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1 - ENQUADRAMENTO

1.1 — Objectivos da Unidade Curricular de Biologia Molecular

A licdo a apresentar insere-se no conteudo programatico da Unidade Curricular de
Biologia Molecular do 2° ano do Curso de Engenharia Biotecnoldgica da Escola Superior
Agraria de Braganca.

Um dos objectivos desta Unidade Curricular (UC) é fornecer aos alunos conhecimentos
que lhes permitam compreender as matérias leccionadas noutras UCs do curriculum do
respectivo curso (Engenharia Genética, Biotecnologia na Produgdo Animal e
Biotecnologia Microbiana), para as quais o0s assuntos estudados nesta UC sao

fundamentais.

Adicionalmente, os alunos do Curso de Engenharia Biotecnologica deverdo ficar
preparados para dar resposta a solicitagbes de entidades empregadoras em que, directa
ou indirectamente, tenham que fazer utilizacdo de conhecimentos na area da Biologia
Molecular.

A UC de Biologia Molecular tem uma carga horaria semanal de 2 horas de aulas teéricas
e de 2horas de aulas praticas, a que correspondem 6,0 ECTS.

O conteudo programatico das aulas teéricas obedece a seguinte distribui¢ao:

1. Introducao as bases genéticas. Natureza quimica e estrutura do DNA

2. Diferentes tipos de genoma. Genomas eucariotas, procariotas, virais, organelares e
nucleares

3. Replicacao. Replicagdo em procariotas e eucariotas

4. Transcricao. Etapas da transcri¢do: iniciagéo, alongamento e terminagéao

5. Traducao e Codigo Genético. Sintese de proteinas: fases, factores e enzimas

6. Técnicas basicas de Biologia Molecular utilizadas na medicina

7. Tecnologia de DNA Recombinante. Clonagem. Vectores e estratégia de Clonagem

Em anexo apresenta-se o programa desta unidade curricular.
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Na apresentacdo desta licdo sera adoptada uma metodologia expositiva de matérias com
recurso a meios didacticos diversificados, que irdo desde a projeccdo de uma
apresentacdo em PowerPoint, a visualizacdo de animacdes de caracter pedagégico e
consulta de sites na Internet. Sempre que necessario, recorrer-se-a também a escrita no

quadro, de forma a facilitar a apreensao de conteudos e a interligacao entre conceitos.

Sera privilegiada, sempre que possivel, a articulacdo entre os conteudos teéricos das
matérias leccionadas e os trabalhos de natureza experimental executados nas aulas
praticas.

1.2 — Objectivos da licao

No ambito da unidade curricular de Biologia Molecular esta licdo enquadra-se no ultimo
capitulo, sobre a Tecnologia do DNA recombinante. Pretende-se integrar conceitos
previamente abordados noutras aulas tedricas, com os desta licdo, recorrendo a
exposi¢cao de um caso concreto: a construgéo e rastreio de bibliotecas de DNA.

Pretende-se que os alunos consigam relacionar conhecimentos previamente adquiridos

sobre:

e endonucleases de restricio (modo de accdo, tipo de extremos gerados,
compatibilidade entre extremos)

e vectores de clonagem

e caracteristicas de “polylinkers”

e sondas de acidos nucleicos

e utilizacdo de oligonucleétidos iniciadores especificos e degenerados

e modo de actuagdo de diversas polimerases: DNA polimerase, Klenow DNA
polimerase

e modo de accao de outras enzimas usadas em biologia molecular: ribonucleases
(RNases), ligases, nucleases, tranferase terminal, fosfatase alcalina

e seleccgao de transformantes

e transcricao e RNA “splicing”

e ¢lectroforese
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com os conceitos a introduzir na presente licdo:

¢ bibliotecas genémicas e de cDNA

e clones de DNA gendmico e cDNA

e rastreio de bibliotecas (com sondas, anticorpos, actividade biol6gica da proteina,
por PCR)

e “Expressed Sequence Tags” (ESTs)

e “High-Efficiency Thermal Asymmetric Interlaced PCR” (HE-TAIL PCR)

No final da licdo, os alunos deverao ser capazes de:

e distinguir bibliotecas de genémico e de cDNA

e entender as utilizagdes de bibliotecas de gendmico e de cDNA, bem como
vantagens e inconvenientes de cada uma

e escolher os vectores de clonagem em funcao dos objectivos de utilizacao

e compreender as diferencas de actuagdo de diversas enzimas usadas no
laboratério de biologia molecular

e referir diferentes métodos de rastreio de bibliotecas de DNA

¢ indicar vantagens e inconvenientes de cada método

2 — SUMARIO

Metodologias de identificacao e elucidacado de genes em bibliotecas gendémicas

1. Bibliotecas de DNA
2. Obtencao de uma biblioteca de DNA genémico
2.1 Preparagao do DNA
2.2 Escolha dos vectores de clonagem
2.3 Preparacgao do vector
3. Obtencao de bibliotecas de cDNA
4. Rastreio de bibliotecas de DNA
4. 1 Rastreio por hibridacao de DNA

4.1.1 Obtencao de “Expressed Sequence Tags” - ESTs
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4.2 Rastreio por ensaio imunoldgico
4. 3 Rastreio da actividade da proteina

4. 4 Rastreio baseado em técnicas de PCR

5. Exemplo de aplicacao: Metodologias usadas na pesquisa da sequéncia

nucleotidica de novos genes em Trichoderma harzianum.
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1. BIBLIOTECAS DE DNA

A sequenciagdo de genomas tem inumeras aplicagbes, nomeadamente em medicina,
antropologia, agricultura, melhoramento animal e ambiente, entre outros. Por exemplo,
algumas doengas, como as de Alzheimer ou o cancro da mama revelaram uma
componente genética até ai desconhecida(Human Genome Project , 2009), tornando
mais facil uma possivel despistagem. Também a elucidacdo de genomas microbianos
adaptados a condigbes adversas extremas podera ajudar a solucionar alguns problemas
para 0s quais a ciéncia ainda nao encontrou solugbes, particularmente em
biorremediacdo, na utilizagdo de energias renovaveis, na pesquisa de biosensores ou

producéo de enzimas (Microbial Genome Program, 2010).

No entanto, para compreender os mecanismos de funcionamento de genes, devemos
analisar toda a sua estrutura, que abrange ndo sé a sequéncia nucleotidica
correspondente a regidao codificante, mas também as sequéncias de regulacao
localizadas no promotor, e a sequéncia do terminador. Isto s6 é possivel se dispusermos
de clones de DNA gendmico representativos de todo o genoma, e de uma metodologia
de rastreio que nos permita identificar os genes de interesse. A maior parte destas
metodologias envolve o rastreio de bibliotecas de DNA.

Os bancos ou bibliotecas de DNA sédo colecgbes de fragmentos de DNA de um
organismo clonados num vector adequado. Estas moléculas de DNA recombinante sao
armazenadas em células hospedeiras, podendo ser amplificadas e armazenadas
indefinidamente. Sao essencialmente de dois tipos:

o Bibliotecas de DNA gendomico, em que os fragmentos de DNA clonados sao
provenientes do genoma, e representativos de todas as sequéncias de DNA
presentes nesse genoma (Figura 1). Com rarissimas excepgdes, contém sempre
as mesmas sequéncias independentemente do tecido do qual o DNA foi retirado
(Alberts, et al., 2002). Numa biblioteca de gendémico:

o todas as regibes do genoma deverdo estar igualmente representadas
entre si.

o 0 numero de clones devera ser de tal forma que uma dada regidao do
genoma tenha elevada probabilidade de ocorréncia pelo menos num dos
clones (apesar disso, é desejavel que cada clone contenha um inserto do
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maior tamanho possivel, para que o nimero de clones ndo seja tao grande
que dificulte 0 manuseamento da biblioteca).
o o0s fragmentos clonados devem ter tamanho suficiente para poderem

abranger as sequéncias codificantes e flanquedoras de um gene.

O facto de nas bibliotecas de DNA gendmico estarem representadas todas as
sequéncias do genoma, torna-se vantajosa na medida em que permitem a analise da
estrutura e fungdo dos genes (existéncia de introes, exdes, fronteiras intrdo-exao,
sequéncias reguladoras), a elucidagdo de regides intergénicas, assim como a
organiza¢ao do genoma.

DNA gendmico

'_Geneﬁ_u GeneB , v _GeneA Gene B
I R ER  RT)
exdo in;':rﬁnl DNAndo ITranscri;éol
transcrito

Digestiio com endonucleases
Transcritos == s

l Fragmentos de DNA

RNA
e IR SO Iy S S

splicing

Clonagem

I
Tran scrig%o reversa e n:‘lon agem

—
g {0 o ‘ —
mE o omz oom| | 2B P
| -
Clones de DNA gendmico Clones de cDNA
Bibliotecagendmica Biblioteca de cDNA

(Alberts, et al., 2000)

FIGURA 1 — DIFERENGAS ENTRE CLONES DE DNA GENOMICO E CLONES DE CDNA
DERIVADOS DA MESMA REGIAO DE DNA.

Neste exemplo, o gene A nédo é frequentemente transcrito enquanto o B é frequentemente transcrito;
ambos contém intrdes (a verde). Na biblioteca gendmica, quer os intrées quer as sequéncias nao
transcritas de DNA (a rosa) sdo incluidos nos clones e a maioria contém, no maximo apenas uma curta
porgcdo da sequéncia codificante de um gene (vermelho). Nos clones de cDNA, os intrdes (a amarelo)
foram removidos devido a RNA “splicing”, durante a formagdo de mRNA (a azul), e assim cada clone
apresenta uma sequéncia codificante continua. Porque o gene B é mais frequentemente transcrito nas
células a partir da qual a biblioteca foi feita, ele vai estar mais representado que o gene A. No entanto, na
biblioteca genémica os genes A e B estdo em principio igualmente representados.
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As maiores desvantagens destas bibliotecas sao:

o o trabalho exigido na sua elaboracao e na manutencgao de clones.

o o facto de nem todos os clones poderem ser expressos em células
procaribticas.

o poder haver clones com sequéncias de genes incompletas, devido ao facto
de serem obtidas com o uso de enzimas de restri¢ao.

o haver necessidade de determinar os coddes de iniciacdo e de terminacao
nas sequéncias de genes completas.

e Bibliotecas de DNA complementar (cDNA), que apenas contém moléculas de
DNA copiadas a partir dos mRNAs (cDNAs) existentes num tecido num dado
momento e condicdo ambiental. Nestas bibliotecas ha diferente representatividade
entre genes, resultante da diferente proporcao entre mRNAs na célula (Figura 1).
Assim, ha variagdes entre bibliotecas de cDNA obtidas de células colocadas em
condicdes ou de estadios de desenvolvimento diferentes, e entre as obtidas de

diferentes tecidos de um mesmo organismo.

Uma vantagem das bibliotecas de cDNA é o facto de conterem apenas as regides
codificantes de cada gene. Sendo assim, as bibliotecas de cDNA possibilitam:

o a andlise da estrutura e funcdo de exdes e a deducdo de sequéncias
proteicas.

o a identificacdo dos genes transcritos em determinada etapa celular ou
condi¢do ambiental.

o a producdo de proteinas eucaridticas em bactérias (estudos de
expressao).

o aobtencdo de sondas de cDNA.

Quando comparadas com as de gendémico, tém ainda a vantagem de terem um menor
tamanho, sendo por isso mais faceis de manipular e armazenar, e a de maior
representatividade de cada uma das sequéncias transcritas. A sequenciacdo de
moléculas de cDNA completas permite detectar a presenga e localizacao de intrdes, por
comparagao com a sequéncia nucleotidica do DNA genémico. Tém como desvantagens:

o o facto de s6 as sequéncias codificantes poderem ser analisadas.
o a dificil detec¢ao de sequéncias com baixo nivel de transcri¢ao.
o o facto de serem obtidas a partir de mRNA, de facil degradacéo.

Metodologias de identificacao e elucidacdo de genes em bibliotecas gen6micas
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Os vectores de clonagem usados na constru¢do de bibliotecas sdo moléculas de DNA
capazes de amplificar, em centenas de cépias, a informacédo genética contida na sua
molécula. No caso de conterem um inserto (DNA exdgeno), este é copiado em
simultaneo. Todos os vectores de clonagem tém uma origem de replicacdo independente
da replicagdo do DNA da célula hospedeira, e alguns deles codificam as enzimas
necessarias a sua prépria replicacao. Por questdes de funcionalidade desenvolveram-se
vectores com um local de clonagem multipla (MCS — “multiple cloning site”, também
designado por “polylinker”), ou seja, um local onde ha uma sucessédo de sequéncias de
reconhecimento para algumas endonucleases de restricdo, Unicas na cadeia, que
possibilitam a clonagem. Na sua sequéncia nucleotidica encontra-se também a
sequéncia de pelo menos um gene que permite a deteccao de fendtipos recombinantes —
marcador de selecgdo. Estdo neste caso os genes de resisténcia a antibidticos
(ampicilina, zeocina,..) ou aqueles cuja interrupcdo provocada pelo inserto leva a
deteccado das colbnias transformadas (B-galactosidase, por exemplo). Na Figura 2, a
titulo exemplificativo, estdo representados os vectores pBR322 e pUC19, dois dos
primeiros mais usados vectores de Escherichia coli.

HindIIl
EcoRl ‘r EcoRty

BamHI

ASE O g

Petl

lacZa
Polylinker

puc19

iy 2686 bp

1305

hdel

A B

FIGURA 2 — MAPAS DOS VECTORES PBR322 (A) E PUC19 (B).

A - pBR322 foi o primeiro vector de clonagem em E. coli a ser amplamente utilizado. Criado por Bolivar e
Rodriguez em 1977, tem 4361pb, uma origem de replicagdo (ori), e genes de resisténcia a ampicilina (ampR)
e a tetraciclina (tetR). Onze dos seus 40 locais de restricdo situam-se no interior da sequéncia de gene tet”,
seis no meio da sequéncia ampH.

