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Bancos de DNA




Bancos de DNA

e E uma colecio de clones quee represemntam
a totalldade dbo genoma dadk um

determinado organismo

e Consiste die todas as muddeclidess dde DNA
recombinantes qgaee foram geradas pek
ligacao do DNA do organismo a um vetor

(plasmideo, Haateeiodé@mgo ou cosmideo)

e Servem para isolar M especificos dege um
organismo




Caracteristicas dos Bancos de DNA

e Sao usadas (o e oes e paEa
procariotos

e Em eucariotos ugssa-se hlilmera ggeodmeea
para estudo de regioes rexguléibyess

e Independe dip tipo de célula uttlizzda gaaea
a obtencao do DNA




Tipos de Bancos de DNA

BIblIOteCa Gen6m|ca = fragmentos de DDA

Biblioteca de cDNA - nrna




Biblioteca Genomica
- Representa ttmiid 0 genoma @k um organismo

SEOL ENUTLANENSTE) -




Biblioteca Genomica

DNA gendmico

digestao parcial com enzimas
de restricao ou mecanicamente:
sonicagao ou nebulizagcao

Fragmentos

Empgco’_camento
Clonagem em vetoreg — mvitro

Insercao dos vetores nas células
hospedeiras




EM EUCARIOTOS

* Peguena porcentagem do genoma codifica

CDNA




Biblioteca de cDNA

e E 0 conjunto de clones diss segii@ncias
codificadoras qgee est@ao sendo expressas

pela célula mequedke momETm, aldbiokio

atraves dima clonagem de moleculas commes
do mRNA.

e E usada mimcipzimente pama células
eucarioticas.

e Varia de acordo com o tecido utilizado .




Biblioteca de cDNA
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Biblioteca de cDNA

Sintese de cDNA fita dupla
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Clonagem de cDNA em fago A
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: Escolha do
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W
= mRNA DNA
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8 Digerir o DNA,

Farcial ou completamente
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Fracionar por tamanho
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itulagdo e caracterizagao
da Biblioteca

Biblioteca genomica e de cDNA

Etapas ma construcao
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Pontas coasivas (Cos)

Clivagem parcial com
|| SaudA. Isolar
Y fragmentos de 35-45 kb

Cosmideo recombinante
replica-se como um plasmideo.
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Diferencas estitee (mibioieca Geaodmiea e e cDNA

Biblioteca genomica:

- Representam uma amostra aleatoria de todas as sequéncias
de DNA de um organismo

Biblioteca de cDNA
- Contém moleculas que foram transcritas em mRNA

- Producao de grande quantidade de mMRNA por células
especilizadas

- Varia de acordo com tipo e estado fisiologico da celula

- mMRNA é processado




Utilizacao de bibliotecas

Sequenciamento de
todos 0s Insertos usando
Iniciadores do vetor

Projetos genoma / transcriptoma




Triagem de uma biblioteca

e Deteccao do produto do gene pela
utilizacao de anticorpos

e Deteccao do DNA através da técnica
de hibridizacao




Triagem de uma biblioteca

/ | N\

Sonda de DNA Utilizar sonda de
oligonucleotideos
derivado de uma

Conhecer parte da ,
proteina

sequéncia do gene

l ' Codon degenerado
Conhecer cerca de
Sequéncia | 6aa contiguos
completa do gene

Anticorpos




1- Deteccao do ppoodito do ggree pelo uso de aaritcpmss
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1- Deteccao do ppoodito do ggree pelo uso de aaritcpmss
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2- Deteccao dio DDA atraves da téaenoza de Hioroiizzaeao

HIBRIDIZACAO DOS ACIDOS NUCLEICOS

e E a formacdo de molécula fita dupla,

atraves do pareamento de duas fitas
de DNA ou uma de DNA e outra de
RNA complementares, nmas de
origens diferentes

e Hibridizacao # Renaturacao




SONDA de DNA
- Sequéncia de DNA Marcada

Marcacao da Sonda de DNA

sRadioativa: 32P — nick traslation

Enzimatica: peroxidase, fosfatase alcalina




Marcacao da Sonda de DNA
Radioativa: 32P — nick thaamstimm
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Marcacao da Sonda de DNA

*Enzimatica: peroxidase, fosfatase alcalina

Doiibde-slranded DS probe

Migaltvaly-charged denalured
probe

DR, laballing reanent —
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2- Deteccao do ODMA atraves da téarnoza de hiuoithizzaeao




2- Deteccao do DDA atraves da tearnoea de hoitlzageao

\\ Master plate of
A phage plaques
on E. coli lawn

Flace nitrocellulose filter on plate
to pick up phages from gach plague

- \, Nitrocellulose filter

solution to lyse phages and

[ Incubate filter in alkaline
_denature released DNA

.-"‘____ Single-stranded phage

" DNA bound to filter

Hybridize with labeled probe;
perform autoradiography

f"!SignaI appears over
phage DMNA that is
comp lementary
to probe




Caracterizagcao da sequéncia encontrada

e Sequenciamento de DNA

 PCR

» EXpressao da sequéncia codificadora




Southern Blot - DNIA
Northern Blot - RNA

Western Blot - Proteina




Southern Blot

stack of paper towels

1A} wnlabeled DNA
cut with o
restriction

By i

nitrocellulose
paper

labaled DNA
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agarose

gel

alkali solution

DA FRAGMENTS SEPARATED SEFPARATED DNA FRAGMENTS BLOTTED
BY AGAROSE GEL ELECTROPHORESIS ONTO NMITROCELLULOSE PAPER

e Sonda: sequencia de DNA

remove nitrocellulose
paper with tightly bound DNA

LABELED DNA PROBE
HYBRIDEZED TO
SEPARATED DNA

labeded
DMNA probe
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Northern Blot

Separate RNA on an
Agarose Gel Transfer or BLOT RNA from
" PROBE GEL to Nylon Membrane
|

Membrane with Radiolabeled probe
RMNA bands Incubated with ~ Bound RNA Bands
H transferred to it Nylon Membrane H are Exposed on Film

e




Western HBluit

Amostras Transferéncia

Electrophoratic Transfer
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Western HBluit
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