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Decifrando o genoma
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Resumo - Os genes, unidades bioldgicas que determinam as caracteristicas de um
organismo, estdo contidos em moléculas de DNA presentes no niticleo das células.
Portanto, o estudo do DNA é de fundamental importancia para o entendimento
de como as caracteristicas de um organismo sao formadas. Com o grande avango
alcangado pelas técnicas de Biologia molecular nas tltimas décadas, hoje, somos
capazes de isolar e seqiienciar moléculas de DNA de maneira rotineira. A partir da
otimizagdo das técnicas de seqilienciamento, surgiram programas com o objetivo de
seqiienciar genomas inteiros. Atualmente, estao depositados em bancos de dados
mais de 3 milhdes de seqiiéncias de DNA e, grande parte delas ainda nado tem sua
fungao conhecida. O processo de caracterizagao da fungao génica envolve um volume
muito maior de pesquisas e conhecimentos do que as etapas de isolamento e
seqiienciamento. A fung¢do de um gene pode ser desvendada por meio de técnicas de
genética direta ou reversa. Descrevem-se algumas das metodologias usadas para a
caracterizagdo da fungao génica, bem como o potencial dos programas de seqiien-
ciamento de genomas.
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INTRODUCAO

A estrutura tridimensional do DNA,
definida por Watson e Crick em 1953, ¢
similar para todos os seres vivos. Basica-
mente, uma molécula de DNA consiste de
duas cadeias de nucleotideos mantidas
juntas por pontes de hidrogénio. Existem
quatro nucleotideos diferentes, cada um
contendo uma desoxirribose, um grupo
fosfato, e uma base pirica (adenina e gua-
nina) ou pirimidica (timina e citosina). Na
cadeia polinucleotidica, a desoxirribose e
o fosfato estdo sempre unidos por uma li-
gacdo fosfodiester. Portanto, esta parte da
molécula é muito regular. Em contraste, a
ordem e a quantidade das bases puricas e
pirimidicas, que formam uma cadeia de
DNA, sdo altamente irregulares, variando
de um organismo para outro. E exatamente

essa variacdo das bases que constitui o
DNA, que produz as diferengas existentes
entre os diversos genes.

SEQUENCIAMENTO
DE FRAGMENTOS DE DNA

Nos anos 70, foram desenvolvidos
protocolos que permitiram o seqiiencia-
mento das bases que compdem qualquer
fragmento de DNA purificado. No entanto,
as técnicas de seqiienciamento t€ém-se tor-
nado cada vez mais avancadas e automa-
tizadas, o que tem viabilizado os progra-
mas de cooperagdo internacional com o
objetivo de seqiienciar os genes expres-
sos, Expressed Sequencing Tags (ESTs),
ou mesmo genomas inteiros, como sao
os casos do genoma humano, da bactéria
Shigella e de Arabidopsis. Com isso, a

quantidade de seqiiéncias de DNA, atual-
mente disponiveis, € tdo grande que siao
necessarios bancos de dados e programas
de computador especificos para armazenar
e analisar todas elas. Os projetos de se-
qiienciamentos, tanto de genomas comple-
tos quanto apenas de ESTs, apresentam
vantagens e desvantagens. No caso do
seqiienciamento de todo o genoma, sdo
geradas informagdes sobre regides que
correspondem a genes e aquelas que, em-
bora ndo sejam transcritas, podem possuir
fun¢des importantes na regulagdo génica
e manutencdo da integridade do genoma.
Nesse caso, o projeto envolve muito mais
trabalho, uma vez que as regides nao-trans-
critas podem atingir 90% do genoma.
Assim, mesmo considerando todas as in-
formagdes obtidas com o seqiienciamento
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de todo o genoma, o projeto tem sido via-
vel apenas para organismos com genomas
pequenos. Aqueles organismos cujos ge-
nomas sao grandes, como € o caso da maio-
ria das plantas cultivadas, a melhor opcdo
é seqiienciar apenas os ESTs e tentar obter
o maximo de informagdes com relacio as
suas fungdes. Um sumdrio do niimero de
seqiiéncias de DNA ou ESTs disponiveis
em bancos de dados de dominio publico é
mostrado no Quadro 1.

