DNA
ESTRUTURA DO CROMOSSOMO
RECOMBINACAO HOMOLOGA



Revisao basica:

Cromossomos sao longos pedacos de DNA
associados a proteinas

Os genes sao regioes curtas deste DNA que detéem
as informacg0es necessarias para construir e manter o
COrpo

Genes tem locais fixos: cada gene esta em um
lugar especial em um cromossomo em particular

Diploides tém duas copias de cada cromossomo,
um de cada pail. Isto significa a existéncia de duas
copias de cada gene .

As interacoes entre as duas copias de cada gene
dao origem as diversas formas de dominancia



O DNA foi isolado inicialmente pelo biogquimico suico Fredrich
Miescher 1860 de pus de curativos.

O novo polimero continha C, O, H, N e fosforo (ausente em
proteinas).

Ele foi chamado de acido nucléico porque ele foi isolado no nucleo
e era acido.

N&o era recohecido como o material genético. Este papel pensava-
se ser desempenhado pelas proteinas que, aparentemente, tinha
maior potencial de variacgao.

20 aminoacidos ao inves de quatro diferentes nucleotideos.



O Papel do DNA como material genetico

* Trabalho inicialmente realizado por Griffith e
posteriormente por Avery e colaboradores

« Usando Streptococcus pneumoniae eles foram
capazes de transformar a bacteria rugosa (R,
rough=rugosa) nao-patogenica na forma lisa (S,
smooth=lisa) patogénica. Pelo processo de
eliminacao o ingrediente ativo no lisado celular
fol iIdentificado como DNA.
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O Experimento de Hershey-
Chase

m Mostrou definitivamente gue o DNA e o material
genetico.

m Hershey e Chase se valeram do fato de que o fago T2
e feito de somente duas classes de macromoleculas :
Proteina e DNA
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O papel do DNA como material
genetico

 Experimento do liquidificador (Hersey and Chase).

* O bacteriofago T2 o gqual infecta certas bactérias foi
marcado com 3°S (somente proteinas) e a bactéria foi
marcada como 3°P (somente DNA). Os dois foram
misturados e rapidamente misturados (liquidificador) e
centrifugados. O 3°S foi achado no sobrenadante.
Portanto, as proteinas do fago nao foram transferidas
para a bactéria. Quando o experimento reverso foi
realizado, o 3?P foi achado no precipitado, indicando
gue o DNA foi transferido para a bacteria.



Estrutura e funcao do DNA

Antes de 1953, os cientistas sabiam que 0s
genes estavam n0OS Cromossomos

O que se sabia:

Cromossomos = DNA + proteinas




Estrutura e Funcao do DNA

-1953, James Watson e Francis Crick -
postularam o modelo estrutura de dupla
hélice, informacao que desvendou o quebra
cabeca.

- Estrutura e a funcao dos genes podem ser
compreendidas a nivel molecular.



DNA:
* Duas cadeias longas de polinucleotideos =
fita

« Cada fita = esqueleto de acucar-fostato,
mantidas juntas por ligacoes covalentes
(fosfodiester)

* As duas fitas sao mantidas juntas por
pontes de hidrogénio entre as bases
nitrogenadas

e 4 bases—-A, G, C, T




Helice dupla

» (Cada fita de DNA tem uma “direcao”

— Em uma extremidade, o atomo de carbono terminal
no esqueleto € o atomo de carbono 5’ do agucar
terminal

— Na outra extremidade, o atomo de carbono
terminal ¢ o the 3’ do acucar terminal

« Em uma dupla hélice, as fitas sao antiparalelas



As duas cadelas sao mantidas juntas por pontes de
hidrogénio formada entre os pares de base. Este
pareamento e altamente especifico. Adenina pareia com
timina, guanina com citosina. A=T, G = C.

As bases sao planas e aromaticas — bastante
hidrofobicas.

Elas tendem ficar “enterradas’ no interior da molécula

As seqgliencias de bases ao longo da cadela carrega a
Informacao genetica.



Propriedades do DNA pelo
modelo de Watson and Crick

» Habilidade em armazenar a informacao
genética

« Habilidade para transferir uma copia fiel
desta informacao para as celulas filhas.

+ Estabilidade fisica e guimica
possibilitando que a Informacao possa ser
estocada por longos periodos de tempo.
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Terminologia:

 Base: estrutura em anel (purinas ou
pirimidinas): adenina, guanina, citosina,
timina.