B — O vector pUC19 foi obtido na Universidade da Califérnia. Além de ampH, contém o fragmento N-terminal
do gene da B- galactosidase de E. coli (lacZ). O “polylinker” esta inserido em /acZ, pelo que a insergao de
DNA exoégeno provoca a interrupcdo do gene. Permite a selecgdo de recombinantes por “screening” de
colénias brancas (fenétipo recombinante).
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2. OBTENCAO DE BIBLIOTECAS DE DNA GENOMICO

2.1 PREPARACAO DO DNA

A primeira etapa da construgdo de uma biblioteca de genémico é a obtencao de DNA de
elevado peso molecular.

Para que a biblioteca seja representativa de todos os fragmentos do genoma, estes
devem ser obtidos duma forma aleatéria. O método que permite obter uma completa
aleatoriedade na fragmentagdo do DNA ¢é o fraccionamento mecanico. No entanto, este
método acaba por ndo ser muito utilizado pela maior dificuldade em clonar os fragmentos

assim obtidos num vector, pelo que é frequente recorrer a utilizacao de endonucleases.

Na construg¢édo de bibliotecas de gendémico € usual clivar o DNA genémico do organismo
de interesse com uma enzima de restricdo que assegure uma frequéncia de clivagem da

cadeia nucleotidica elevada.
Numa endonuclease de restrigédo, a distdncia média entre pontos de clivagem é dada por:
D=4,

em que D representa a distancia entre pontos de clivagem na cadeia; n representa o
namero de bases envolvidas no local de reconhecimento, e 4, o numero de diferentes

bases desoxirribonucleotidicas do DNA.

Sendo assim, uma sequéncia nucleotidica de 4pb tem a probabilidade de aparecer em
média na cadeia desoxiribonucleotidica uma vez em cada 4* = 256 pb. Tém sequéncias
de reconhecimento de 4pb as endonucleases Sau3Al (/GATC), Mbol (/GATC), Alul
(AG/CT), e Haelll (GG/CC), entre outras. Se considerarmos o genoma humano hapléide,
com cerca de 3x10°pb, uma digestao completa com uma destas enzimas (por exemplo, a
Sau3Al, como representado na Figura 3) originaria qualquer coisa como 10’ fragmentos
nao sobreponiveis, demasiado para 0 manuseamento da biblioteca.

A utilizagdo de enzimas de restrigdo com 6pb no local de reconhecimento como a BamHI
(G/GATCC), origina fragmentos médios de 4° = 4096pb, diminuindo o nimero de clones
necessarios. No entanto, verifica-se que, embora os locais de reconhecimento das
enzimas se distribuam no genoma ao acaso, na pratica podem aparecer zonas de grande
concentracdo de um local de reconhecimento, e outras bastante dispersas. Isto acontece

especialmente em enzimas que cortam menos frequentemente (Videira, 2001). Com
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estas ultimas, em determinadas regides do DNA ha maior probabilidade de obter
fragmentos de dimensdes superiores aos limites de capacidade dos vectores utilizados, o
qgue pode levar a ndo inclusdo dessas regides nas bibliotecas (Videira, 2001).

As endonucleases que reconhecem sequéncias de 6pb sdo de utilizagcdo menos pratica
do que as de 4pb, porque obrigam a utilizacdo de diferentes condi¢cées de digestao e
posterior mistura de fragmentos previamente a clonagem (Wolfe, 2005). Por esta razéo, a
Sau3Al ou o seu isoesquizomero Mbol sao as enzimas mais utilizadas na clivagem de
DNA para obtencdo de uma biblioteca de genémico. Estas endonucleases de restrigao,
para além de terem uma sequéncia de reconhecimento de 4bp, originam extremos
protuberantes 5 compativeis com os de enzimas de restricdo cuja sequéncia de
reconhecimento esta presente no local de clonagem multipla de vectores (BamHI, por

exemplo).

No entanto, se estas enzimas clivarem todos os locais de reconhecimento existentes na
cadeia, vao-se obter inumeros fragmentos de DNA, pequenos demais para incluir toda a
sequéncia de um gene, incluindo as regides que flanqueiam o quadro de leitura aberta —
ORF (“open reading frame”), muitas vezes com mais de 1000 pb (Pareja, 2005). Nesse
caso, o numero de clones necessarios a construcao da biblioteca tornar-se-ia demasiado
grande, e a probabilidade de todas as regides do genoma estarem representadas na
biblioteca de gendmico diminuiria. Para obviar estes problemas sao feitas digestoes
parciais, usando menos enzima e/ou menos tempo de reacgdo, de forma a obter
fragmentos de restricdo de 20Kpb ou mais, dependendo da capacidade de inser¢cao do
vector a wusar. Na Figura 3 encontra-se representada a metodologia referida

anteriormente.

Ap6s a clivagem, os fragmentos de tamanho desejado (que depende do vector a usar na
construcao da biblioteca), sédo seleccionados por electroforese (fragmentos grandes para
clonagem em YACs ou BACs' poderéo ter de ser separados por electroforese em gel de
campo pulsado - PFGE — “pulsed field gel electophoresis”) e posteriormente eluidos. Para
o genoma humano e fragmentos com cerca de 20Kpb, clonaveis no fago lambda (A), sao
necessarios cerca de 1,5x10° clones para construir uma biblioteca completa. Na pratica,
como a incorporagado de fragmentos de restricdo nas particulas virais é aleatdria, sao
necessarios pelo menos 1x10° fagos recombinantes para assegurar a representatividade
de cada regidao do genoma humano, com uma probabilidade de 90-95%(Lodish, et al.,
2000).

' Cromossomas artificiais de leveduras SYACSZ e bacterianos SBACSZ’ usados como vectores de clonagem.
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FIGURA 3 - SOBREPOSICAO DE FRAGMENTOS DE RESTRICAO OBTIDOS POR DIGESTAO
PARCIAL DE DNA GENOMICO HUMANO COM A ENZIMA DE RESTRICCAO SAU3AI.

A enzima reconhece a sequéncia tetranucleotidica GATC e origina extremos protuberantes 5 em
cada uma das cadeias. Uma regido hipotética do genoma humano esta representada na linha
superior, com todos os locais de reconhecimento da enzima (a roxo). A digestao parcial desta
regiao origina fragmentos cerca de 20Kpb (azul), cujas sequéncias se sobrepdem. Esta técnica
permite aumentar a probabilidade de cada fragmento individual da cadeia se encontrar
representado.

A férmula que relaciona o numero de clones de uma biblioteca de genémico com o
tamanho do inserto clonado e o tamanho do genoma, de forma a representar uma dada

regido do genoma pelo menos uma vez na biblioteca é:
N=1In(1-P)/In[1 - (/G)]

em que N = numero de clones, P = probabilidade de uma determinada regidao do genoma
estar representada pelo menos uma vez, / = tamanho do inserto (pb), G = tamanho do
genoma (pb) (Clarke & Carbon, A colony bank containing synthetic Col El hybrid plasmids

representative of the entire E. coli genome, 1976).

Assim, para detectar uma sequéncia de interesse no genoma humano, com 99,0% de
probabilidade, seria necessario obter uma biblioteca de genémico clonada em fago A,

com um numero de clones de cerca de:

N = In(1 - 0.99)/In[1-(2 x 103 x 10%)] = 690000,

ou seja, cerca de 7x10° clones.
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2.2 ESCOLHA DOS VECTORES DE CLONAGEM

Na construcdo de uma biblioteca de genémico ha interesse em utilizar vectores nos quais
se consiga inserir o0 maior fragmento possivel da cadeia de DNA, por forma a minimizar o
numero de clones da biblioteca. Nos ultimos anos verificou-se uma grande evolugao nas
caracteristicas dos vectores de clonagem. As bibliotecas de gendomico de primeira
geragao utilizavam mais os vectores lambda, posteriormente utilizaram-se sobretudo
vectores hibridos fago-plasmideo, como por exemplo os cosmideos. Nas mais recentes
generalizou-se a utilizagdo de cromossomas artificiais de leveduras, ja em fase de
substituicdo por vectores com maior capacidade de acomodar insertos de grandes
dimensbes, os cromossomas artificiais bacterianos baseados quer na origem de

replicagéo do elemento F quer no bacteriéfago P1 (BACs e PACs)(Wolfe, 2005).

Na Tabela 1 descrevem-se algumas das caracteristicas de diferentes vectores de
clonagem utilizados na obtencao de bibliotecas de DNA, e o numero de clones que
seriam necessarios, em cada um dos casos, para construir uma biblioteca de gendémico

humano completa.

TABELA 1- CARACTERISTICAS DE ALGUNS DOS VECTORES DE CLONAGEM UTILIZADOS
NA OBTENGAO DE BIBLIOTECAS DE DNA.

Numero de
Tamanho clones
Vector maximo do necessarios Vantagens Inconvenientes
inserto na biblioteca
Plasmideos 10Kpb 10’ Construgdo facil; insertos  Sao necessarios muitos
relativamente estaveis clones
Sd0 necessarios muitos
Derivados do 20 Kpb 5x 10° Construgdo facil; insertos clones; é dificil obter DNA
Fago A relativamente estaveis dos clones
Facil construgéo e
Cosmideos 45 Kpb 2x10° obtencdo de DNA dos Nem sempre sdo estaveis
clones
Construgéo dificil; tendéncia
YAC 1 Mpb 10* S&0 precisos poucos para rearranjos; Baixa
clones eficiéncia de transformacao
Origem de replicagdo de
BAC > 500 Kpb 2 x10* Sdo0 precisos poucos copia Unica, dificulta a
clones; muito estaveis obtencdo de DNA em
quantidade suficiente
Sao necessarios menos Origem de replicagdo de
PAC ~120 Kpb 10° clones relativamente aos cépia Unica, dificulta a
cosmideos; estaveis obtencdo de DNA em

quantidade suficiente

Adaptado de (Wolfe, 2005) e (Lee, sd).
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8



Os plasmideos derivados de pBR ou pUC (Figura 2) ndo sdo adequados a construgao de
uma biblioteca de gendémico. Os fragmentos de DNA que conseguem comportar sao
relativamente pequenos, o que obrigaria a um numero elevado de clones. A eficiéncia de
transformacéo de E. coli com plasmideos é também bastante inferior a capacidade de
transducao associada ao fago A ou vectores derivados (Lodish, et al., 2000).

O fago lambda é uma particula viral constituida pela cabeca (também designada capside
viral), e pela cauda, onde se localizam as fibras responsaveis pela adsor¢do a célula
bacteriana (Figura 4). No interior da capside encontra-se o material genético — DNA
linear de cadeia dupla, com 48490pb, ladeado por dois segmentos de cadeia simples de
12pb em cada um dos extremos 5, complementares, designados “cohesive sites” ou
locais cos. Funcionam como extremos protuberantes que permitem a circularizagao do
DNA no interior do hospedeiro ap6és a infecgdo. Na sua forma circular, o genoma do fago
atinge as 48502pb. Na Figura 5 encontra-se o0 mapa simplificado do fago A e na Figura 6
0 seu ciclo de vida. Foi muito usado na obtencdo de vectores para bibliotecas de
gendémico porque 20Kpb do seu genoma, correspondentes aos genes necessarios para o
ciclo lisogénico, e outros, irrelevantes para o ciclo litico (Figuras 5 a 7), podem ser
retirados e substituidos por insertos de DNA de interesse, sem perda da capacidade de
infeccdo. Além disso, a eficiéncia de infeccao em E. coli é cerca de 1000 vezes superior a
transformagao obtida com vectores plasmidicos (Lee, sd) (Rinehart, 2005a): cerca de 10°
colénias/pg de DNA plasmidico versus 10° placas/pug de DNA viral (Anénimo, 2002).

No interior do hospedeiro a montagem das cépsides virais € da cauda (a partir de
multiplas copias das diferentes proteinas que compdem essas estruturas complexas) séo
independentes (Figura 8). A replicacdo do DNA origina longas moléculas multiméricas
chamadas concatémeros (ndo sdo mais do que multiplas cépias do genoma viral ligadas
pelas extremidades através das sequéncias cos, ver Figuras 7 e 8). Sdo estas
sequéncias que sao reconhecidas pelas proteinas virais levando ao processo de
encapsidacgao. As proteinas Nu1 e A (ver Figura 5) ligam-se aos locais cos e inserem na
capside viral o DNA localizado entre dois locais cos consecutivos, ou seja, cerca de
50kpb. Apds a insercao do DNA, da-se a ligagdo da cauda, obtendo-se uma nova
particula viral completa.

Para obter virides lambda com DNA recombinante, o processo de montagem dos
componentes do fago (capside e cauda) decorre “in vitro”. Assim, infecta-se a E. coli com
um fago A mutante, defectivo na proteina A, uma das duas proteinas necessarias para
empacotar o DNA do virus na capside viral. Estas células acumulam cépsides vazias.

Metodologias de identificacao e elucidacdo de genes em bibliotecas gen6micas
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(Schnos, 2005)

FIGURA 4A - COMPONENTES ESTRUTURAIS DO BACTERIOFAGO A: 1. CABECA; 2. CAUDA;
3. DNA VIRAL; 4. COLAR; 5. BAINHA; 6. FIBRAS; 7. PLACA BASAL. 4B — MICROFOTOGRAFIA DE
PARTICULAS DE FAGO LAMBDA.
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(Lodish, et al., 2000)

FIGURA 5 - MAPA SIMPLIFICADO DO GENOMA DO FAGO A

Ha cerca de 60 genes no genoma, apenas um pequeno numero se encontra representado. Os genes
codificantes das proteinas necessarias a montagem da cabeca (capside viral) e da cauda estéo localizados a
esquerda, constituindo o brago esquerdo; a direita, formando o brago direito, situam-se os necessarios a
produgéo de proteinas do ciclo litico. As regides do genoma a tracejado podem ser substituidas por DNA
exogeno (correspondendo ao fragmento central), ou retiradas (as pontuadas) sem que a capacidade de
infeccdo do fago A e a produgédo de novos viribes seja alterada. Entre os genes J e N podem-se inserir
insertos até 24 Kpb(Hartl & Jones, 1998). O brago esquerdo tem cerca de 20Kpb, o direito 9Kpb. A
capacidade de empacotamento de DNA na capside viral do fago A é de cerca de 37-53Kpb, pelo que o
tamanho possivel dos insertos variara entre 8Kpb e as 24 Kpb.
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FIGURA 6 — CICLO DE VIDA DO BACTERIOFAGO A.