Com o seqiienciamento massivo de
DNAs, o isolamento de um gene passou
a ndo ser mais um problema. O grande
desafio agora € saber qual a fungdo desses
genes seqlienciados. Vdrias seqtiéncias
de DNA, inicialmente incorporadas em
bancos de dados, tiveram suas fungdes
determinadas a partir de estudos deta-
lhados de Biologia molecular. Atualmente,
com o grande niimero de seqiiéncias ja
depositado nos bancos de dados, muitas
vezes, a funcdo de uma seqii€ncia génica
pode ser deduzida em comparagdes por ho-
mologia com aquelas j4 existentes (Fig. 1).
Entretanto, grande parte das seqiiéncias
de DNA, incorporadas aos bancos de da-
dos, ndo apresenta homologia significativa
com as seqiiéncias, cujas fungdes ja sdo
conhecidas. Assim, torna-se necessario um
grande investimento em pesquisas para
desvendar a funcdo dos varios genes res-
ponsdveis pelas func¢des vitais de um
organismo.

A fun¢io de um gene pode ser estudada
através da genética direta ou da genética
reversa. Genética direta é um processo que
envolve inicialmente a anélise do fendtipo
de um organismo e, em seguida, o isola-
mento e a identificacdo do gene respon-
sdvel pela caracteristica estudada. Ja a
genética reversa, como o préprio nome
indica, é o processo inverso a genética
direta, inicia-se mutando um gene, intro-
duzindo-o no organismo de interesse e
estudando o fenétipo resultante (Fig. 2).
Os processos de genética direta foram
muito usados na década de 80. Com o de-
senvolvimento dos projetos de genomas e
adisponibilidade de genes com seqiiéncias
caracterizadas, a genética reversa tomou
um grande impulso.

QUADRO 1 - Sumdrio do niimero de seqiiéncias de diferentes organismos depositados em ban-
cos de dados

Organismo Nome cientifico ESTs seqiienciados
Homem Homo sapiens 1.631.323
Camundongo Mus musculus + domesticus 786.324
Rato Rattus sp. 128.948
Mosca-das-frutas Drosophila melanogaster 86.121
Nematéide Caenorhabditis elegans 72.567
Arroz Oryza sativa 47.141
Arabidopsis Arabidopsis thaliana 45.752
Milho Zea mays 41.848
Tomate Lycopersicon esculentum 43.436
Soja Glycine max 27.158
Levedura Saccharomyces cerevisiae 3.041
Pinus Pinus taeda 7.554
Canola Brassica napus 1.702
Algodio Gossypium hirsutum 8.025
Total® = 3.203.327

FONTE: List... (1999).

(1) Inclui o resultado do seqiienciamento de todos os organismos depositados no banco de dados.

Milho ATG GGT AAG GAG AAG TCC CAC ATC AAC ATT GTG GTT ATT GGC
Aoz ATG GGT AAG GAG AAG ACG CAC ATC AAC ATT GTG GTC ATT GGC
Trigo ATG GGT AAA GAG AAG TTT CAC ATC AAC ATT GTG GTC ATT GGC
Rato ATG GGC AAG GAG AAG ACA CAC ATC AAC ATT GTG GTC ATT GGC
Homem ATG GGC AAG GAG AAG ACC CAC ATC AAC ATC GTG GTC ATC GGC

Galinha ATG GGC AAG GAG AAG ATC CAT ATT AAC ATT GTG GTC ATT GGC

Figura 1 - Alinhamento da seqiéncia do gene fator de elongamento 1A de vdérios
organismos

Genética direta
Fendtipo » Gene

Genética reversa
Gene p Fendtipo

Figura 2 - Genética direta e reversa

NOTA: Genética direta ¢é a identificacdo do gene a partir de um fenétipo. Genética
reversa é a identificacdo de um fenétipo a partir de um gene.

