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Bancos de DNABancos de DNABancos de DNABancos de DNA



Bancos de DNABancos de DNA

�� ÉÉ umauma coleçãocoleção dede clonesclones queque representamrepresentam
aa totalidadetotalidade dodo genomagenoma dede umum
determinadodeterminado organismoorganismo

�� ConsisteConsiste dede todastodas asas moléculasmoléculas dede DNADNA
recombinantesrecombinantes queque foramforam geradasgeradas pelapela
ligaçãoligação dodo DNADNA dodo organismoorganismo aa umum vetorvetor
(plasmideo,(plasmideo, bacteriófagobacteriófago ouou cosmídeo)cosmídeo)

�� ServemServem parapara isolarisolar DNADNA específicosespecíficos dede umum
organismoorganismo



CaracterísticasCaracterísticas dosdos BancosBancos dede DNADNA

�� SãoSão usadasusadas principalmenteprincipalmente parapara
procariotosprocariotos

�� EmEm eucariotoseucariotos usausa--sese bibliotecabiblioteca genômicagenômica
parapara estudoestudo dede regiõesregiões reguladorasreguladoras

�� IndependeIndepende dodo típotípo dede célulacélula utilizadautilizada parapara
aa obtençãoobtenção dodo DNADNA



Tipos de Bancos de DNATipos de Bancos de DNA

�� BibliotecaBiblioteca GenômicaGenômica -- fragmentosfragmentos dede DNADNA

�� BibliotecaBiblioteca dede cDNAcDNA-- mRNAmRNA



Biblioteca GenômicaBiblioteca Genômica
-- RepresentaRepresenta todotodo oo genomagenoma dede umum organismoorganismo



Biblioteca GenômicaBiblioteca Genômica



EM EUCARIOTOS ................EM EUCARIOTOS ................

•• Pequena porcentagem do genoma codificaPequena porcentagem do genoma codifica

mRNAmRNA cDNAcDNA



Biblioteca de cDNABiblioteca de cDNA
�� ÉÉ oo conjuntoconjunto dede clonesclones dasdas seqüênciasseqüências

codificadorascodificadoras queque estãoestão sendosendo expressasexpressas
pelapela célulacélula naquelenaquele momento,momento, obtidoobtido
atravésatravés dada clonagemclonagem dede moléculasmoléculas cópiascópias
dodo mRNAmRNA..

�� ÉÉ usadausada principalmenteprincipalmente parapara célulascélulas
eucarióticaseucarióticas..

�� VariaVaria dede acordoacordo comcom oo tecidotecido utilizadoutilizado ..



Biblioteca de cDNABiblioteca de cDNA



Biblioteca de cDNABiblioteca de cDNA
Síntese de cDNA fita duplaSíntese de cDNA fita dupla



Clonagem de cDNA em fago Clonagem de cDNA em fago λλλλλλλλ



Clonagem de Clonagem de 
cDNA em fago cDNA em fago cDNA em fago cDNA em fago 
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DiferençasDiferenças entreentre bibliotecabiblioteca GenômicaGenômica ee dede cDNAcDNA

Biblioteca genômica:Biblioteca genômica:

-- RepresentamRepresentam umauma amostraamostra aleatóriaaleatória dede todastodas asas sequênciassequências
dede DNADNA dede umum organismoorganismo

BibliotecaBiblioteca dede cDNAcDNABibliotecaBiblioteca dede cDNAcDNA

-- ContémContém moléculasmoléculas queque foramforam transcritastranscritas emem mRNAmRNA

-- ProduçãoProdução dede grandegrande quantidadequantidade dede mRNAmRNA porpor célulascélulas
especilizadasespecilizadas

-- VariaVaria dede acordoacordo comcom tipotipo ee estadoestado fisiológicofisiológico dada célulacélula

-- mRNAmRNA éé processadoprocessado



Utilização de bibliotecasUtilização de bibliotecas

Sequenciamento de 

Screening

Identificação do 
clone de interesse

Sequenciamento de 
todos os insertos usando 

iniciadores do vetor

Projetos genoma / transcriptoma



Triagem de uma bibliotecaTriagem de uma biblioteca

�� Detecção do produto do gene pela Detecção do produto do gene pela 
utilização de anticorposutilização de anticorpos

�� Detecção do DNA através da técnica Detecção do DNA através da técnica 
de hibridizaçãode hibridização



Triagem de uma bibliotecaTriagem de uma biblioteca

Sonda de DNASonda de DNA Utilizar sonda de Utilizar sonda de 
oligonucleotídeos oligonucleotídeos 

AnticorposAnticorpos

Conhecer parte da Conhecer parte da 
sequência do genesequência do gene

Sequência Sequência 
completa do genecompleta do gene

oligonucleotídeos oligonucleotídeos 
derivado de uma derivado de uma 

proteínaproteína

Codon degeneradoCodon degenerado
Conhecer cerca de Conhecer cerca de 
6aa contíguos6aa contíguos



11-- DetecçãoDetecção dodo produtoproduto dodo genegene pelopelo usouso dede anticorposanticorpos



11-- DetecçãoDetecção dodo produtoproduto dodo genegene pelopelo usouso dede anticorposanticorpos



�� ÉÉ aa formaçãoformação dede moléculamolécula fitafita dupla,dupla,
atravésatravés dodo pareamentopareamento dede duasduas fitasfitas

22-- DetecçãoDetecção dodo DNADNA atravésatravés dada técnicatécnica dede hibridizaçãohibridização

HIBRIDIZAÇÃO HIBRIDIZAÇÃO DOS ÁCIDOS NUCLEICOSDOS ÁCIDOS NUCLEICOS

atravésatravés dodo pareamentopareamento dede duasduas fitasfitas
dede DNADNA ouou umauma dede DNADNA ee outraoutra dede
RNARNA complementares,complementares, masmas dede
origensorigens diferentesdiferentes

� Hibridização #### Renaturação



Marcação da Sonda de DNAMarcação da Sonda de DNA

SONDA de DNASONDA de DNA
-- Sequência de DNA MarcadaSequência de DNA Marcada

••Radioativa: Radioativa: 3232P P –– nick traslationnick traslation

••Enzimática: Enzimática: peroxidase, fosfatase alcalinaperoxidase, fosfatase alcalina



Marcação da Sonda de DNAMarcação da Sonda de DNA

Radioativa: Radioativa: 3232P P –– nicknick translationtranslation



Marcação da Sonda de DNAMarcação da Sonda de DNA

••Enzimática: Enzimática: peroxidase, fosfatase alcalinaperoxidase, fosfatase alcalina



22-- DetecçãoDetecção dodo DNADNA atravésatravés dada técnicatécnica dede hibridizaçãohibridização

1 2 3

456



22-- DetecçãoDetecção dodo DNADNA atravésatravés dada técnicatécnica dede hibridizaçãohibridização



Caracterização da sequência encontradaCaracterização da sequência encontrada

•• Sequenciamento de DNASequenciamento de DNA

•• PCRPCR

•• Expressão da sequência codificadoraExpressão da sequência codificadora



Southern Blot Southern Blot -- DNADNA
Northern Blot Northern Blot -- RNARNA
Western Blot Western Blot -- ProteínaProteínaWestern Blot Western Blot -- ProteínaProteína



Southern BlotSouthern Blot

• Sonda: sequencia de DNA 
marcada

Transferência de DNA do gel para a membrana



NorthernNorthern BlotBlot



Western Western BlotBlot
Amostras Transferência

Eletroforese

Detecção 
com Ac



Western Western BlotBlot