O fago reconhece e liga-se ao seu hospedeiro — a Escherichia coli, o que leva a injecgdo do seu DNA no
citoplasma da célula bacteriana através da cauda, iniciando-se uma de duas fases do seu ciclo de vida: a
litica ou a lisogénica. Se o estado nutricional do hospedeiro for favoravel, inicia-se o ciclo litico: apés a
infeccdo, o DNA linear de cadeia dupla circulariza (a esquerda). Na fase litica, o DNA do fago A replica-se
originando novas particulas virais e proteinas liticas activas, provocando a lise da célula bacteriana, e a
libertacdo das particulas virais produzidas para o meio extracelular. Se o estado nutricional da E. coli nao for
capaz de suportar a formagao de novos virides, inicia-se o ciclo lisogénico — os genes do fago responsaveis
pelo ciclo litico sdo reprimidos, e a célula hospedeira produz enzimas fagicas que integram o DNA viral no
cromossoma bacteriano (a direita). Esta integracdo — estadio de profago - ocorre num local especifico e ndo
provoca interrup¢do de genes do hospedeiro. O DNA do profago é replicado ao mesmo ritmo que o DNA
cromossomal do hospedeiro. Pode permanecer neste estadio durante varias geragdes do ciclo do hospedeiro
até que surja uma situagdo de stress para o hospedeiro (escassez de nutrientes, antibidticos, ou qualquer
outra situagao prejudicial). Em resposta ao stress, a expressédo dos genes da fase litica é despoletado e o
profago activado é excisado do cromossoma de E. coli por novas proteinas expressas, passando a replicar-

se autonomamente.
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FIGURA 7 —CONSTRUGAO DE UMA BIBLIOTECA DE GENOMICO EM FAGO A.

A regido nao essencial do genoma do fago A (a laranja) é usualmente retirada, de forma a maximizar o
tamanho do inserto de DNA. Neste exemplo é retirada com BamHI, e o DNA gendmico a inserir é digerido
parcialmente com Sau3A. As duas enzimas produzem fragmentos coesivos complementares. Os bragos de
vector A e cerca de =15kpb de DNA gendmico s@o misturados, ligados e empacotados “in vitro” para originar
particulas virais A, com as quais se infecta células de E. coli.

Como as caudas pré-montadas s6 se unem a capsides “cheias” com DNA, as caudas
virais acabam por também se acumular. Com a lise das células obtém-se extractos
celulares com elevada concentragao de capsides e de caudas. A mistura destes extractos
com proteinas A (obtidas a partir de células infectadas por virus ndo mutados e isoladas)
e DNA recombinante com locais cos, leva ao empacotamento do DNA no interior das
capsides virais e a posterior ligacdo da cauda, obtendo-se viribes com DNA

recombinante.
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FIGURA 8 — MONTAGEM DA PARTICULA VIRAL DO FAGO A.

A partir de vérias proteinas do fago s@éo montadas caudas e capsides vazias. Durante a fase tardia da
infeccdo fagica sdo formadas longas moléculas de DNA, os concatémeros. Nado sdo mais do que vérias
copias do genoma do fago, unidas pelos extremos cos (a vermelho). Os locais cos sdo sequéncias
nucleotidicas as quais se ligam as proteinas responsaveis pela encapsidagdo do material genético, Nul e A.
Estas proteinas levam a insercdo do DNA presente entre dois locais cos consecutivos nas capsides
(encapsidacao). S6 apos esta ter ocorrido ocorre a ligagcdo da cauda viral, originando uma particula viral

completa, capaz de infectar a E. coli.
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Na Figura 7 esta representada a constru¢cao de uma biblioteca de genémico em fago A. A
grande desvantagem dos vectores derivados do fago A reside no facto de nao ser facil
obter a partir deles DNA com qualidade suficiente para sequenciar, usar em mutagénese
dirigida e restricdo enzimdtica (Institute of Molecular Development, 2001). Actualmente
sdo usados na construcdo de bibliotecas de gendmico em condigbes excepcionais
(Wolfe, 2005). No entanto, continuam ser usados para a construgéo de bibliotecas de
cDNA (Institute of Molecular Development, 2001), sobretudo pela eficiéncia de
empacotamento do DNA “in vitro” e pela facilidade de manipulacdo das bibliotecas,
quando comparados com o0s vectores plasmidicos. Alguns dos mais usados em
bibliotecas de cDNA de eucariotas sdo os vectores lambda gt?10 e gt11(Kumar & Garg,
2005), que aceitam insertos de 7,6 e 7,2 Kpb, respectivamente (Primrose, et al., 2006). O
primeiro é considerado um vector de ndo-expressao pela auséncia de um promotor forte
a montante do MCS, pelo que uma biblioteca clonada em Agt10 s6 podera ser rastreada
com uma sonda de 4cido nucleico. O Agt11 (Figura 9) € um vector de expressao. Neste
caso, as bibliotecas que gera podem ser rastreadas com sondas de anticorpos
especificas para as sequéncias de DNA de interesse.

Xia |
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(Promega, 2011)
FIGURA 9 — MAPA DO VECTOR LAMBDA GT11.

E um vector de substituigdo. O gene funcional da B-galactosidase é inactivado por insergdo de DNA exdgeno.
Os fagos recombinantes podem ser detectados pela formagdo de placas incolores quando as bibliotecas em
hospedeiros lac- sdo plaqueadas na presencga de X-gal e IPTG. Os ndo recombinantes formam placas azuis.

Como o tamanho dos vectores A dificulta a posterior manipulacdo do DNA, é usual
subclonar os insertos em vectores plasmidicos apos isolamento dos clones de interesse
(Short, et al.,, 1988). Foram desenvolvidos vectores de insercdo A que contém um
fagemideo® de E. coli [pBluescriptSK(-)] inserido no genoma. Este pode ser excisado

2 gt — de “generalized transduction” vector, sdo vectores de transdugdo generalizada.

% Os fagemideos s&o vectores hibridos, entre um plasmideo e o fago M13, um bacteriéfago de E. coli com DNA de cadeia
simples. Os da série pBluescript, cujas caracteristicas se descrevem no Anexo 1 séo dos mais utilizados como vectores de
clonagem em bibliotecas de cDNA.
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pelos fagos auxiliares f1 ou M13 “in vivo”, evitando a necessidade de subclonar os
insertos de DNA em vectores plasmidicos (Short, et al., 1988). Constituem a série
Lambda ZAP (Agilent Technologies ®). Foram desenhados de forma que, com ajuda de
um segundo fago (auxiliar — “helper”), se consiga que qualquer inserto clonado no fago
seja excisado no interior do plasmideo ainda em E. coli. Evita a sequencia¢do do DNA do
fago, uma vez que cada placa de lise contém um inserto dentro de um plasmideo
pBluescript (Slish, 2010). Aceitam insertos até 10Kpb. No Anexo 1 estdo representados
0s mapas de um dos vectores Lambda ZAP e o do fagemideo pBluescriptSK(+/-), assim
como algumas das caracteristicas destes vectores.

Apbs ter sido constatado que, ao contrario do processo de transformagéao, a transdugao
(infecgcao de bactérias por bacteri6fagos) era compativel com a introducao de plasmideos
recombinados com insertos de grandes dimensdes (Correia, et al., 2003),
desenvolveram-se novos vectores de clonagem para bibliotecas de gendmico, os
cosmideos, representados na Figura 10. Sdo vectores hibridos obtidos pela insercao de
extremos protuberantes cos do fago A num plasmideo (com origem de replicagao,
marcador de seleccao e MCS). Permitem a clonagem de insertos de maiores dimensdes
do que os plasmideos, com cerca de 40-45 Kb, porque os locais cos permitem o
empacotamento do DNA exdgeno (do inserto) no interior das capsides virais (Wilson,
2003). A sua construgdo baseia-se no facto das proteinas que promovem o
empacotamento do DNA do fago A apenas necessitarem de reconhecer locais cos
separados de 37-52Kpb. Os locais cos constituem a Unica parte do fago a ser introduzida
no plasmideo para a obtengédo de um cosmideo. Como nao sao transferidos genes virais,
o vector replica-se em E. coli como um plasmideo. O DNA amplificado pode ser
facilmente extraido das células infectadas.

A clonagem em cosmideos conjuga a elevada eficiéncia de infecgdo associada a
clonagem no fago A com a facilidade de manipulacdo de DNA plasmidico. A selec¢do de
transformantes é feita em placas de Petri onde se adicionou antibiético ao meio para
possibilitar a detecgao de clones transformados. Aos cosmideos de primeira geracao,
com origem de replicacdo e genes de resisténcia a antibidticos derivados dos
plasmideos, e locais cos, seguiram-se os de segunda, com genes que permitiam a
transfeccdo e seleccdo em células eucaribticas (Grosveld, et al.,, 1982) (Lau & Kan,
1983). Foram muito usados nos anos 80 e inicio dos anos 90 para clonagens de

gendémico.
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FIGURA 10 — CARACTERISTICAS BASICAS DE UM COSMIDEO.

Embora alguns genomas como o de Saccharomyces cerevisiae tenham sido
sequenciados sobretudo com utilizacdo de cosmideos para a construcao das bibliotecas
de DNA gendmico necessarias, mesmo insertos de 40-45Kb sdo demasiado pequenos
para projectos como os de sequenciagdo do genoma humano. Sendo assim, o
desenvolvimento de vectores para clonagem de extensos fragmentos de DNA foi
essencial para ser atingida uma taxa de conclusdo de projectos de sequenciacao de
genomas elevada (Nicholl, 2008). Desenvolveram-se entdo novos vectores como 0s
cromossomas artificiais de leveduras, YACs (“yeast artificial chromosomes”), os
cromossomas bacterianos artificiais (BACs) e os cromossomas artificiais derivados do
fago P1 (PACs), descritos no Anexo 2. Nestes, os insertos podem variar de 120Kpb a
1Mpb.

2.3 PREPARACAO DO VECTOR

Apés ter sido seleccionado, o vector a utilizar na biblioteca é preparado com uma enzima
de restricdo que produza extremos coesivos complementares aos gerados pela Sau3Al.
Os dois DNAs sao misturados na presenga da T4 DNA ligase, de forma a obter ligagoes
covalentes entre cada um dos fragmentos de DNA do organismo de interesse e uma
copia do vector. O resultado sdo milhares de moléculas recombinantes em que, em cada
uma, o vector se encontra ligado a um pedaco diferente do DNA gendmico original. Estas
moléculas recombinantes sao introduzidas num hospedeiro, obtendo-se uma biblioteca
gendémica: dispomos de milhares de clones independentes, cada um com uma molécula

recombinante portadora de um pedaco de DNA gendmico do organismo dador.
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3. OBTENCAO DE BIBLIOTECAS DE CDNA

A primeira etapa da preparacdo de uma biblioteca de cDNA consiste na obtengdo de
RNA total existente na célula (tecido) de interesse, e posterior separacdo dos mRNAs
poliadenilados por cromatografia de afinidade, em colunas com oligo-dT. Posteriormente
a enzima transcriptase reversa € usada na sintese de cadeias de DNA complementares a
cada uma das cadeias das moléculas de mRNA (Figura 11). Esta enzima tem a
capacidade de efectuar in vitro a sintese de DNA a partir da cadeia de RNA,
necessitando de um oligonucleétido iniciador (“primer”) com a extremidade 3’OH livre,
para poder iniciar a sintese. Normalmente utiliza-se um pequeno oligonucleétido de
desoxitimidinas (poli-dT) que hibrida na cauda de poli-A do mRNA, mas a sintese da
primeira cadeia de cDNA também pode ser obtida através de “random primers™ ou de
primers especificos para o gene de interesse (Figura 12). Nesta reaccédo sdo formadas
moléculas hibridas de DNA/RNA que sao posteriormente usadas como molde na sintese
da segunda cadeia de cDNA. Esta pode ser obtida de trés diferentes maneiras,
esquematizadas na Figura 13:

e Ap6s a sintese da primeira cadeia de DNA, a enzima ribonuclease (RNase H°) vai
digerir parcialmente a cadeia de mRNA, deixando alguns fragmentos. Estes vao servir
de iniciadores a DNA polimerase | que completa a copia da segunda cadeia de cDNA.
Usa-se a enzima completa (o fragmento Klenow da enzima apenas exerce actividade
polimerasica 5-3’), com actividade exonucledsica 5-3’, necesséaria para remover 0s
residuos de mRNA ainda ligados ao (ss) cDNA® recém-formado. Estes sao
substituidos por desoxirribonucleétidos — sintese da cadeia de cDNA por substituicao
(Figura 13A). Os diversos fragmentos parciais obtidos sao unidos por acgao da T4
DNA ligase.

e Como alternativa para a sintese da segunda cadeia, pode-se deixar-se a RNase
actuar mais tempo, ou fazer um tratamento com um alcali fraco (NaOH, por exemplo),
qgue hidrolisa a cadeia de mMRNA, mas nao a de DNA (Figura 13B e C), até obter uma
hidrélise completa da cadeia. Como qualquer outra molécula de DNA de cadeia
simples, também a cadeia de cDNA formada a partir do mMRNA molde pode dobrar-se

sobre o seu extremo 3 e originar um “hairpin loop” por emparelhamento casual por

* Os “random primers” sdo oligodesoxirribonucledtidos (geralmente hexadmeros - d(N)s) usados para anilhamento com
mRNAs para a sintese de cDNA.