Informe Agropecuario, Belo Horizonte, v.21, n.204, p.20-27, maio/jun. 2000




22

Biotecnologia

TECNICAS

DE GENETICA REVERSA
USADAS PARA MANIPULAR
GENES E PRODUZIR
ORGANISMOS MUTANTES

As técenicas de recombinagdo homo-
loga, anti-senso e co-supressiao podem ser
usadas para alterar um gene conhecido,
fazendo com que ele se torne nao-funcio-
nal. As plantas transgénicas sdo impor-
tantes ferramentas cientificas para auxiliar
na identificacdo da funcdo génica.

Recombinag¢do homéloga

A recombinagdo homdloga € a alteracdo
de uma pequena parte da seqiiéncia de um
gene de interesse que, geralmente, € feita
com a incorporacdo de um gene marcador
e a reintrodugdo desse gene mutado no
organismo de origem. Uma vez dentro do
organismo de interesse, 0 gene mutado tem
a capacidade de substituir o gene nativo
pela recombinag@o homéloga criando um
organismo mutante. Um gene marcador
pode ser o gene bar de sele¢@o para o her-
bicida PPT. As plantas contendo o gene
modificado com o marcador sio seleciona-
das na presenca do herbicida e, apds ficar
demonstrada a incorporac@o do gene mo-
dificado no genoma da planta transfor-
mada, essa é autofecundada. Por estudos
moleculares € possivel identificar a planta
que tenha apenas o alelo modificado em
homozigose (Fig. 3, p.63). A planta homo-
zigota para o gene modificado de interesse
pode ou ndo demonstrar um fendtipo apa-
rente. No entanto, aquelas cujos fendtipos
sdo evidentes podem constituir uma forma
rédpida de correlacionar o fenétipo com o
gene modificado. Métodos de disrupcao
da fungdo génica via recombinagiio homo-
loga t€m sido descritos para leveduras e
ratos (Melton, 1994 e Goffeau et al., 1996),
sendo que poucos casos t€m sido descri-
tos em plantas. Uma aplica¢@o com suces-
so da recombinagdo homéloga em plan-
tas foi demonstrada para o gene AGL
MADS-box em Arabidopsis (Kempimet al.,
1997).

Anti-senso
A metodologia de anti-senso envolve

a introdug@o na célula de moléculas de
RNA ou de DNA, construidas artificial-
mente, que sejam complementares (anti-
senso) ao RNA mensageiro (mRNA) do
gene de interesse. Uma das explicagdes
para o RNA anti-senso causar mutag@o no
organismo transformado é o fato de que
estas moléculas de RNA ou de DNA artifi-
ciais se ligam ao mRNA celular inativan-
do-o (Fig. 4, p.63). Usando esta tecnologia
o anti-senso do gene da chalcone sintase
(chs), responsdvel pela pigmentagdo das
flores, foi introduzido em plantas de petiinia
e de tabaco, resultando em plantas com
alteracdo na pigmentagdo das suas flores
(fenétipo mutante) (Krol et al., 1988).
Sheehy et al. (1988) também utilizaram
a tecnologia do anti-senso para inibir a
produgdo de enzimas responsaveis pelo
desenvolvimento do fruto do tomate, pro-
duzindo assim um tomate mutante com o
amadurecimento retardado.

Co-supressdo

Na técnica de co-supressdo, um gene
de interesse € engenheirado, por meio de
técnicas de Biologia molecular, para super-
expressar uma proteina de interesse. Uma
vez que a célula possui uma maquinaria
minuciosamente ajustada, qualquer alte-
racdo nos niveis de expressdo de uma pro-
tefna produz uma grande confusdo nos
mecanismos de regulagdo celular. Como
conseqiiéncia, na maioria das vezes, a su-
perexpressdo de uma proteina na célula faz
com que a produgdo dessa proteina seja
desligada e, ao contrdrio do que seria espe-
rado, o organismo mutante ndo produz a
proteina de interesse. Embora seja dificil
compreender como a superexpressao de
um gene possa ocasionar a diminuicao da
sintese de sua proteina, varios experimen-
tos t€m sido realizados demonstrando a
ocorréncia desse fato. O primeiro resultado
de co-supressdo foi obtido por meio de um
estudo envolvendo a varia¢@o da coloragio
das flores de petinia pela introducgéo do
gene chs sob o controle do promotor 35S
(Napoli et al., 1990). No entanto, 0 mecanis-
mo que impede a expressdo de genes endé-
genos por meio da co-supressido ainda niao
¢ totalmente entendido.