* Nucleosideo: base + acucar

* Nucleotideo: base + acucar + fosfato.
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Diferencas entre DNA e RNA:

O acucar é desoxiribose, o qual nao
tem —OH na posicao 2’

* O uracil € metilado na posicao 5’
formando atimina



Diferencas estruturais entre DNA e RNA

2'-deoxyribose




deoxyribose

0 deoxyribose

Adenine base paired to Thymine




The 5' phosphate is attached here via a
phosphoester bond, forming a nucleotide.

The nucleotide is linked here to the 3" hydroxyl
of the ajoining nucleotide in DNA and RNA

by a second phosphoester bond (phosphodiester).
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Nucleotideos e Acidos Nucleicos
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pyrimidine
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Pentose

Nucleotideo




Um nucleotideo consiste de um grupo ribose ligado a uma
base nitrogenada por uma ligacéo N-glicosilica
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Tres componentes de cada nucleotideo
Quatro nucleotideos diferentes no DNA

Purine nucleotides
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A ligacao
fosfodiester 5°-3’
= uma ligacao
covalente que
mantem a fita
unida
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O esqueleto de DNA ¢ invariavel e consiste de moléculas de
desoxirribose ligadas pelos grupos fosfatos

ligacOes fosfodiester




sugar-
phosphate
backbone

/

H

-

3!

Y

N = C

/

C =
\N

A\

C —

adenine

N

C_

guanine

3’

H O
V4 !

C P N /
\ £ i\

NI H—N Ci—H

// N

G (=
N V4

N—-HImmmo CHj

H thymine
I
\N Himmo

A\

G 3 N i /

\ y’ N
N —H i N C —H
/ N/

C\ C == C\
\onu!umH—N H
hyd#ogen H SRR
bond

Figure 5-6 Essential Cell Biology, 2/e. (® 2004 Garland Science)

5[

Ligacoes
por pontes
de
hidrogénio
entre
purinas e
pirimidinas




Pontes de hidrogénio: o H carregado positivamente carregado de
uma molécula é atraido pelos elementos N ou O carregados
positivamente.




Pareamento das bases
Guanina e Citosina
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Propriedades que fazem o DNA ideal
para armazenar a informacao genética:

* O esqueleto acucar-fosfato € muito
estavel ao atague quimico.

* A auséncia de —OH na posicao 2 no
acucar faz o DNA muito resistente a
condicoes alcalinas.



Propriedades que fazem o DNA ideal
para armazenar a informacao genética:

* A ligacao N-glicosilicas entre a ribose e as
bases € muito estavel porgue as bases sao
hidrofobicas

* As bases altamente empilhadas excluem quase
toda a agua protegendo a informacéo dos
compostos soluvels em agua que poderiam
reagir com 0S grupos carregados.



Estrutura do DNA

e Trés maiores familias de DNA.
— Forma-A: DNA em baixa hidratacao

— Forma-B: Mais usual. DNA em alta hidratacao
em solucdes aquosas. Condicoes fisiologicas

— Forma-Z: DNA com regioes ricas em G-C.
 Forcas estabilizantes do duplex.

— Pontes de hidrogenio

— vertical base-base interacoes hidrofdbicas.
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Se timina perfaz 15% das bases em
uma certa fita de DNA, qual seria
a percentagem de citosina neste
mesmo DNA?



Se timina perfaz 1570 das bases em uma
certa fita de DINA, qual seria a
percentagem de citosina neste mesmo
DINA?




Um certo segmento de DNA tem a
sequinte seguencia de nucleotideos em
uma fita :

o ATTGGCICT 3

Qual seria a sequencia da outra fita nas
direcoes 5 e 3°?
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Para a fita de DNA 5'-TACGATCATAT-3" a
correta fita complementar de DNA é:

A 3'-TACGATCATAT-5'
B 3'-ATGCTAGTATA-5’
C 3-AUGCUAGUAUA-5
D 3'-GCATATACGCG-5'

E 3-TATACTAGCAT-5
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Cromossomaos

« DNA e empacotado em cromossomos individuais
(com proteinas)

 procariotos (organismos unicelulares sem nucleo)
tem cromossomo unico circular.

* eucarioto (organismos com nucleo) tem um ndimero
especifico de cromossomos por especie



Caracteristicas do Cromossomo

« Os cromossomos variam em numero entre as
especies.

 Algas e fungos sdo haploides; maioria dos animais e
plantas sdo diploides. Seres humanos tem 23 pares,

vacas tem 39, carpas tem 52 e crocodilos tem
somente 16 pares!

e (Os cromossomos variam em tamanho dentro das
especies. No genoma humano existe uma diferenca de
quatro vezes no tamanho dos cromossomos



Curiosidades:

* O genoma humano completo contem 2 metros
de DNA (todos 0s 46 cromossomos) em cada
celula.