° A RNase H é uma endonuclease que hidrolisa especificamente RNA em cadeias hibridas RNA-DNA.

® (ss) cDNA — DNA complementar de cadeia simples.
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complementaridade entre uma pequena sequéncia de bases da prépria cadeia
(Figura 13B). Neste caso, o proprio extremo 3’ do “hairpin loop” funciona como
“primer” para a sintese da segunda cadeia de DNA - “self-priming”. Esta sintese pode
ser feita com uma polimerase, ou com a prépria transcriptase reversa (Hartl & Jones,
1998). Normalmente usa-se o fragmento Klenow da DNA polimerase I’ pelo facto de
nao ter actividade exonucleésica 5°-3°, de modo a evitar a degradacao do cDNA
recém-formado (Croy, 1998). No final, a nuclease S1° (de Aspergillus oryzae), que
cliva regides de DNA em cadeia simples existentes em (ds) DNA, provoca a
eliminacdo da estrutura em “hairpin loop” e converte a cadeia em cDNA de cadeia
dupla caracteristico (Hartl & Jones, 1998).

e O RNA é degradado pela RNAse ou por um alcali fraco. Neste caso a sintese da
segunda cadeia é precedida pela actuagdo da transferase terminal®, uma DNA
polimerase que adiciona varios residuos de um desoxirribonucleétido (por exemplo
dGTP) aos extremos 3’ da cadeia simples de cDNA (Lodish, et al., 2000) (Alberts, et
al., 2002) (Figuras 11 e 13C). Esta enzima nao precisa de iniciadores, apenas de
extremos 3’ livres. Posteriormente usa-se um oligo-dC sintético como iniciador para a
DNA polimerase efectuar a copia da segunda cadeia de cDNA, usando a primeira
como molde — o processo € designado por “tailing and priming” O cDNA de cadeia
dupla assim obtido - (ds) cDNA é a cépia de cada um dos mRNAs iniciais. Num dos
extremos da cadeia apresenta uma regiao oligo dC-oligo dG, e noutro uma regiao 5’
oligo dT-oligo dA (Figura 11, etapas 1-5) (Lodish, et al., 2000).

O segundo método (formacao de “hairpin loop”) tem como desvantagem importante o
facto da nuclease S1 provocar perda de parte da sequéncia do clone no extremo 5’, mas
o processo de “tailing and priming” permite a obtencao de moléculas de cDNA de cadeia
completa (“full-lenght” cDNA) (Primrose et al., 2006).

Durante a transcri¢cao reversa completa de uma molécula de mRNA, os cDNAs obtidos
(“full-lenght” cDNA) contém a sequéncia codificante completa da proteina de interesse. E
entdo necessario preparar o cDNA para ser inserido num vector de clonagem, processo
que depende do vector escolhido: plasmideo ou fago.

"0 fragmento Klenow da DNA polimerase | é o fragmento de 75KDa resultante da protedlise da enzima com substilisina. A
enzima resultante tem actividade exonucledsica 3’-5’, mas nao a 5'-3 existente na enzima completa.

8 A nuclease S1 degrada especificamente &cidos nucleicos de cadeia simples (DNA ou RNA), libertando
5’mononucledtidos.

° DNA nucleotidilexotransferase (EC 2.7.7.31). Cataliza a adigido de dNTPs a extremos 3’ das cadeias de DNA; se apenas
um dos desoxirribonucleétidos estiver disponivel (por ex., dGTP), a enzima forma uma cauda homopolimérica (poli-G) em
cada um dos extremos 3’ da cadeia de DNA, quer os extremos sejam cegos ou protuberantes (Croy, 1998).
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FIGURA 11 — OBTENGCAO DE UMA BIBLIOTECA DE CDNA EM FAGO A.

E usada uma mistura de mRNAs para obter as cépias de cDNA de cadeia simples correspondentes - (ss)
cDNA (etapas 1-2). Estas cadeias simples de cDNA (a verde) sdo convertidas a cadeias duplas, e
posteriormente tratadas com a metilase da EcoRI para evitar serem clivadas pela enzima (etapas 3-6). A
cadeia protegida por metilacdo é ligada a adaptadores com as sequéncias de reconhecimento de EcoRI em
cada um dos extremos, e posteriormente clivada com a enzima. Obtém-se extremos protuberantes (letras a
vermelho, etapa 8), complementares aos do vector, permitindo a obtencdo de viribes recombinantes

recuperados em E. coli (etapas 7-9). (Lodish, et al., 2000).
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FIGURA 12 — PRIMERS USADOS NA SINTESE DA PRIMEIRA CADEIA DE CDNA.

O primer oligo d(T)23 VN é usado para emparelhamento e sequenciacdo do mRNA adjacente ao extremo 3
(cauda poli-A)(Khan, Wilcox, Hopkins, & Sikela, Efficient double stranded sequencing of cDNA clones
containing long poly(A) tails using anchored poly(dT) primers, 1991). V=A,GouC;N=AG,Cou T.

Como os extremos das moléculas de cDNA nao contém sequéncias de reconhecimento
de enzimas, tem que se preparar o cDNA para uma ligacao eficiente ao vector escolhido.
Em cDNA com extremos cegos (“blunt-ends”) pode fazer-se directamente a ligacdo ao
vector previamente clivado com uma endonuclease que gere extremos cegos (Smal, por
exemplo), mas estas ligagdes sao por norma bastante menos eficientes do que as
ligagdes entre extremos protuberantes (Croy, 1998).

Podem-se criar extremos protuberantes em cadeias de cDNA com extremos cegos. Para
isso incorporam-se em cada um dos extremos da cadeia uns oligonucleétidos sintéticos
com 10-12pb que contém sequéncias de reconhecimento de enzimas de restricdo que,
ao ser clivadas, produzem extremos protuberantes (normalmente escolhe-se uma
endonuclease que possa ser usada para clivar ambos os DNAs: o cDNA e o DNA do
vector de clonagem). A estas sequéncias chama-se adaptadores ou “linkers”. Sdo na sua
maioria palindrémicas, e acabam por hibridar entre si, formando uma cadeia dupla. Os
adaptadores assim gerados sdo unidos aos extremos do cDNA pela T4 DNA ligase' (na
presenca de ATP) (Figura 11, etapa 7), que faz a ligagdo entre extremidades cegas

' Como os oligonucleétidos sintéticos nao tém grupos fosfato 5’ necessarios a ligagdo, ha que trata-los previamente com
T4 polinucleétido cinase, que fosforila os extremos 5’ na presenca de ATP.
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FIGURA 13 — PROCESSOS DE SINTESE DA SEGUNDA CADEIA DE CDNA: A) RNASE
H; B) SELF-PRIMING; C) TAILING AND PRIMING.
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(“blunt-ends”) de cadeias duplas de DNA. Embora esta reac¢ao de ligagdo ndo seja muito
eficiente, pode ser optimizada usando uma concentracdo elevada de adaptadores
(Alberts, et al., 2002).

A cadeia dupla de cDNA com adaptadores em ambos 0s extremos é posteriormente
digerida com a enzima de restricdo especifica para o “linker” adaptado, originando
moléculas de cDNA com extremos protuberantes (“sticky-ends”), que vao permitir a
ligagdo ao vector por complementaridade entre os extremos, clivados com a mesma
enzima. Para evitar que a parte interna da cadeia de cDNA também possa ser clivada
pela enzima de restricdo'', é usual efectuar a metilagdo do cDNA previamente 2 ligagao
de adaptadores, por recurso a uma metilase especifica. Esta enzima faz a modificacéo de
bases especificas no seio da sequéncia de reconhecimento da endonuclease (Figura
14), evitando a clivagem do cDNA.

A ligagao entre os extremos protuberantes do cDNA e os do vector (plasmideo ou fago) é
feita pela T4 DNA ligase. Por acgdo desta enzima ligam-se quaisquer extremos
compativeis, independentemente das moléculas envolvidas. Nos plasmideos clivados
com uma unica enzima de restricdo ha grandes probabilidades de ocorrer religagdo — ha
dois extremos compativeis na mesma molécula. Para evitar a religacdo do plasmideo
pode efectuar-se um tratamento com fosfatase alcalina (“CIAP” — “calf intestinal alkaline
phosphatase”). Ao remover os grupos fosfato 5’, a fosfatase alcalina impede a religagao
de plasmideos'®. De acordo com (Croy, 1998) e (Rinehart, 2005b), um método para
efectuar a ligacdo entre vector e cDNA sem recorrer a ligase e a tratamento dos
plasmideos com fosfatase alcalina, consiste em adicionar caudas homopoliméricas'
complementares quer no cDNA (poli-dC) quer no vector apds a clivagem (poli-dG),

recorrendo a transferase terminal. A ligacao entre moléculas postas em contacto

144« 15»

permanece estavel. Apds transformacdo em E. coli, quaisquer “gaps ™ ou “nicks

existentes no plasmideo recombinante serao reparados (Croy, 1998).

"' A sequéncia de cDNA pode conter uma ou mais sequéncias de reconhecimento da endonuclease escolhida para criar
“sticky ends”, o que provocaria a ciséo da cadeia.

'2 Para haver ligagao entre quaisquer extremos compativeis é necessario haver grupos fosfato 5° numa das moléculas, e
grupos OH 3’ noutras.

'3 Recorrendo & transferase terminal.

" Um “gap” é uma descontinuidade numa das duas cadeias da dupla hélice de DNA, devido & perda de um ou mais
nucleétidos.

'S Um “nick” é uma descontinuidade na molécula de DNA, por faltar uma ligagéo fosfodiéster entre nucledtidos adjacentes.
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FIGURA 14 — MODO DE ACTUACAO DE ENZIMAS DE RESTRICAO E DE METILASES.

A) A EcoRlI, enzima de restricdo de E. coli, reconhece e cliva a sequéncia palindrémica de 6-bp GAATTC.
Essa clivagem origina fragmentos de extremos protuberantes complementares de cadeia simples - “sticky
ends”.

B) Como forma de protecgao do seu préprio DNA, as células bacterianas para além de produzirem enzimas
de restrigdo produzem também metilases. Estas, ao adicionarem grupos metilo a bases azotadas presentes
nas sequéncias de reconhecimento, impedem a clivagem por endonucleases. No exemplo, as células de E.
coli contém a enzima de restricdo EcoRl mas também a sua metilase, que ao adicionar um grupo metilo as
duas adeninas da sequéncia de reconhecimento, impedem o reconhecimento da sequéncia pela EcoRlI, ndo
ocorrendo clivagem.

Os vectores recombinantes, recuperados em células de E. coli ou em placas de lise
(Figura 11, etapas 7-9), constituem uma biblioteca de cDNA, em que cada clone alberga
um cDNA derivado de um unico mRNA. Estas bibliotecas permitem obter genes
diferencialmente expressos. Podem isolar-se genes expressos apenas em determinados
tecidos, ou em determinados estadios de desenvolvimento ou em determinadas

condigdes ambientais. Permitem a construgdo de bibliotecas por hibridagéao subtractiva.

Podem-se construir bibliotecas subtractivas a partir de duas populagdes de mRNAs
obtidas em condi¢cdes ligeiramente diferentes (por exemplo, células analogas cultivadas a
temperaturas diferentes). A primeira cadeia de cDNA de uma das populagées de mRNA é
sintetizada e depois hibridada com as moléculas de mRNA da segunda populagao (em
excesso). Ha formacdo de moléculas hibridas entre cadeias de cDNA e mRNA
complementares, que sao retiradas por cromatografia em camada fina com hidroxiapatite.
Ap6s a remogao de moléculas hibridas e sintese da segunda cadeia, as moléculas de
cDNA especificas da primeira populagcdo tem maior representatividade do que
inicialmente — ha enriquecimento da biblioteca de cDNA em genes especificos. O
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processo pode ser repetido. Estas bibliotecas ficam enriquecidas em genes expressos
diferencialmente nas condi¢des escolhidas.

Uma biblioteca de cDNA funciona como uma fotografia instantanea da actividade de uma
célula num dado momento. Cada célula pode expressar entre 10000 a 50000 genes, e
cada transcrito pode variar de uma ou poucas cépias por célula até cerca de 200000
(EcoArray, 2009). Por norma, em cada célula pode haver 10 a 20 genes muito
abundantes (varios milhares de mRNAs cépia por célula), varias centenas de genes
moderadamente abundantes (com varias centenas de mRNAs cépia por célula), e alguns
milhares de genes raros, com apenas uma a algumas duzias de mRNAs cdpia por célula
(EcoArray, 2009).

Desta forma, a sequenciacao aleatéria de uma biblioteca de cDNA “standard” ou nao
normalizada revela-se ineficiente na deteccao de transcritos raros, porque os cDNAs de
genes mais abundantes sdo sequenciados inUmeras vezes, originando redundancia.

A normalizagdo da biblioteca, obtida por processo semelhante ao de obtengdo da
biblioteca subtractiva'®, diminui a prevaléncia de clones derivados de transcritos
abundantes. Sendo assim, a normalizacdo aumenta a eficiéncia da sequenciagao

aleatéria e é determinante para a detec¢ao de genes raros.

'8 Mas apenas com uma populagdo de mRNA, enquanto nas subtractivas pode haver duas ou mais populagdes de mRNA.
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4. RASTREIO DE BIBLIOTECAS DE DNA

Uma vez disponivel a biblioteca, ha que adoptar técnicas que permitam identificar os
clones recombinantes que contenham o(s) gene(s) de interesse.

Os métodos mais frequentes de rastreio e identificacao de clones de interesse numa
biblioteca de DNA sao a hibridagdo de DNA com uma sonda marcada, ou a utilizacao de
diversas estratégias de amplificagcdo por PCR. O rastreio imunolégico (uso de anticorpos
face ao produto de interesse) e o rastreio da actividade biolégica da proteina codificada
sdo também métodos utilizados.