Mutacgao por insercgéo
de transposon

Transposons sdo elementos de DNA
que tém a capacidade de sair de uma regido
do genoma e incorporar em outra. Sendoo
movimento dos transposons um processo
aleatdrio, quando estes elementos “pulam”
em um genoma podem inserir no meio de
um gene tornando-o inativo. Em plantas,
uma série de transposons tem sido usada
como ferramentas, tanto na genética dire-
ta quanto na reversa, para isolamento e
caracterizag@o de genes ou fenétipos. O
principio da técnica estd descrito na Fi-
gura 5, p.63. O primeiro gene de planta
clonado por transposons via genética di-
reta foi o gene “bronze” de milho que co-
difica UDP-glucose:flavonéide3-0O-gluco-
siltransferase, uma enzima da via metabg-
lica das antocianinas (Fedoroff et al., 1984).

A genética reversa usando mutantes
por inser¢do de transposons foi descrita
inicialmente em Drosophila melanogaster
(Ballinger & Benzer, 1989 e O’Hare, 1990).
Essa metodologia baseia-se em uma reagdo
de Polimerase Chain Reaction (PCR), uti-
lizando um primer complementar ao final
dos transposons e outro complementar ao
final do gene (Rosenzweig et al., 1983 e
Emmons & Yesner, 1984). Desta forma, os
produtos de PCR sé serdo obtidos se um
transposon estiver inserido no gene de
interesse. Genes que tiveram sua expressao
alterada pela inser¢do do transposon serdo
recuperados por meio da amplifica¢do do
DNA extraido do individuo com fenétipo

mutante, utilizando um par de primer espe-
cifico (Zwaal et al., 1993). Esse processo
tem sido utilizado na identifica¢@o de genes
em Caenorhabditis elegans (Rushforth
etal., 1993 e Plasterk, 1993) e milho (Bensen
etal., 1995).

A familia dos transposons Mutator
(Mu) apresenta alta taxa de mutacdo e tem
alto grau de conservagdo nas extremidades
das seqiiéncias invertidas (Walbot, 1992).
Essas duas caracteristicas sdo bastante
interessantes, pois ajudam a selecionar
alelos que contenham os elementos Mu,
cuja seqiiéncia € previamente conhecida.
Inser¢des dos elementos Mu podem ser
identificadas pela amplifica¢do por PCR.
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O gene mutado pode entdo ser recupe-
rado e propagado em sementes F2. Outros
aspectos importantes desse processo € que
o nuimero de transposi¢des e o nimero de
cépias do transposon Mu na planta sdo
fatores essenciais para a andlise de um
menor nimero de plantas. A tecnologia de
caracterizacdo de fungdes génicas através
do Mu foi utilizada pela primeira vez em
milho pela Pioneer Hi-Bred Co., e foi de-
nominada Trait Utility System (TUSC)
(Fig. 6). Bensen et al. (1995) utilizaram a
técnica do TUSC para caracterizar o mu-
tante Anther earl (Anl), cujo produto gé-
nico estd envolvido na sintese do primeiro
intermedidrio tetraciclico na via da biossin-
tese de giberelina (GA). A mutagdo Anl
resultou em um fenétipo responsivo a GA,
caracterizado por uma altura reduzida de
planta, atraso na maturidade e o desenvol-
vimento de flores perfeitas em espigas nor-
malmente pestiladas.