* Os 2 metros de DNA tem que ser empacotado
dentro do nucleo com um diametro de ~6 um.



o Existem cerca de 1013 células nos seres
humanos.

e Adistancia daterraaosol éde 1,5 X 10 m.

 Existe bastante DNA no ser humano para ser
esticado da terra ao sol e voltar cerca de 50

vezes!
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Empacotamento do cromossomo a
nivel molecular

Cada cromossomo contem uma unica molécula de
DNA

Este DNA é enrolado em torno de proteinas pequenas
chamadas histonas.

Histonas constituem ~1/3 da massa total do
Cromossomo

Essas proteinas sao ricas em residuos de lisina e
arginina, tornando-as altamente positivamente
carregadas a pH 7 (e altos pls ~12)



Histonas

Existem 5 histonas variantes principais: H1,
H2A, H2B, H3 and H4.

Cada duas moléeculas de H2A + H2B + H3 +
H4 perfazem um octomero sobre o qual o
DNA se enrola com 1,7 volta.

Esta estrutura é conhecida com nucleossomo.

Cada nucleossomo tem uma H1 assoclada e
uma sequencia “espacadora” de DNA.



Histonas

A principal forca gue mantem a associacao das
histonas ao DNA é eletrostatica.

 Para separar as histonas do DNA, o
cromossomo é tratado com solucoes de alta
forca i0nica. A alta concentracao de sais reduz
as Interacoes eletrostaticas e a proteinas se
dissociam do DNA.
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As células podem rapidamente ajustar o
acesso ao DNA:

Complexos proteicos usam ATP para mudar a
estrutura dos nucleossomos tornando o DNA
acessivel as proteinas envolvidas na replicacao,
reparo e expressao génica.
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Estrutura em Solenoide
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Estrutura Secundaria

m H1 : essencial para a estrutura da solenoide
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Estrutura secundaria: pontos essenciais

m A Solenoide e estabilizada pelas histonas H1

m H1 tem uma forma globular que se liga ao DNA
entre os nucleossomos

m As duas extremidades de H1 se conectam com 0s
nucleossomos adjacentes

m 1 volta da solenoide = 6 nucleossomos



DNA double helix

First level of Structural Organi

e

Second level of Structural Organisation

Third level of Structural Organisation

Fourth level of Structural Organisation




Estrutura Terclaria

~1bras de cromatina enovelada de 300 nm

Proteinas diferentes das histonas (~30% das
nroteinas cromossomicas) podem estar
envolvidas no processo.




m Proteinas diferentes das histonas
— Qutras proteinas que sao associadas com 0S Cromossomos

— Muitos tipos diferentes em uma celula; altamente
variavels em tipos celulares, organismos e em diferentes
momentos no mesmo tipo de célula.

— Quantidade varia

— Podem estar envolvidas na compacta¢ao ou com outras
funcoes que requerem interacao com o DNA

— Muitas sdo negativamente carregadas; ligam-se as
histonas; ligacao pode ser transiente.
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RECOMBINACAO HOMOLOGA
0]8
CROSSING-OVER

Definicao: Formacao de novas combinacoes génicas
(cromossomicas) como resultado de troca fisica de

material genetico entre os cromossomos homologos
(cromatides nao-irmas) durante a meiose (profase I).



Crossing-over

- A troca fisica de material cromossomico
entre cromatides de cromossomos
homologos.

- Resultado: Geracao de novas combinacoes
de genes (alelos).
- Gera diversidade génica



O que é Recombinacao?

Crossing
over

A 4

Sequencias parentais

— recombinantes

1]

Sequencias parentais e
recombinantes

Obviamente as duas fitas de DNA estao na mesma célula
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Recombinacao homologa (crossing-over) — resulta em
uma troca exata de informacao genética.

Os mesmos principios basicos em todos 0s organismos:

1) Dois homologos, moléculas de fita dupla se alinham,
e uma fita de cada uma das duas moléculas se
quebra e se juntam = “crossing over”

2) O sitio de troca pode ocorrer em qualquer lugar nas
sequéncias nucleotidicas homologas.

3) Nenhuma sequéncia e alterada no sitio de troca = a
religacao é precisa.




Efeito do Crossing Over

 Recombinacao genetica

* ApPOS 0 crossing over, cada cromossomo
contera segmentos maternais e paternais
Cria-se novas combinacoes de alelos e
posterior variacao na prole.







