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Tecnologia do DNA recombinante

- Técnicas que visam o isolamento de genes e a introducao de
genoma exogeno em outros organismos.

- Sao produzidos organismos transgénicos, com diversas
finalidades.

- Ampla aplicacao comercial e tecnoldgica.



Clonagem do DNA

- Um clone é uma cépia idéntica.

- A clonagem do DNA é o principal processo da Tecnologia do
DNA recombinante.

- Envolve a separacao de um gene ou um segmento de DNA
especifico, que se liga a uma pequena molécula de DNA-
transportador e depois replica este DNA recombinante
milhoes de vezes.



Etapas da clonagem do DNA

Escolher o gene ou segmento do DNA que sera clonado;
Cortar o DNA em um local especifico, isolando o gene;

Obter uma molécula de DNA com capacidade de
autorreplicacao, chamada de vetor.

Unir os dois pedacos de DNA (vetor e segmento de interesse),
formando um DNA recombinante;

Transferir o DNA recombinante para uma célula;

Identificar e selecionar as células recombinantes.
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Ferramentas da Tecnologia do DNA recombinante

- Para a realizacao da Tecnologia do DNA recombinante
podemos contar com diversas ferramentas que nos auxiliam
em cada uma das etapas do processo.



Enzimas de restricao

- Sao enzimas encontradas em bactérias, utilizadas para realizar cortes
no DNA.

- Cada enzima de restricdo corta o material genético em um sitio
especifico, que sao palindromas.

- As extremidades das partes cortadas recebem o nome de extremidades
de ligacéo, pois se encaixam perfeitamente.

- Elas atuam como tesouras de DNA, cortando o DNA invasor em
diversos fragmentos sem funcédo. As enzimas de restricdo reconhecem e
cortam posicoes especificas ao longo da molécula de DNA, nos
chamados sitios de restricao.
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Enzimas de restricao

O nome da enzima EcoRIl vem da bacteria na qual esta enzima foi
descoberta: Escherichia coli cepa RY 12 (EcoR), e o I, porque esta fol a
primeira enzima de restricdo encontrada neste organismo.

Esta enzima cliva cada fita de DNA, no sitio de restricdo, entre as bases
GeA.

Depois que as clivagens sao feitas, 0 DNA permanece unido apenas por
pontes de hidrogénio entre as quatro bases do meio.

Como as pontes de hidrogénio sao ligacoes fracas, o DNA se separa.
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Vetores de Clonagem

- Funcionam como um veiculo que transporta o gene para o
interior da celula hospedeira, que é normalmente uma
bactéria, embora outras células vivas possam ser utilizadas.

-Os plasmideos, bacteriofagos e cosmideos séao
frequentemente utilizados como vetores de clonagem.



Plasmideos

- Sao moléculas de DNA circular,
presentes em bactérias, que se
replicam  separadamente do
Cromossomo bacteriano.

- Sao extraidos de bactérias e
utiizados como vetores de
clonagem.

L romossoma
CIICWiar principa
quatre milhdes

Laerne necessinrm
para transferéncia
de DMNA



Hingill 32

Eochl 175541

Fiis 4818
Eagl 942

Apgl 20'%

Smal 2640

FIGURA 11.1 T'l.'[api de restricao do YIFS, v plasmides de 5,541
paran de hases, () nilmero apds cada nome de encima de resteigao
indica em qual par de hane o INA & eortado pela enzima,



Plasmidio de uma bactéria tratados




Bacteriofagos
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Metodos para introducdo de DNA exogeno em ceélulas

Durante o processo de transformacéo, 0s genes sao
transferidos de uma bactéria para outra como DNA nu’
em solucdo. Uma célula receptora com uma nova
combinacao de genes é um hibrido ou célula recombinante.



Transferéncia Indireta de Genes

Intermediada pelas bactérias
Agrobacternium tumefaciens e Agrobactenum
rhizogenes

Transferéncia Direta de Genes
Baseada em metodos fisicos/quimicos
(Eletroporacéao e Biobalistica)
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Aplicacoes da Tecnologia do
DNA recombinante

- Producao de hormonios
humanos para tratamento de
doencas, como Insulina e
hormonio do crescimento.
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Aplicacoes da Tecnologia do DNA recombinante

Producéao de alimentos e animais transgénicos




em laboratério para receber

1. As células do paciente o
sao retiradas ‘9 2. Um virus é modificado
> Vs outro DNA.

7. No organismo, as células
produzem a proteina
ou horménio desejado

3. O material genético
: $ com a informacgao
" desejada é introduzido

no virus

6. As células modificadas
sao inseridas no corpo
do pchgpte

S. As células se reproduzem a
partir do DNA trazido pelo virus
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Aplicacoes da Tecnologia do DNA recombinante

- Producao de enzimas industriais;

- Producao de suplementos alimentares;

- Producao de flavorizantes para alimentos;
- Producao de organismos para biorremediacao.
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