Um projeto financiado pela National
Science Foundation (NSF), coordenado
pela Dra. Virginia Walbot da Universida-
de de Stanford, Estados Unidos, tem por
objetivo demonstrar a funcionalidade de
genes de milho, usando dois métodos com-
plementares, o seqilenciamento de DNA
gendmico flanqueando as inser¢des do
transposon Mu e a identificag@o e caracte-
riza¢do dos individuos mutantes contendo
esses transposons. Um banco de mutantes
estd sendo criado, utilizando-se plantas
transformadas com os elementos Mu
contendo o plasmideo Bluescript (Fig. 7).
A nova inser¢iio contendo o transposon
poderd ser seletivamente clonada em E.
coli, gerando uma biblioteca de mutagio
insercional para andlise de DNA. Cada
planta F2 serd autofecundada e as semen-
tes serdo estocadas no Maize Genetics
Cooperative Stock Center, um 6rgao es-
pecialmente criado para armazenar os esto-
ques de sementes mutadas. Os usudrios
poderdo utilizar a técnica de PCR para
selecdo de uma colecdo de plasmideos que
foi inserida em genes de interesse. A esti-
mativa € de que 50 mil ESTs, flanqueados
pelo transposon Mu, sejam completamente
seqiienciados durante o primeiro ano do
projeto. Sendo que o objetivo final é se-
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Figura 6 - Trait Utility System in Corn (TUSC)

NOTA: Plantas contendo transposons ativos sdo multiplicadas para a montagem de uma biblioteca
de mutantes. Conhecendo a freqiiéncia com que o transposon se multiplica e insere em
regides codantes, pode-se calcular teoricamente o nimero necessdrio de plantas, para ter
um transposon em cada gene. Cada planta mutante é autofecundada e as sementes
estocadas. Uma reagdo de PCR ¢é feita com DNA extraido de folhas de grupos de plantas
dessa biblioteca de mutantes, usando um primer do transposon e um primer do gene (a
seqUéncia de ambos é conhecida). A hibridizagéo é feita para auxiliar no escrutinio de um
grande nimero de plantas. Os grupos de plantas ,cujo sinal foi positivo séo subdivididos até
que seja encontrada a planta que contenha o transposon inserido no gene. Para aumentar
a chance de encontrar a planta mutante, testa-se uma série de primers de um Unico gene,

simultaneamente.

qiienciar cerca de 150 mil segmentos de
DNA gendmico.

Mutacgéo por insercgao
de T-DNA
O T-DNA é um segmento de DNA pre-
sente no plasmideo Ti (DNA ndo-cromos-
sdmico) de Agrobacterium tumefaciens,
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uma bactéria de solo que causa tumores,
quando infecta plantas. O tumor € causado
pela capacidade da bactéria em transfe-
rir seu T-DNA para as células vegetais. O
T-DNA contém genes que codificam hor-
monios e aminodcidos necessdrios para a
sobrevivéncia da agrobactéria dentro das
plantas. Cientistas descobriram que podiam
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alterar este fragmento de DNA substituin-
do os genes nativos por qualquer gene de
interesse, € que esses novos genes continua-
riam sendo transferidos para as plantas pe-
lo sistema mediado pela bactéria. A partir
dessa descoberta, o T-DNA passou a ser
usado como uma ferramenta nas genéticas
direta e reversa de maneira semelhante aos
transposons. O T-DNA insere-se aleatoria-
mente no meio de genes tornando-os ndo-
funcionais e produzindo um organismo mu-
tante (Fig. 8). A funcio do gene Agamous
de Arabidopsis foi caracterizada como sen-
do um regulador transcricional necessario
para o desenvolvimento floral, utilizando
essa metodologia (Yanofsky et al., 1990).

USO DE MICROARRAYS
DE DNA PARA ESTUDARA
EXPRESSAO DE GENES
EM TODO O GENOMA DE
UM ORGANISMO

O microarray ¢ uma metodologia uti-
lizada para comparar a expressdo de um
grande nimero de genes simultaneamente.
Este sistema baseia-se na impressdo de
milhares de clones de cDNAs em placas de
vidro através de um robd e, subseqiien-
temente, de uma hibridizacdo com duas
sondas marcadas com fluorescéncias di-
ferentes, em geral uma que emite uma cor
vermelha e outra verde. As sondas sdo con-
juntos de cDNAs gerados a partir de célu-
las ou tecidos em duas situagdes diferen-
tes que se deseja comparar (resisténcia e
suscetibilidade ao aluminio, por exemplo).
Os resultados sdo produzidos sob forma
de diferentes intensidades de fluorescén-
cia que sdo captadas por microscopia de
fluorescéncia a laser, em func¢do dos dife-
rentes niveis de expressdo de cada gene.
A imagem dos pontos fluorescentes € pro-
cessada por computadores e programas
especificos, sendo gerada uma grande
quantidade de informagdo simultaneamen-
te (Fig. 9, p.63).