Uma sonda € um fragmento de DNA ou RNA usado para detectar sequéncias especificas
de &cidos nucleicos por hibridacdo (da-se a ligacdo entre duas cadeias simples
antiparalelas de &cidos nucleicos por emparelhamento entre bases complementares. O
DNA de cadeia dupla tem de ser desnaturado para poder formar cadeias simples, que
permitam a hibridacao).

O tamanho de uma sonda pode ser desde alguns pares de bases até centenas de
kilobases (Lee, sd). As sondas curtas de oligonucleétidos sédo sintéticas e de cadeia
simples. Normalmente 20 nucleétidos s@o suficientes para rastrear uma biblioteca. As
“Expressed Sequence Tags” (ESTs) (cf. § 4.1.1) sdo muito utilizadas como molde para a
obtencao de sondas de tamanho intermédio, com algumas centenas de pares de bases.
As sondas de maiores dimensdes sao normalmente obtidas por clonagem e isoladas por
PCR ou por restricdo enzimatica. Seguem-se alguns exemplos de utilizagdo de sondas:

e Foi clonado um gene de um microrganismo (por exemplo, Trichoderma
harzianum), e pretende-se avaliar se ha genes homologos num outro
microrganismo (por exemplo, em Phytophthora cinnamomi). A sequéncia do gene
clonado pode ser usada como sonda para detectar o gene homdlogo.

e Se for conhecida apenas uma sequéncia parcial de um gene e se quiser
determinar toda a sequéncia, a sequéncia parcial conhecida deve ser usada como
sonda para detectar o clone de interesse.

e No caso de ser conhecida uma sequéncia conservada de um gene entre dois ou
mais organismos, essa zona conservada pode ser usada para desenhar um
oligonucledtido que vai servir de sonda. Esta vai servir para avaliar se ha ou néo

genes analogos num outro microrganismo filogeneticamente préximo.
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¢ Quando a sequéncia nucleotidica do gene que se pretende localizar na biblioteca
€ desconhecida, mas se conhece a sequéncia parcial da proteina por ele
codificada, podem-se desenhar oligonucleétidos baseados na sequéncia
conhecida. No entanto, como o codigo genético é degenerado, um aminoacido
pode ser codificado por mais de um tripleto de bases azotadas do DNA - codéo,
sendo assim necessaria a utilizagdo de uma sonda constituida por uma mistura
equimolar de oligonucleétidos degenerados'’ que abranjam varias das
combinacdes possiveis (Figura 15; Tabela 2).

—dleul{Phel | Tyrl—{Meatl{His |1 Aspl—

.

T T T T

CTS TTe TAL ATG CAL  GAZ
G
A
T4

FIGURA 15 — CORRESPONDENCIA ENTRE UM PEPTIDO E AS POSSIVEIS SEQUENCIAS
CODIFICANTES NA MOLECULA DE DNA(LEE, SD).

A = Adenina; T= Timina; G= Guanina; C= Citosina. No exemplo, a sequéncia peptidica Leu-Phe-Tyr-Met-His-Asp
corresponem 96 (=6 x2 x 2 x 1 x 2 x 2) possiveis sequéncias de primers.

TABELA 2 — ALFABETO DE NUCLEOTIDOS DEGENERADOS(PRESTON, 2003)

Letra Especificagao

Purina (A ou G)

Pirimidina (C ou T)
GouT
AouC
GouC
AouT

G,CouT
A,GouT
A,CouT
A, CouG
A,C,GouT

Inosina*

— Z < I UOWm S ®mwWZ=Z X <3

* Embora a inosina ndo seja um nucleétido, muitos investigadores incluem a sua molécula no desenho de primers
degenerados por permitir o emparelhamento com A, T ou C, de uma forma indiscriminada, permitindo a obtencao de
oligonucleétidos menos degenerados.

1

7 Com variagéo de bases azotadas numa ou varias Eosigées da seguéncia.
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As sondas de oligonucleétidos que contenham o codao para a metionina ou triptofano
sdo particularmente valiosas — uma vez que cada um destes aminoacidos € codificado
por apenas um codao, conseguem-se obter oligonucleétidos menos degenerados
(Primrose, et al., 2006), e como tal mais especificos. A utilizagdo da base azotada
inosina pode também ser vantajosa — ao emparelhar com A, T ou C, reduz o nimero

de combinagdes de primers necessarias.

Que tipo de marcagao podemos efectuar nas sondas?

A marcacdo directa do DNA pode ser feita por isdtopos radioactivos (geralmente *P)
ligados a desoxirribonucleétidos. O a-*2P é incorporado na cadeia de DNA da sonda pelo
fragmento Klenow. A sonda marcada ao emparelhar com o DNA de uma colénia emite
radiacdes, detectadas numa pelicula de raios X (de radiografias). Pelo facto de gerar um
sinal detectavel, o a-*P constitui um grupo chamado repérter. Ao fim de um periodo de
contacto de algumas horas a poucos dias entre as membranas e o filme, este é revelado.
Se tiver havido hibridacdo vao aparecer pontos negros, que nos indicam a posicao das
coldnias que continham DNA homologo a sonda (autorradiografia).

Na marcagéo ndo radioactiva de sondas, as moléculas mais frequentemente usadas
estdo ligadas a uma desoxiuridina trifosfato (dUTP): digoxigenina, fluoresceina e biotina
(Figura 16), e ttm em comum o facto de poderem ser incorporadas no DNA a marcar
através de diferentes processos enzimaticos (com a transcritase reversa, com a Taqg DNA
polimerase, com o fragmento Klenow e com a DNA polimerase 1). Nas reacg¢des de
sintese das novas cadeias de DNA incorporam-se na cadeia substituindo algumas das
moléculas de dTTP. Estes métodos de marcacdo nao radioactiva sao indirectos, ha
ligacdo da sonda a um grupo modificador (digoxigenina, fluoresceina ou biotina). Este por
sua vez, durante o processo de detecgédo de hibridos é reconhecido por anticorpos (no
caso da digoxigenina e da fluoresceina) ou pela estreptavidina'®, no caso da biotina.
Estas moléculas encontram-se ligadas a uma enzima, a fosfatase alcalina. A fosfatase
alcalina cataliza uma reacgao colorimétrica com NBT/BCIP'® ou de bioluminescéncia com
os substratos CSPD ou CDP-star®. (ROCHE, 2005; ROCHE, 2011; ROCHE, 2010),
permitindo a identificagao do hibrido.

'® A estreptavidina € uma proteina de origem bacteriana, com capacidade de se ligar & biotina.

' NBT/BCIP: substrato colorimétrico. Tem a vantagem de poder ser detectado a olho nu, sem ter de se recorrer a
equipamentos de imagem.

2 A detecgdo da actividade da fosfatase alcalina com CDP-star ou CSPD resulta na emissdo de luz, que pode ser
detectada por exposi¢ao aos raios X, ou a um equipamento de aquisicdo de imagem. A reacgao ocorre mais rapidamente e
de forma mais intensa com o CDP-star.
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FIGURA 16 - MOLECULAS USADAS NA MARCAGAO NAO RADIOACTIVA DE SONDAS DE
DNA.
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4. 1 Rastreio por hibridacao de DNA

O rastreio de colénias (ou placas de lise)®' por hibridacdo de DNA (“colony hybridization”

u “colony blot”) com uma sonda marcada, baseia-se na possibilidade de ligacao entre
cadeias simples do DNA a pesquisar e cadeias simples do DNA marcado (DNA sonda).
Para rastrear uma biblioteca sdo efectuadas as seguintes etapas, cujo processo se
encontra representado na Figura 17.

Membranade Colocar a membrana sobre a
nylon ou de \__-/ superficie do agar com coldnias
nitrocelulose bacterianas individualizadas
—
__.-\ _-_——

Permltlr a Inverter a membrana
recuperagio de numa placa nova para

—_ células permitir a recuperacdo

'-/ N . L.
Placa inicial | @ @ \ das coldnias
‘ R —

b -
—_———
Identificar coldnias Crt'esc?_r em Réolica da olaca inicial | Retirar a membrana
positivas e repicar para {} meio liquido eplica da pfaca Inicia com as colénias
meio liquido {} agarradas e imergir em
varias solugbes
e TN \, 1. Desnaturagao
/ o . 2. Neutralizagdo
! 3.Lavagem
Pelicula de ~ / 4, Secagem/Fixac3o do DNA
raio-X <)
_ - /
{} 1. Hibridar com uma . .
2 DNA bacteriano fixo
______ % sondamarcada i o
. - < Y a membrana
e ) —
2. Lavar

3. Autorradiografar

(Strachan, et al.,1999)

FIGURA 17 — RASTREIO DE COLONIAS POR HIBRIDAGCAO DE DNA (“COLONY BLOT”).

2 Dependendo do vector utilizado na construgéo da biblioteca, assim se faz o rastreio de coldnias ou placas de lise

(“plaque lift"). No entanto a metodologia usada é analoga, pelo que, por uma questdo de simplicidade se ira referir apenas
uma das hipéteses.
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Quando é usado este método de deteccao, apds a construgdo da biblioteca é usada a
seguinte metodologia:

e SAao feitas réplicas das coldnias obtidas em placa para membranas de nylon ou de
nitrocelulose, colocadas sobre as placas.

e As réplicas das colonias sao sujeitas a lise in situ, que em simultaneo provoca a
rotura das células e a desnaturagéo do DNA.

e O DNA das colénias apés ser desnaturado, € neutralizado, lavado e fixado as
membranas por ac¢ao de radiagdes ulta-violetas ou por calor.

e Entretanto, fez-se a marcacao do fragmento de DNA usado como sonda, e a sua
desnaturagéo.

e Junta-se o DNA da sonda com as membranas que contém o DNA da biblioteca.
Se o DNA sonda tiver homologia com o DNA de algum dos clones, vai
emparelhar-se com esse DNA para formar uma dupla hélice. O DNA dos
restantes clones ndo consegue emparelhar-se com a sonda.

e As membranas sao reveladas. Se tiver havido hibridacdo sonda-DNA de interesse
encontraremos uma mancha no local correspondente a coldnia ou colbnias que
hibridaram com a sonda. Com esta informacdo vamos as placas matrizes onde
estdo as coldnias originais de células vivas, e localizamos os clones, com os quais

prosseguimos a investigagao.

No caso da infec¢do por bacteriéfagos fazem-se “plaque lifts” — transferéncia de placas
de lise para uma membrana e rastreio. O ensaio é analogo, mas sao os vestigios de DNA
do fago recombinante de cada placa de lise (Figura 18) que sao transferidos para a
membrana de nylon, e posteriormente detectados. Quando um clone é identificado, pode
ser isolado e amplificado (Figura 17) para determinar a sua sequéncia.

E o método mais generalizado de rastreio de bibliotecas pela sua rapidez. Em bibliotecas
de cDNA permite a identificacdo de clones com sequéncias incompletas que, de outra

forma ndo poderiam ser detectados devido a impossibilidade de se expressarem
(Primrose & Twiman, Principles of Gene Manipulation and Genomics, 2006).

O rastreio por hibridacao revela-se muito versatil, na medida em que tanto se podem usar
condicbes de elevada restringéncia®* (especificidade), detectando s6 clones com

2 Ppodem-se fazer variar as condicdes de restringéncia actuando a nivel da temperatura usada na hibridacdo e na

concentragéo salina das solugdes usadas.
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homologia completa com a sonda, como se podem baixar os niveis de restringéncia e
detectar sequéncias apenas relacionadas com a sonda (por exemplo, quando se usa uma
sonda de uma espécie para detectar genes homélogos noutra). A utilizacdo de sondas
desenhadas em dominios funcionais conservados de um gene pode detectar diferentes
clones na mesma espécie, em condigdes de restringéncia baixa, levando a identificagao
de familias de genes (Primrose,et al., 2006). Desde que haja uma sonda disponivel, a

hibridacao pode detectar qualquer sequéncia em qualquer biblioteca.

Em alternativa a esta metodologia, cada um dos clones da biblioteca pode ser repicado
individualmente para placas de microtitulagdo com 96 micropogcos (“microtiter”) e
reorganizado numa membrana, de forma a distribuirem-se sob a forma de uma
quadricula regular - “grid”, obtendo-se “gridded libraries”. O processo é actualmente
simplificado por recurso a robdtica. A recolha de col6nias em placa de Petri, colocagao
em placas de microtitulagdo, e destas para membranas é feita de uma forma

automatizada (Figura 19).

Enquanto numa biblioteca tradicional se faz a deteccdo de sinais positivos por
autorradiografia, sendo necessario alinhar as peliculas de raios-X com as placas iniciais
para identificar os clones fornecedores de sinal, nas bibliotecas “gridded”, cada sinal
positivo corresponde a uma conjugacao de coordenadas (placa, linha, coluna — por
exemplo, o clone 255A6 pertence a placa 255 linha A coluna 6), que identificam os clones
na placa “microtiter” inicial. Neste caso as réplicas podem também ser facilmente obtidas
através do trabalho de robots, facilitando o seu fornecimento a outros laboratérios para
“screening” de genes de interesse. Desta forma, uma biblioteca pode ser rastreada por
diferentes laboratérios simultaneamente, e os dados podem ser centralizados (Wolfe,
2005).

Os “microarrays” ou “chips” de DNA (em que o DNA da biblioteca foi transferido para um
suporte soélido, de vidro ou silicone, de acordo com um padrao de distribui¢céo regular) sao
muito usados na pesquisa de genes possivelmente envolvidos em doengas. Neste caso o
rastreio € feito em simultdneo com sondas de duas origens, cada uma marcada com
diferentes fluorocromos. Clones expressos em ambos o0s tecidos originam uma
fluorescéncia final correspondente a mistura de ambos os fluorocromos, e o0s
diferencialmente expressos fluorescem numa cor préxima da cor pura de uma das

sondas (“screening” diferencial). O processo esta representado na Figura 20.

