas
* Endofiticos
* Epifiticos
* Rizoféricos
* Micorrizicos



ARDRA - Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis

* Diferenciacao entre isolados — separacao de espécies para

identificacao

* Principio da técnica

Realiza¢ao de PCR convencional utilizando iniciadores para DNA ribossomal

Apds a PCR, o DNA amplificado é submetido a digestdao com enzimas de

restricao

Eletroforese em gel de agarose

Padroes de banda diferentes indicam espécies diferentes



ARDRA - Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis

* Enzimas de restricao: reconhecem sequéncias especificas do DNA e
promovem a clivagem da molécula em tais pontos - tesouras
biologicas

* Pontos de clivagem: sequéncias palindromicas (repeticdes invertidas)
de 4 a 8 pares de base

15 3 19 3 1"
5’ -CGAGGCGGACAGC CGGTTAACGGAATCGACGC CGGATCGAATC-3
3’ -GCTCCECCTGTCGEC CAATTGCCTTAGCTECGGC CTAGCTTAG-5

Extremidades coesivas Extremidades cegas

| |
G AATTC e— e T TAA S

I C TTAAGC T AT T —
|

———— G AATTC I S TT Yy
I C TTAA G prm—— [ _________J.TY TT —




Microrganismo
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Figure 2. 165-ARDRA patterns obtained from restriction
digestion gel photos with Alu 1, Hae 111, Hinf 1, and Msp 1.
Lanes (1-16) represent the ARDRA groups 1, 2,4, 7,10, 11, 12,
13,14, 17, 18,21, 24, 25, 26, and 27. Lanes M are the marker 100
bp + 1.5 kb DNA ladder; A, B, C. and D represent restriction
digestion gel photos with 4lu 1, Hae 111, Hinf 1, and Msp L.