Um robd é capaz de colocar 16 amostras
em 48 placas de vidro, lavar e secar a son-
da para o préximo grupo de cDNA em 70
segundos. Assim, cerca de 10 mil amostras
podem ser impressas em aproximadamen-
te 12 horas (Schena et al., 1995). Varios sis-

Colegao de mutantes
transgénicos contendo
transposon Mu

Bibliotecas gendmicas

de colunas e linhas Autofecundacao
Sequenciamento
Primer Primer
pBluescript B Anilicas
TIR TIR de
_ > mutantes

Gene

Figura 7 - Projeto NSF coordenado pela Dra. Virginia Walbot (University of Stanford)

NOTA: O transposon contendo uma marca de selecdo para resisténcia @ ampicilina em bactéria é
transferido para o milho por transformag@o. As plantas sGo multiplicadas e as bibliotecas
gendmicas sdo feitas a partir de colunas e fileiras de plantas que contém esses transposons
engenheirados inseridos aleatoriamente no genoma. Os plasmideos originados da biblioteca
gendmica contendo esses cassetes sdo seqiénciados e as plantas contendo os transposons
inseridos nos genes de interesse s@o identificadas.

T-DNA
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v
Transformacgéo da planta

v
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Ligagao Biblioteca gendmica
v v
PCR inverso Isolamento de clones
\\ ,/”//
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A Segiienciamento &

Figura 8 - T-DNA na producdo de uma biblioteca de mutantes

NOTA: Plantas de Arabidopsis séo transformadas por agrobactéria contendo o T-DNA. Essas plantas
sdo autofecundadas e os mutantes analisados. O T-DNA contendo uma marca de selegdo é usa-
do para criar bibliotecas gendmicas. Os plasmideos provenientes dessa biblioteca sdo se-
qUenciados ou mesmo usados em reagéo de PCR com primers especificos do gene e do T-DNA.
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temas robotizados mais rapidos e eficientes
para a impressdo e processamento dos
c¢DNAs nas placas de vidro, além de meto-
dologias cada vez mais sensiveis e precisas
para a detecgdo e andlise dos resultados,
tém sido desenvolvidos e disponibilizados
para os pesquisadores.

A tecnologia de microarrays nao for-
nece apenas informagdes sobre a fungio
de genes andnimos, o que favorecera bas-
tante os processos de genética reversa, mas
também constitui uma ferramenta indis-
pensavel para estudos globais de expres-
sdo génica, com grandes aplicagdes nos
estudos de Biologia molecular e Fisiologia
vegetal.

PROTEOMICS - ESTUDO DO
PERFIL PROTEICO DE UM
ORGANISMO

Cientistas tém utilizado o termo proteomics
para descrever as andlises do perfil protéico
de um organismo. O comportamento de
muitas proteinas em um proteoma pode ser
monitorado por meio de géis de eletroforese
em duas dimensdes. Nesse processo, pro-
teinas provenientes de células ou tecidos
em duas condigdes fisioldgicas diferentes
(por exemplo, plantas resistentes e sensi-
veis a uma determinada doenga ou condi-
¢io de estresse) sdo extraidas, aplicadas
em géis e comparadas qualitativa e quanti-
tativamente. As proteinas presentes em

apenas um dos géis ou que tenham a sua
quantidade alterada s3o fortes candidatas
para atuarem no controle do processo em
estudo. A partir da identificagdo das pro-
teinas de interesse pode-se isolar sua se-
qiiéncia génica e caracteriza-la, utilizando
as técnicas de Biologia molecular.