% Grupo de genes estreitamente relacionados, que originam proteinas semelhantes.
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FIGURA 18 — PLACAS DE LISE DO FAGO A EM E. COLLI.

Na auséncia do fago o crescimento de E. coli forma uma camada continua, e a superficie do meio de cultura
tem um aspecto homogéneo, mais ou menos opaco. Na presenga do fago, inicia-se a lise das células
infectadas, e também das anexas, provocada pela descendéncia do fago. Devido ao processo de infec¢édo e
lise ndo ha crescimento bacteriano nas zonas a volta das coldnias inicialmente infectadas, correspondentes
as zonas translicidas que aparecem na superficie do crescimento em meio semi-sélido. Estas zonas séo
designadas por placas de lise. Cada placa resulta da infecgdo inicial de um bacteri6fago. (Hartl & Jones,
1998)

(Wolfe, 2005)

FIGURA 19 — TRANSFERENCIA DE COLONIAS ROBOTIZADA NO INSTITUTO SANGER.

Entre as placas de Petri com colénias (a direita) e as placas “microtiter” com meio nutritivo para onde séao
individualmente transferidos os clones (a esquerda), ha tabuleiros com etanol a 70% para a esterilizagdo das
agulhas (situadas num contentor por detras da lampada; este contentor move-se e situa uma agulha por cima
de uma colénia) (Wolfe, 2005).
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FIGURA 20 — MICROARRAYS.

Cada mancha do “microarray” representa um gene. Significado das cores obtidas no rastreio de um
“microarray” por laser.

Verde: representa a cor do cDNA ou DNA controlo (por ex. de um tecido sem alteraces).

Vermelho: representa a cor do cDNA ou DNA extraidos de um tecido doente, a amostra.

Amarelo: representa a expressdo combinada e equitativa em ambos os tecidos.

Preto: representa areas do “microarray” onde nem o DNA controlo, nem a amostra hibridaram com o DNA
alvo.

4.1.1 OBTENCAO DE “EXPRESSED SEQUENCE TAGS” - ESTS

No rastreio de bibliotecas de gendémico é frequente utilizarem-se sondas de cDNA. A
utilizagdo de moléculas de cDNA de cadeia completa (“full-lenght” cDNA), em que a
sequéncia nucleotidica foi confirmada sem ambiguidades por varias etapas de
sequenciagao, permite a determinagao inequivoca dos coddes de inicio e de stop, e de
todas as fronteiras intrdo-exao (Primrose, et al., 2001). No entanto, muitas vezes a sua
obtencao é dificil. Ha analises em que a sua utilizacdo se torna desnecessaria - mesmo
pequenos fragmentos de cDNA sao suficientes para de forma inequivoca identificar

genes, estabelecer a sua localizagdo num mapa fisico, e proceder a andlise da sua
expressao (Primrose, et al., 2001).

O desenvolvimento de tecnologias de sequenciacao de elevado desempenho, permite
que milhares de clones de bibliotecas de cDNA sejam seleccionados aleatoriamente e

sujeitos a sequenciagao num sentido (5 —3’; 3—5’) ou em ambos, originando fragmentos
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de cDNA de 200-500pb conhecidos por “Expressed Sequence Tags” (ESTs) (NCBI,
2004).

A partir de cada cDNA isolado sequenciam-se algumas centenas de bases nos dois
extremos da cadeia. A sequenciacao do principio da cadeia origina uma 5 EST (que por
norma faz parte de uma ORF). As regides 5 ndo apresentam grande variabilidade no
interior de uma familia de genes (NCBI, 2004). A sequenciacdo da parte terminal do
cDNA produz uma 3’ EST (formada a partir da extremidade 3’ de um transcrito, e portanto
inclui UTRs — “untranslated regions”), cuja sequéncia € normalmente menos conservada

entre espécies.

As ESTs sdao uma forma rapida e barata de descobrir novos genes, construir mapas
gendémicos e obter dados de regulacdo e expressdao génica, tendo-se revelado uma
ferramenta muito Util na detecgao de alguns genes, nomeadamente os responsaveis pela
doencga de Alzheimer e pelo cancro do célon (NCBI, 2004).

4.2 RASTREIO POR ENSAIO IMUNOLOGICO

Se nao dispomos de uma sonda de DNA, e se 0 gene que estamos a procurar na
biblioteca se expressa até ao nivel de proteina, podemos recorrer a um ensaio
imunolégico (desde que tenhamos anticorpos para a proteina em questdo). As suas
primeiras fases sdo analogas as da hibridagao in situ, anteriormente descrita:

e Fazem-se réplicas de todas as coldnias da biblioteca em membranas de nylon ou
nitrocelulose colocadas na superficie das placas. As colonias de réplica sao
lisadas in situ, e as proteinas libertadas sao fixadas a membrana. Esta é tratada
com o anticorpo especifico que reconhece a proteina - anticorpo primario, nao
marcado.

e As membranas sao lavadas para retirar o excesso de anticorpos e tratadas com
um segundo anticorpo. Este anticorpo secundario esta unido a uma enzima como
a fosfatase alcalina, e reconhece o anticorpo primario. Apds a segunda série de
lavagens adiciona-se um um substrato incolor que é reconhecido pela enzima
ligada ao segundo anticorpo, e que origina um composto colorido. Sendo assim,
no local de reconhecimento da proteina pelo anticorpo primario, originar-se-4 uma
mancha de cor devida ao produto gerado pela enzima unida ao anticorpo

secundario.

Metodologias de identificacao e elucidacdo de genes em bibliotecas gen6micas
34



e Voltamos as placas originais e localizamos a col6nia que deu positivo.

4. 3 RASTREIO DA ACTIVIDADE DA PROTEINA

Esta estratégia pode-se aplicar quando o que estamos a procurar € um gene que
determina uma actividade que nao esta presente no microrganismo hospedeiro onde se

construiu a biblioteca. Alguns exemplos:

e Imaginemos que construimos em E. coli uma biblioteca gendémica de um
organismo produtor de a-amilase, ou de endoglucanase, ou de B-glucosidase (a
E. coli ndo produz por si mesmo nenhuma destas enzimas). Pois bem, uma
biblioteca completa pode ser rastreada facilmente para estas actividades
enzimaticas replicando-a em meios com os substratos adequados, por deteccao
visual de halos ou alteragbes colorimétricas correspondentes a degradagao
desses substratos (Pareja, 2005).

e Se estamos a procurar genes relacionados com biosintese de algum aminoacido
ou base azotada, fazemos uma biblioteca num organismo hospedeiro
auxétrofico® para esse metabolito, e plaqueamos em meio minimo, de forma a s6
crescerem os clones com insertos de DNA que codifiguem a enzima biosintética
que falta ao hospedeiro, gerando o fendétipo prototroéfico.

4. 4 RASTREIO BASEADO EM TECNICAS DE PCR

O método de rastreio de bibliotecas de genémico com sondas de cDNA nao permite a
identificacao directa de clones que contenham intrées de tamanho superior a capacidade
do vector. Neste caso, tem que se recorrer a “chromosome walking”, ou seja caminhar no
cromossoma (Figura 21). O principio do “chromosome walking” baseia-se na
sobreposicdo de clones da biblioteca de gendmico, permitindo a obtencdo de uma
sequéncia contigua a outra previamente conhecida. Permite o isolamento de genes com
fungédo desconhecida, mas dos quais se conhece a localizagao (Primrose, et al., 2001).
Num dos extremos da sequéncia conhecida de um clone escolhe-se uma sequéncia que
vai funcionar como sonda para a detecg¢éo de novos clones, que contenham a sequéncia

2

* Auxotrofia — incaeacidade de sintetizar determinado comeosto orgénico.

Metodologias de identificacao e elucidacdo de genes em bibliotecas gen6micas
35



da sonda e a adjacente, permitindo alargar o conhecimento da sequéncia nucleotidica do
cromossoma por sequenciagdo. Se necessario repete-se 0 processo o numero de vezes
necessarias para determinar toda a sequéncia em falta. A maior desvantagem deste
método € a necessidade de usar um grande numero de sondas para determinar uma

sequéncia longa.

Nos ultimos anos surgiram varias metodologias alternativas ao “chromosome walking”
baseadas na técnica de PCR, com o objectivo de identificar regides de gendmico
adjacentes a outras previamente conhecidas de uma forma mais célere e econémica
(Chen, et al., 2004). Uma dessas técnicas é a HE-TAIL PCR (“High-Efficiency Thermal
Asymmetric Interlaced PCR”), uma técnica de TAIL-PCR descrita por (Michiels, et al.,
2003), e que é uma modificagdo da TAIL-PCR descrita por (Liu , et al., 1995), e por nés
utilizada para a elucidacao de dois genes em T. harzianum (cf.§ 5). De acordo com os
primeiros autores esta técnica é adequada para determinar sequéncias de DNA
adjacentes a outras previamente conhecidas [para completar sequéncias pequenas de
exdes ou de ESTs, permitindo a clonagem de ORFs completas (“full lenght ORFs — open
reading frames”) sem haver necessidade de recorrer ao "screening" de bibliotecas de
cDNA, ou para identificar regides do promotor].

Baseia-se no uso de oligonucleotidos especificos (de cerca de 26bp ou mais, com maior
temperatura de anilhamento e estabilidade), desenhados na vizinhanca da extremidade
da sequéncia de DNA a completar, e de oligonucleétidos degenerados de 16bp, sujeitos

a um programa de ciclos térmicos em varias etapas, em que hd alternancia de ciclos de

/ nova sonda

Clone inicial Novo clone detectado

Local de hibrida¢do da primeira sonda na cadeia
Adaptado de (Wolfe, 2005)
FIGURA 21- CAMINHAR NO CROMOSSOMA (“CHROMOSOME WALKING”).

O fim de uma sequéncia conhecida é usado como sonda para detectar um fragmento de DNA adjacente. A
parte final deste sera usada para detectar o proximo, e assim sucessivamente.
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baixa e de elevada restringéncia, que permitem a amplificagdo das regides que
flanqueiam a regido de DNA conhecida. Os ciclos de PCR a temperaturas mais elevadas
favorecem o anilhamento dos oligonucleétidos especificos, enquanto os de temperaturas
mais baixas permitem o anilhamento de ambos. Para que a técnica seja eficiente, os
oligonucleétidos especificos devem ter uma Tm? superior a 70 °C e um conteido em
(G+C) de 40-50%. Vérias outras metodologias de pesquisa de genes baseadas na
técnica de PCR foram descritas ao longo dos ultimos anos, mas seria exaustivo enumera-

las, assim como referir vantagens e inconvenientes de cada uma delas.

No rastreio de bibliotecas de cDNA a metodologia baseada em PCR mais utilizada é a
“colony-PCR”(Otsuka, et al., 2004), ou seja, a PCR feita a partir da colénia bacteriana
sem prévia extraccdo de DNA plasmidico. De acordo com (Malone, et al., 2006), nesta
técnica todas as colénias de uma biblioteca de cDNA sao rastreadas por PCR, com
primers desenhados em dominios proteicos conservados. De acordo com estes autores o

método apresenta inimeras vantagens:

e Os clones falso-positivos sdo facilmente detectados pelo tamanho do produto de
amplificagéo

e Podem ser analisados centenas de clones por dia, reduzindo em muito o tempo
necessario para o rastreio completo da biblioteca

e Permite a utilizagcdo simultdnea de varios conjuntos de primers na mesma reac¢ao

de PCR, possibilitando a pesquisa de varios genes em simultaneo.

Os clones positivos sdo posteriormente sequenciados para avaliar se a sequéncia do
gene esta completa. Em caso negativo, podera ter de se tentar completar a sequéncia
por uma estratégia de PCR inversa.

% Melting temperature (Tm): temperatura para a qual a dupla hélice de DNA de dissocia em duas cadeias simples.

Metodologias de identificacao e elucidacdo de genes em bibliotecas gen6micas
37



Metodologias de identificacao e elucidacdo de genes em bibliotecas gen6micas
38



5. EXEMPLO DE APLICACAO

5.1 METODOLOGIAS USADAS NA PESQUISA DA SEQUENCIA NUCLEOTIDICA DE
NOVOS GENES EM TRICHODERMA HARZIANUM

O género Trichoderma abrange varias espécies usadas no controlo bioldgico de fungos
fitopatogénicos do solo, causadores de prejuizos elevados em diversas culturas de
grande importancia econémica (Vizcaino, et al.,, 2006a). A sua accao micoparasitica
parece ser devida a uma acgao sinérgica envolvendo a produgédo de antibiéticos e de
enzimas de degradacéo das paredes celulares®® dos fungos parasitados (Schirmbock, et
al., 1994), nomeadamente quitinases, B-1,3 e B-1,6 glucanases, proteases,.. Uma das
espécies mais usadas em biocontrolo é o T. harzianum. Para estudar o genoma deste
fungo criou-se um projecto de genomica funcional, “TrichoEST”, com o objectivo de

detectar genes envolvidos nos mecanismos de controlo biolégico.

No ambito do projecto construiram-se oito bibliotecas de cDNA a partir de diferentes
condicbes de crescimento® de T. harzianum CECT 2413%, na tentativa de simular
condigdes naturalmente existentes no solo (stress de nutrientes e micoparasitismo), e na
expectativa de se conseguirem identificar mais genes do que se apenas se tivesse obtido
uma unica biblioteca de cDNA (Vizcaino, et al., 2006b). Destas bibliotecas foram geradas
7283 ESTs a partir de 8710 reacgdes de sequenciacdo. Cada EST apresentava um
tamanho médio de 566 nucleétidos, tendo sido detectadas 3478 sequéncias Unicas
(Vizcaino, et al., 2006b). Estas sequéncias foram comparadas com as sequéncias
existentes nas bases de dados n&o redundantes (nr) de proteinas da NCBI?®, de acordo
com o algoritmo BLASTX(Altschul, et al., 1997). Destas, cerca de 81,4% apresentavam
homologia com proteinas existentes no GenBank®.

