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Bancos de DNA



Bancos de DNA

e E uma colecao de clones que representam
a totalidade do genoma de um
determinado organismo

e Consiste de todas as moléculas de DNA
recombinantes que foram geradas pela
ligacao do DNA do organismo a um vetor
(plasmideo, bacteriofago ou cosmideo)

e Servem para isolar DNA especificos de um
organismo



Caracteristicas dos Bancos de DNA

® Sao usadas principalmente para
procariotos

e Em eucariotos usa-se biblioteca genomica
para estudo de regioes reguladoras

e Independe do tipo de celula utilizada para
a obtencao do DNA



Tipos de Bancos de DNA

B | b|IOteCa GenﬁmlCa- fragmentos de DNA

Biblioteca de cDNA- mraa



Biblioteca Genomica
- Representa todo o genoma de um organismo




Biblioteca Genomica

DNA gendmico
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EM EUCARIOTOS ................

* Peguena porcentagem do genoma codifica

MRNA CDNA



Biblioteca de cDNA

e E 0 conjunto de clones das seqliéncias
codificadoras gue estao sendo expressas
pela celula naquele momento, obtido
atraves da clonagem de moleculas copias
do mRNA.

e E usada principalmente para 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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Plaqueamento dos recombinantes
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Biblioteca genomica e de cDNA
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Concatenado de DNA de fago A
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Diferencas entre biblioteca Genomica e de cDNA

Biblioteca genomica:

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

Biblioteca de cDNA
- Contém moleculas qgue foram transcritas em mRNA

- Producao de grande quantidade de mRNA por células
especilizadas

- Varia de acordo com tipo e estado fisiologico da celula

- mMRNA e processado



Utilizacao de bibliotecas

Sequenciamento de
todos os insertos usando
Iniciadores do vetor

Projetos genoma / transcriptoma




Triagem de uma biblioteca

e Deteccao do produto do gene pela
utilizacao de anticorpos- Western Blot

e Deteccao do DNA atraves da técnica de
hibridizacao- Southern Blot



Triagem de uma biblioteca
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1- Deteccao do produto do gene pelo uso de anticorpos
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1- Deteccao do produto do gene pelo uso de anticorpos

In vitro packaging
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2- Deteccao do DNA atraves da tecnica de hibridizacao

HIBRIDIZACA® 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, mas de
origens diferentes

e Hibridizacao # Renaturacao




SONDA de DNA
- Seqguencia de DNA Marcada

Marcacao da Sonda de DNA

*Enzimatica: peroxidase, fosfatase alcalina



Marcacao da Sonda de DNA

sEnzimatica: peroxidase; fosfatase alcalina
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2- Deteccao do DNA atraves da tecnica de hibridizacao
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(" Absorbent paper b

~,  Petri dish with phage
plagues which includes
recombinant phage of
interest




2- Deteccao do DNA atraves da tecnica de hibridizacao

_7Individual phage plaques

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

Place nitrocellulose filter on plate
to pick up phages from each plague

- ,\’ Nitrocellulose filter

solution to lyse phages and
denature released DNA

[ Incubate filter in alkaline

H_:_ Single-stranded phage
~ DNA bound to filter

Hybridize with labeled probe;
perform autoradiography

j.r"!SignaI appears over
phage DNA that is
complementary
to probe




Caracterizacao da sequéencia encontrada

e Seguenciamento de DNA

* PCR

« Expressao da sequéncia codificadora



Southern Blot - DNA
Northern Blot - RNA
Western Blot - Proteina



Southern Blot

stack of paper towels

{A} unlabeled DNA
cut with a

remove nitrocellulose

& paper with tightly bound DNA
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nuclease
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agarose
gel \

alkali solution

DNA FRAGMENTS SEPARATED SEPARATED DNA FRAGMENTS BLOTTED
BY AGAROSE GEL ELECTROPHORESIS ONTO NITROCELLULOSE PAPER

 Sonda: sequencia de DNA
marcada

Transferéncia de DNA do gel para a membrana

LABELED DNA PROBE
HYBRIDIZED TO
SEPARATED DNA

labeled
DNA probe
in buffer

LABELED DNA PROBE HYBRIDIZED

TO COMPLEMENTARY DNA BANDS
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