LOCALIZAGAO CELULAR

DE UM mRNA OU PROTEINA
PARA INFERIR SOBRE SUA
FUNCAO

Os genes sdo transcritos em moléculas
mRNA que s@o traduzidas em proteinas.
Essas sdo transportadas para locais espe-
cificos dentro da célula de um determina-
do tecido ou organismo. Enquanto alguns
genes codificam para proteinas que sdo
expressas em todas as células de um in-
dividuo durante toda a sua vida (genes
constitutivos), outros codificam para pro-
tefnas que sdo expressas apenas em algu-
mas células, ou em um determinado perfodo
de desenvolvimento, ou em resposta a
algum estimulo externo (genes tecidos-
especificos). A localiza¢do de uma proteina
ou de seu mRNA nas células ou tecidos
onde sdo produzidos é uma importante
fonte de informagio que pode auxiliar na
determinagdo da funcido de um gene ou
proteina. Um dos principios dessa meto-
dologia ¢ a identificacio do mRNA ou da
proteina de interesse por meio de sondas

especificas. As sondas, apds se ligarem a
proteina ou ao mRNA em estudo, sdo de-
tectadas com o auxilio de técnicas de mi-
croscopia. Uma vez conhecida a localizacdo
da molécula dentro de um organismo,
podem ser programados experimentos mais
refinados para a defini¢do de sua fungio.
Técnicas de hibridizagdes in situ t€ém sido
amplamente utilizadas para localizar genes
em cromossomos, tecidos e células de
diversos organismos.

INTERACAO
PROTEINA-PROTEINA

A caracterizagdo da funcdo génica pode
ser auxiliada por meio de estudos de inte-
ragdo proteina-proteina in vitro e in vivo.
A determinac@o de que uma proteina, cuja
func@o desconhecida interage com uma
que € conhecida, pode sugerir que as duas
proteinas fazem parte do mesmo processo
ou podem estar localizadas no mesmo
compartimento celular. Estes testes podem
ser usados para verificar a existéncia de
interaco entre duas proteinas conhecidas,
identificar tanto as novas proteinas que
interagem com uma proteina em estudo
quanto as regides dentro de uma protei-
na que sdo importantes no processo de
reconhecimento e da interacdo. Existe um
grande niimero de alternativas e variagdes
para estudar as interagdes entre proteinas
(Fig. 10). Apesar de bastante informativas,

Produgao da proteina “X”
em E. coli (HisTag)

Mistura

!
!

Extrato de
proteinas

Purificagdo em coluna

Purificagdo e caracterizagao das proteinas

W

A

Produgao da proteina “X”
em E. coli (HisTag)

Purificagao em coluna l

Producao da proteina “Y”
em E. coli (GSTTag)

Mistura

|
| :

Western Blot

Figura 10 - IdentificacGo de interag@o proteina-proteina (in vitro)

NOTA: A - A proteina de interesse é clonada em um vetor de expressdo em bactéria que permite a sua purificagdo em uma coluna de afinidade. Um extrato de
proteinas produzido nas células vegetais é também submetido & coluna que j& contém fixada a proteina de interesse. A coluna é lavada e as proteinas que
interagirem com a proteina de interesse podem ser seqiienciadas ou usadas para produzir anticorpos que serdo utilizados em uma biblioteca de expressao
de cDNA; B - Proteinas “X" e “Y" produzidas em E. coli sGo misturadas e passadas através de uma coluna de niquel. Se a proteina “Y” interagir com a “X”,
ambas ficaréo retidas na coluna. O processo pode ser visualizado por anticorpos ou raios X, caso a proteina “Y” esteja marcada com radioatividade.
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as reagdes in vitro podem mascarar os
resultados reais, devido a impossibilidade
de reproduzir in vitro todas as condi¢des
existentes nas células in vivo. Por esse
motivo foram desenvolvidos protocolos
que estudam a interagdo entre proteinas
in vivo.