A tarefa do nosso grupo de trabalho consistiu em pesquisar genes envolvidos na sintese
de proteinas com actividade lipolitica ou esterasica (carboxilesterases), para

% CWDE - cell-wall degrading enzymes.

¥ Presenca de paredes celulares de Pseudomonas syringae e Botrytis cinerea; défice de glucose, quitina, presenca de
paredes celulares de B. cinerea e Penicillium digitatum, concentragdo de sais aumentada 100 vezes; glucose; défice de
glucose em meio sélido; presenga de quitina coloidal (meio sélido); presenga de quitina e défice de azoto; em meio de
confrontagdo com Rhizoctonia solani (meio sélido); PGA, CMC, pectina, xilano e glucose.

% CECT - Coleccion Espariola de Cultivos Tipo; 2413 foi o bidtopo escolhido.

% http:/blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

% http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/GenbankOverview.html
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posteriormente se poder avaliar se de alguma forma essas enzimas estao implicadas nos
mecanismos de micoparasitismo. Apds a sequenciacao das ESTs obtidas pela empresa
“NBT” (Newbiotechnic, S.A., Sevilla)®' foram seleccionadas nove que, de acordo com o
programa BLASTX apresentavam alguma homologia com carboxilesterases, triacilglicerol
lipases, lipases ou fosfolipases: EST-299.T3, EST-1279, EST-2104, EST-2126, EST-
2957, EST-5482 e EST-9632.

Estas ESTs tinham sido obtidas por anilhamento de “primers” universais no sentido
directo ou reverso a partir do cDNA clonado em plasmideos. Estes fragmentos foram
sequenciados uma unica vez (“singlets”) no sentido 5—3’ (ou no sentido 3'—5’) ou
sequenciados em ambos os sentidos, embora a maior parte das vezes ndo o niumero de
vezes suficiente para que as sequéncias lidas a partir das duas cadeias (directa e reversa

complementar) se sobrepusessem efectuando um “contig”®.

Numa primeira etapa as sequéncias das nove ESTs foram limpas (ou seja, analisadas
para a deteccdo de sequéncias pertencentes ao vector no “site” da NCBI a partir do
programa Vecscreen®®) e editadas usando o programa BioEdit*, tendo-lhes sido retiradas
as sequéncias do vector.

Numa segunda etapa, a partir de uma zona sequenciada sem ambiguidades (Figura 22),
e situada a cerca de 100pb da extremidade conhecida de cada ESTs, desenhou-se um
novo primer em cada sequéncia, com o objectivo de ampliar a sequéncia de bases
conhecidas, na expectativa de que algumas ESTs contivessem toda a sequéncia de um
gene. Nesse caso ndo seria necessario efectuar o rastreio da biblioteca de genémico.

ApGs cada etapa de sequenciacdo conheceu-se um pouco mais da cadeia o que se
traduziu em aumento ou perda de homologia com carboxilesterases ou lipases, de acordo
com os resultados dos programas de pesquisa de similaridade BLASTX* ou FASTX®.
Das nove ESTs iniciais, e apds algumas etapas de sequenciagdo/alinhamento de
sequéncias®’ prosseguiu-se apenas com duas: a EST-1279 e a EST-9632 (as ESTs 1279
e 1285 revelaram ser a mesma sequéncia, assim como as ESTs 2104 e 2104; nestas
Ultimas, tal como nas ESTs 2126, 299.T3, 2957 e 5482 verificou-se perda de homologia
com carboxilesterases/lipases apos elucidacao da sequéncia nucleotidica.

8" A partir das bibliotecas de cDNA de T. harzianum CECT 2413 clonadas em pBluescript SK+.
% Abreviatura de sequéncia contigua.

% http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html.

% http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit. html

% http:/blast.ncbi.nim.nih.gov/

% http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/

% Recorrendo ao programa Sequencher ® 5.0. Gene Codes Corporation.http:/genecodes.com/
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FIGURA 22- CROMATOGRAMA DE SEQUENCIACAO.

As primeiras 88 bases constituem uma zona mal sequenciada. As correspondentes as posi¢des 116, 151 e
174 constituem ambiguidades de sequenciagéo, identificadas com N. A,C,T,G, correspondem as bases
desoxirribonucleotidicas constituidas por adenina, citosina, timina e giuanina, respectivamente.

Verificou-se que a EST-1279 possuia 1168bp ap6s duas etapas de sequenciacdo. Por
comparacdo com sequéncias existentes na EMBL através do programa FASTA®,
observou-se que apresentava um E value® de 1,8¢®° e 61,8% de identidade com uma
presumivel lipase de Giberella zeae = Fusarium graminearum (Q4ING8-Gibze), de 408
aminoacidos. Por comparacao entre as duas sequéncias, verificou-se que deveriam faltar
cerca de 300bp correspondentes ao inicio da ORF.

A EST-9632 continha uma sequéncia de 1627pb. A sequéncia da proteina deduzida da
ORF traduzida apresentou 52,1% de identidade (para um E-value de 6,2¢'%) com a
proteina Q4WBJ7-ASPFU, uma presumivel lipase extracelular de Aspergillus fumigatus,
de acordo com o algoritmo de FASTX, e 53% de identidade e 1,0e’'"" para a mesma
proteina, de acordo com o algoritmo de BLASTX*. Também aqui se constatou a falta de
cerca de 52pb do inicio da ORF.

% http:/www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/

% «(E) value”, de “Expect value” é o parametro que descreve o nimero de resultados que podem surgir a0 acaso numa
busca feita numa base de dados de determinada ordem de grandeza. Quanto mais préximo de zero, mais significativo é o
resultado.

0 Actualmente, devido ao aumento de sequéncias nucleotidicas identificadas, o melhor score pertence & proteina de
D4D500-TRIVH, uma carboxilesterase de Tricophyton verrucosum, com 53,2% de identidade (E-value de 1,4¢") de

acordo com o algoritmo de FASTX, e 53% de identidade a mesma proteina, de acordo com o de acordo com o algoritmo de
BLASTX (E-value de 1,1e").
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Uma vez que as sequéncias contidas em cada uma das ESTs ndo correspondiam a
ORFs completas, optou-se por efectuar o rastreio de uma biblioteca de gendémico de
Trichoderma harzianum CECT 2413 clonada no vector A GEM11 (Promega) e amplificada
em E. coli LE392, também ela obtida no ambito do projecto “TrichoEST”. Para isso
desenharam-se dois “primers” em cada uma das ESTs (1279 e 9632), e por PCR fez-se a
marcacao das respectivas sondas com digoxigenina. Para confirmacdo da marcagao
efectuou-se um “dot blot”.

As condigdes de infeccao de E. coli estao descritas no Anexo 3. Apds o aparecimento
das placas de lise procedeu-se ao rastreio da biblioteca descrito em § 4.1. Na revelacao
das membranas detectaram-se varios sinais correspondentes a locais de hibridacao com
a sonda (Figura 23). Apos a localizacédo das placas de lise nas placas matrizes iniciais,
prosseguiu-se a investigacao extraindo DNA a partir dos clones positivos.

FIGURA 23 — AUTORRADIOGRAFIA DE MEMBRANAS DE HIBRIDAGAO.

Cada mancha localiza um clone provavel. As cruzes e as linhas marcadas na periferia do circulo servem

apenas para orientagdo da membrana relativamente a placa original.

No entanto, e ap6s varias tentativas de extracgdo de DNA dos fagos recombinantes por
recurso ao Qiagen Lambda Mini “kit"®, ndo se conseguiu obter DNA com qualidade
suficiente para se obterem cromatogramas de sequenciacdo com uma qualidade que
permitisse a identificacdo da sequéncia neles contida. Este é um dos principais
problemas apontados a utilizacdo de fagos como vectores de clonagem para bibliotecas
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de gendémico. Na tentativa de completar as sequéncias correspondentes aos quadros de
leitura aberta dos dois genes, recorreu-se a HE-TAIL PCR descrita no § 4.4.

Para obter a sequéncia completa do gene lip7 (obtido a partir da EST-9632) foram
desenhados na sequéncia incompleta da ORF de lip7 (Figura 24) os oligonucleotidos
especificos de 26pb nrev2 (5- GGA ACC GCT TGA AGC ATC CGA GGG CC -3'), nrev1 (5'-
ATG CTG GTG GTA GGC CAC TGG GAG T -3', nrev0a (5- ATC CTA CTG GCG GCT GCG
CGT AAG G -3') e nrev0b (5'- GAA TAG CGC AAG GCC ACG GTT GGA CC -3'), com Tm entre
70 e 72 °C. Foram usados os oligonucleétidos degenerados R1 (5'- NGT CGA SWG AMA
WGA A -3"), R2 (5- GTN CGA SWC ANAWGT T -3'), R3 (5- WGT GNA GWA NCANAG A-3") e
R4 (5- NCA GCT WSC TMT SCT T -3'), descritos por (Michiels, Tucker, van den Ende, &
van Laere, 2003).

As trés séries de PCR foram realizadas num termociclador MyCycler Thermal Cycler
(BIORAD), de acordo com as condi¢des térmicas programadas e ciclos descritos na
Tabela 3. De referir que ha uma unica etapa combinada de anilhamento-extensdo a 65
°C, nas reaccoes de PCR primaria e secundaria. As condicbes quimicas sao também

referidas na Tabela 3.

A separacéo e identificacdo de fragmentos de DNA dos produtos das reaccgéao terciaria,
incluindo os controlos, foram realizadas por electroforese em géis de agarose (0,8%).
Consideraram-se como potencialmente interessantes os fragmentos com amplificagdo
semelhante nas combinagdes nrevOa-Ri e nrevOb-Ri, de acordo com a diferenca de
tamanho prevista entre os seus produtos de amplificagdo especificos (cerca de 23pb), e
com amplificacdo inexistente nas reacgdes de controlo Ri-Ri. Os resultados obtidos
encontram-se na Figura 25.

nrev0b (151)

&

nrevOa (174)

5 N 3

7 _ nrev1(303)
ATG =

_ hrev2 (400)

Primers degenerados

5
>

R1,R2,R3,R4

FIGURA 24 - REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DA AMPLIFICACAO POR HE-TAIL PCR
DO GENE LIP1.
Os numeros entre paréntesis referem-se a posicdo da ORF em que cada primer especifico foi

desenhado. As setas representam o sentido de amplificacdo na cadeia. Neste caso concreto
desconhecia-se a sequéncia das primeiras 52pb da ORF.
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TABELA 3 — ETAPAS E cicLOS DE HE-TAIL-PCR USADOS NA ELUCIDAGAO DE LIP1.

Numero de
Reaccao ciclos Condicoes térmicas programadas
1 93 °C (1min); 95 °C (5min)
94 °C (0,5min); 62 °C (1min) ; 72 °C (2,5min)
Primaria 1 94 °C (0,5min); 25 °C subindo gradualmente até 72 °C em 3min; 72
°C (2,5min)
15 94 °C (20s) ; 65 °C (3,5min); 94 °C (20s) ; 65 °C (3,5min); 94 °C
(0,5min); 42 °C (1min); 72 °C (2,5min)
1 72 °C (5min); 4 °C. Pausa.
Secundaria 12 94 °C (20s) ; 65 °C (3,5min); 94 °C (20s) ; 65 °C (3,5min); 94 °C
(0,5min); 42 °C (1min); 72 °C (2,5min)
1 72 °C (5min); 4 °C. Pausa.
Terciaria 30 94 °C (0,5min); 44 °C (1min); 72 °C (2,5min)
1 72 °C (5min); 4 °C Pausa.

A reaccao de PCR primaria foi executada em 15ul de volume total com 80ng de DNA genémico; 0,2 uM do
primer nrev2; 2 uM de um dos primers degenerados (R1,R2,R3 ou R4); 0,2mM de cada dNTP. A reaccgéo
secundaria foi executada com o primer nrev1 (0,2 uM) e o mesmo primer degenerado Ri (2 uM) usado na
reaccdo primaria. Foi usado 1ul da diluicdo 1:50 do produto da PCR primaria com DNA molde. A reacgao
terciaria foi executada com 1 ul da dilui¢do 1:10 do produto da PCR secundéria; 0,2 uM dos primers nrev0a e
nrev0b; 0,2 uM do primer degenerado Ri; 0,2 mM de cada dNTP. Em todas as reacgdes de PCR reacgoes foi
usada 1U de Taq DNA polimerase (Promega) e tampédo da enzima 10X. Para excluir amplificagdes néo
especificas, foram usados controlos R-R nas diversas reacgoes.

Na reaccdo tercidria ndo foi detectada qualquer amplificacdo na reacgdo efectuada
apenas com os primers degenerados R1. Houve amplificagcdo nas combinacdes
R1+nrevO0a (carril 2) e R1+nrev0b (carril 3), como se pode visualizar na Figure 25 C. O
facto de néo ter sido obtida amplificacdo na reaccdo R1-R1 sugere que as bandas
obtidas nas interac¢cdes de R1 com os primers nrevO0a e nrevOb foram especificas. A
banda de 500bp do carril 2 foi purificada por Geneclean e sequenciada com o primer
nrev0a, permitindo a elucidacao do inicio da ORF de lip1, e de 416pb do promotor.

A sequéncia nucleotidica completa foi submetida as bases de dados da EMBL, onde
pode ser consultada com o nimero de acesso AM180877.1. Lip1, com uma ORF de
1677pb, codifica uma proteina deduzida de 558 aminoacidos, com 59,3KDa e um ponto
isoeléctrico calculado de 4,56 (Jorge, et al., 2008). O niumero de acesso desta sequéncia
de aminoé&cidos na base de dados da UniProt*' é BOB099 TRIHA. A sequéncia deduzida

encontra-se representada nas Figuras 26 e 27.