Uma maneira efetiva para detecgio de
interagdo in vivo € utilizar o sistema hibrido
de levedura. Esse processo constitui na
constru¢do de duas proteinas de fusio por
Engenharia genética. Uma delas gera um
hibrido entre seqiiéncias para um dominio
que se liga ao DNA do fator de transcri¢ao
Gal4 (aminodcidos 1-147) (Keegan et al.,
1986) e a proteina de interesse. Um se-
gundo plasmideo de expressdo contém uma
seqiiéncia que ativa o fator de transcrigdo
Gal4 (amino4cidos 768-881) (Ma & Ptashne,
1987), fundida com cDNAs. Estes sdo pro-
venientes de bibliotecas de onde possam
existir genes candidatos. Desta forma, se
as duas proteinas expressas na levedura
sdo capazes de interagir, o complexo resul-
tante ativard a transcri¢do dos promotores
contendo sitios de ligacdo para o Gal4,
gerando uma coldnia azul em meio con-
tendo um substrato apropriado (X-GAL).
O sucesso dessa metodologia foi primeira-
mente demonstrado pela interagdo Gal4-
Gal80 (Ma & Ptashne, 1988), sendo mais
tarde generalizado por Fields & Song
(1989) (Fig. 11).

CONCLUSAO

Desde a redescoberta das leis de Gregor
Mendel, cientistas comecaram a questionar
a natureza do gene. Que tipo de molécula
seria o gene? Como a informagao contida
em uma molécula poderia ser transmitida
para as proximas geragdes? Por que e como
apareceriam individuos mutantes?

Apenas em meados do século XX, com
a descoberta da estrutura do DNA por
Watson e Crick, essas e muitas outras ques-
toes comecaram a ser respondidas. Nas
primeiras trés décadas apds a compreensao
da estrutura do DNA, o conhecimento a
respeito de sua biologia cresceu fantas-
ticamente. Dentro desse periodo ficou
entendida a natureza quimica dos genes,
como a informagc@o genética era armazenada,

Dominio de ligagao do DNA

Interagao entre as proteinas

Dominio de ligag&o do DNA O—

E Dominio de ativagdodoDNA A

Proteina conhecida B

Dominio de ativagédo do DNA :

Proteina desconhecida C

| Complexo RNA pol

| > Lac Z
D

Figura 11 - Interagd@o proteina-proteina in vivo

NOTA: A - O ativador de transcricgo GAL4 possui dois dominios: um que se liga ao DNA e outro
que ativa a transcri¢do; B e C - Os dois dominios foram separados: o primeiro pode ser
fundido & proteina de interesse (B) e, o segundo, & proteina desconhecida (C); D - As
colénias de levedura contendo os dois plasmideos, cujas proteinas interagem serdo azuis
em meio contendo X-GAL (substrato para a enzima), devido & reconstituicéo do fator de
transcricdo GAL4 e a ativacdo do gene da beta-galactosidase (lac Z).

como as células respondiam a essa infor-
macao e como ela era transmitida de uma
geracdo para outra.

A partir dos anos 70, cientistas come-
caram a aprender como manipular a molé-
cula de DNA utilizando as técnicas de
Biologia molecular. Inaugurou-se a era da
tecnologia do DNA recombinante, também
denominada de Engenharia genética. Desde
entdo, a Biologia molecular tem experi-
mentado grandes avangos tecnoldgicos
que tém culminado em importantes fontes
de conhecimento sobre a fung¢do, expres-
sdo e regulacdo de genes em diferentes
organismos. Neste artigo foram mencio-
nadas metodologias que tém por objetivo
auxiliar a identiﬁcagﬁo génica. Dentre elas,
os microarrays t€m revolucionado a and-
lise funcional de seqiiéncias génicas, uma
vez que, diferencas nos niveis de expressao
de milhares de genes, podem ser detecta-
das simultaneamente. Desta forma, varios
genes ainda desconhecidos poderdo ter
suas fungdes bioldgicas desvendadas
utilizando esse processo. As metodologias

de andlise génica, tanto individual quanto
em larga escala, fornecerdo um acesso a
informacdes sem precedentes para todas
as dreas da Biologia. Dentre elas, a agro-
pecudria serd amplamente beneficiada, uma
vez que existe uma grande necessidade
de identificar e estudar genes que sio
responsaveis por conferir resisténcia a
doengas, tolerdncia a estresses bidticos e
abidticos, aumento da qualidade nutricional
dentre outras caracteristicas de interesse
econdmico.
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