! http://www.uniprot.org
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A - TAIL1

Carril: 1 — Marcador de 1Kb; 3 — R1+nrev2; 4 — R2+nrev2; 5 — R3+nrev2; 6 — R4+nrev2; 8 — R1+R1, 9 —
R2+R2; 10 — R3+R83, 11 — R4+R4; 12 — nrev2+nrev2; 13 — controlo negativo.

B EGE 78 8. 10 11 12

B — TAIL 2

Carril: 1 — Marcador de 1Kb; 3 — controlo negativo; 4 — R1+nrev1; 5 — R2+nrev1; 6 — R3+nrevi1; 7 — R4+nrev1;
8 — R1+R1;9-R2+R2; 10 — R3+R3; 11 — R4+R4; 12 —nrevi+nrev1.

2 3+:4°5 76778 9 101112183 "14-15 16 17

FOE T T

C-TAIL3

Carril: 1 — Marcador de 1Kb; 2 — R1+nrev0a; 3 — R1+nrev0b; 4 — R2+nrev0a; 5 — R2+nrev0b; 6— R3+nrev0a;
7 — R3+nrev0b; 8 — R4+nrev0a; 9 — R4+nrevOb;10 — R1+R1; 11 — R2+R2; 12 — R3+R3; 13 — R4+R4; 14-
nrevOa+nrev0a; . 15 —nrevOb+nrev0b; 16,17 — controlos negativos.

FIGURA 25- ELECTROFORESE DOS PRODUTOS DE REACCAO DA HE-TAIL PCR USADA
PARA A ELUCIDAGAO DE LIP1.
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FIGURA 26 - SEQUENCIA DEDUZIDA DA PROTEINA LIP1 (PARTE INICIAL).

Aparecem a cor os sitios mais caracteristicos das lipases: entre os residuos 134-144, a cavidade oxianionica;
de 216-231, o padrdo das carboxilesterases com serina no centro activo (serina activa na posigéo 229);
residuos de &cido aspartico e de histidina da triade catalitica nas posigoes 360 e 474, respectivamente. De

1-23, péptido sinal.
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856 GCC GGA TGC TCG ACA TCC AGC GAT ACT CTA GCA TGT TTG AGG TCC 900
286 Ala Gly Cys Ser Thr Ser Ser Asp Thr Leu Ala Cys Leu Arg Ser 300

901 GTA GAC TTT AAC ACC TTT CIG TTA GCG GCA GAA TCT GTT CCC ATC 945
301 Val Asp Phe Asn Thr Phe Leu Leu Ala Ala Glu Ser Val Pro Ile 315

946 TCA AGC AGT TAT AAC TCC ATC GCT TTG TCA TAC CTA CCA AGG CCA 990
316 Ser Ser Ser Tyr Asn Ser Ile Ala Leu Ser Tyr Leu Pro Arg Pro 330

991 GAT GGA ACA GTC CTC CTT GAT TCA CCG GAA ATC TTG GCT TCA AGA 1035
331 Asp Gly Thr Val Leu Leu Asp Ser Pro Glu Ile Leu Ala Ser Arg 345

1036 GGT CAA TTT GCA AAA GTC CCC TTG TTG CTA GGC GAT CAG GAA GAT 1080
346 Gly Gln Phe Ala Lys Val Pro Leu Leu Leu Gly Asp Gln Glu 360

1081 GAA GGA ACT CTT TTC TCG GTIT TAC CAA TTG AAT CTT ACT AGC ACA 1125
361 Glu Gly Thr Leu Phe Ser Val Tyr Gln Leu Asn Leu Thr Ser Thr 375

1126 CAA GAC GTT GAA GAA TAT CTT GGC AGC CTC TAT TTC CAG CAA GCC 1170
376 Gln Asp Val Glu Glu Tyr Leu Gly Ser Leu Tyr Phe Gln Gln Ala 390

1171 ACT GCG TCC CAG GIC CAA GAT CTIG GTG GCC ACC TAT CCA GAC GAT 1215
391 Thr Ala Ser Gln Val Gln Asp Leu Val Ala Thr Tyr Pro Asp Asp 405

1216 CCC TCG GCT GGT TCG CCT TTC AGA ACA GGG TCG TTG AAT AGC CTT 1260
406 Pro Ser Ala Gly Ser Pro Phe Arg Thr Gly Ser Leu Asn Ser Leu 420

1261 TAT CCA GAA TAC AAA CGA CTG GCC GCT ATA CTT GGT GAC TTT ATT 1305
421 Tyr Pro Glu Tyr Lys Arg Leu Ala Ala Ile Leu Gly Asp Phe Ile 435

1306 TTC ACA CTT CAG AGG CGC AGT CTT CTT GAG ACA GTA GAC CAG ATA 1350
436 Phe Thr Leu Gln Arg Arg Ser Leu Leu Glu Thr Val Asp Gln Ile 450

1351 GCC CCA TCA GTA CCG ACG TGG TCT TTT CTT TCG TCT TAC TTA TAC 1395
451 Ala Pro Ser Val Pro Thr Trp Ser Phe Leu Ser Ser Tyr Leu Tyr 465

1396 GGG ACG GCT TTT TTG GGA ACT TTC CAC ACG ACC TCA CAA ATC GCT 1440
466  Gly Thr Ala Phe Leu Gly Thr Phe Thr Thr Ser Gln Ile Ala 480

1441 GCT TTT GGG CTG ATT CCA GGC TAC GCT GCC GCC GTT ACA CAA GAA 1485
481 Ala Phe Gly Leu Ile Pro Gly Tyr Ala Ala Ala Val Thr Gln Glu 495

1486 TTT TAC ATC TCT TTT TTC AAC ACG ATG AAC CCG AAC AGC AAT GGC 1530
496 Phe Tyr Ile Ser Phe Phe Asn Thr Met Asn Pro Asn Ser Asn Gly 510

1531 TCA GCA CTA CTC CCT ACA TGG CCA TGC TGG GGA TCA GGA AAA CAG 1575
511 Ser Ala Leu Leu Pro Thr Trp Pro Cys Trp Gly Ser Gly Lys Gln 525

1576 GTG ATG CAA CTT GGT GCA ACT TCT TCA TCT TTG TTA AAT GAC AGC 1620
526 Val Met Gln Leu Gly Ala Thr Ser Ser Ser Leu Leu Asn Asp Ser 540

1621 TTC CGA TCG GCG TCC TTT GAT TTT ATC CGA TCA AAC TCC CAG GCA 1665
541 Phe Arg Ser Ala Ser Phe Asp Phe Ile Arg Ser Asn Ser Gln Ala 555

1666 CTA CAT ATT TAG 1677
556 Leu His Ile End

FIGURA 27 - SEQUENCIA DEDUZIDA DA PROTEINA LIP1 (PARTE FINAL).

Aparecem a cor os sitios mais caracteristicos das lipases: entre os residuos 134-144, a cavidade oxianionica;
de 216-231, o padrdo das carboxilesterases com serina no centro activo (serina activa na posigéo 229);
residuos de acido aspartico e de histidina da triade catalitica nas posi¢des 360 e 474, respectivamente.
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Uma pesquisa efectuada na base integrada InterproScan*? integra a proteina codificada
por lip1 nas carboxilesterases com serina no centro activo ("carboxylesterases type-B*
signatures, serine active site" — PROSITE PS00122) (Sigrist, et al., 2010), com um E-
value de 2,9 e'®. Nas lipases e nas esterases a triade catalitica & formada por trés
aminoacidos: uma serina, um acido glutamico ou aspartico e uma histidina. A sequéncia
em redor da serina do centro activo esta muito conservada, e é usada como "signature
pattern" (padréo). No caso das carboxilesterases tipo-B é a sequéncia F-[GR]-G-x(4)-
[LIVM]-X-[LIV]-X-G-X-S-[STAG]-G**, com serina no centro activo. Considera-se como
"signature pattern" secundaria a regiao conservada situada na sec¢ao N-terminal, a qual
contém uma cisteina implicada numa ligagao por pontes dissulfeto (S=S), a sequéncia
[EDA]-[DG]-C-L-[YTF]-[LIVT]-[DNS]-[LIV]-[LIVFYW]-X-[PQR]. Em lip1 estes padroes
estdo presentes na sequéncia FGGDPDKVTLWGFSAG, correspondente aos
aminoacidos 216 a 231, e na sequéncia EDCLTLNVQRP, entre as posicoes 115 e 125
(Figuras 26 e 27).

O centro activo da proteina localiza-se entre os residuos 227 e 231. A sua estrutura
primaria coincide com o consenso G-X-S-X-G, descrito como sendo o do centro activo de
lipases, inserido numa sequéncia consenso mais ampla, a das carboxilesterases tipo B
com serina no centro activo. Quanto aos outros dois residuos que constituem a triade
catalitica, na posi¢cao 360 esta localizado o residuo acidico, que neste caso é de acido
aspartico, e na posicao 474 o residuo de histidina (Figuras 26 e 27).

A HE-TAIL PCR foi também usada para obter a sequéncia completa do gene lip2, a partir
da sequéncia da EST-1279. Neste caso foram usados os oligonucleétidos especificos
lip2a (5'- CTG GCA GAA CCG ATT CCC GAG CGC TT -3, lip2b (5'- ACG CAA CTA CGA TGG
CGC CTT GCT CG -3, lip2c (5'- TGC GAT GAA CCC ACA GCT ATC GCC GA -3') e lip2d (5"
GAG AAA GCC TGT ACT CCA CCC TCG TG -3'), de 26bp e Tm de 70-72 °C, desenhados na
ORF incompleta de Ilip2 nas posicoes referidas na Figura 28, bem como o0s
oligonucledtidos degenerados R1, R2, R3 e R4 descritos anteriormente. As condi¢des
qguimicas e fisicas da PCR estao descritas na Tabela 4, e foram anélogas as usadas na
deteccédo da sequéncia de lip7, com a Unica excepgao de se ter feito o ajustamento de
alguns dos valores de temperatura (a negrito na Tabela).

“2 http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/

“8 As carboxilesterases podem ser do tipo A, B ou C, de acordo com a sensibilidade aos fosfatos organicos.

* Os hifens separam residuos; x pode ser qualquer residuo; quando situados entre paréntesis rectos: naquela posicéo
pode ser encontrado um dos diferentes residuos situados no interior de paréntesis rectos.
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FIGURA 28 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA AMPLIFICAGAO POR HE-TAIL PCR
DO GENE LIP2.

Os numeros entre paréntesis referem-se a posicdo da ORF em que cada primer especifico foi
desenhado. As setas representam o sentido de amplificacdo na cadeia. Neste caso concreto
desconhecia-se a sequéncia de cerca de 300pb do inicio da ORF.

TABELA 4 — ETAPAS E CICLOS DE HE-TAIL-PCR USADOS NA ELUCIDAGAO DE LIP2.

Numero de
Reaccao ciclos Condicoes térmicas programadas
1 932 C (1min); 95° C (5min)
5 94 °C (0,5min); 62 °C (1min) ; 72 °C (2,5min)
Primaria 1 94 °C (0,5min); 25 °C subindo gradualmente até 72 °C en 3min; 72
°C (2,5min)
15 94 °C (20s) ; 66 °C (3,5min); 94 °C (20s) ; 66 °C (3,5min); 94 °C
(0,5min); 42 °C (1min); 72 °C (2,5min)
1 72 °C (5min); 4 °C. Pausa.
Secundaria 12 94 °C (20s) ; 65 °C (3,5min); 94 °C (20s) ; 65 °C (3,5min); 94 °C
(0,5min); 42 °C (1min); 72 °C (2,5min)
1 72 °C (5min); 4 °C. Pausa.
Terciaria 30 94 °C (0,5min); 42 °C (1min); 72 °C (2,5min)
1 72 °C (5min); 4 °C Pausa.

A reaccado de PCR primaria foi executada em 15ul de volume total com 80ng de DNA genémico; 0,2 uM do
primer lip2a; 2 uM de um dos primers degenerados (R1,R2,R3 ou R4); 0,2mM de cada dNTP. A reaccgéo
secundaria foi executada com o primer lip2b (0,2 uM) e o mesmo primer degenerado Ri (2 uM) usado na
reaccao primaria. Foi usado 1ul da diluicdo 1:50 do produto da PCR priméaria com DNA molde. A reaccao
terciaria foi executada com 1 pl da diluicdo 1:10 do produto da PCR secundaria; 0,2 uM dos primers lip2c e
lip2b; 0,2 uM do primer degenerado Ri; 0,2 mM de cada dNTP. Em todas as reac¢des de PCR reacgdes foi
usada 1U de Taqg DNA polimerase (Promega) e tampado da enzima 10X. Para excluir amplifica¢cdes néo
especificas, foram usados controlos R-R nas diversas reacgoes.
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Na Figura 29 encontra-se as amplificagbes obtidas nas TAIL1, 2 e 3, respectivamente,
para as diferentes combinacdes entre primers. Na TAIL1 as bandas mais intensas
corresponderam as interacgoes de R1, R3 e R4 com lip2a (carris 4, 6 € 7), € a interacgao
lip2a+lip2a (carril 13). Na TAIL2 a banda mais intensa correspondeu a combinagao
R4+lip2b (carril 6), mas também as interac¢gées de R1, R2 e R3 com lip2b originaram
amplificag&o (carris 3, 4 e 5), assim como a combinacéo lip2b+lip2b (carril 11).

Na TAIL3 sé as interacgbes de lip2c e lip2d com o primer degenerado R4 originaram
bandas que se consideraram poder corresponder ao fragmento do gene que se pretendia
isolar (carris 8 e 9), tendo sido seleccionada a banda correspondente a 2000bp que,
embora menos intensa, parecia ser a que oferecia mais garantias de nao ser devida a
amplificagdo nao especifica. Essa banda foi purificada por Geneclean e sequenciada com
o primer lip2e (5'- GCA CAT CGT TC GAC GCT GCT GGT CC - 3'), desenhado numa posicao
anterior a lip2c e lip2d, para conseguir simultaneamente efectuar o alargamento da
cadeia previamente conhecida e a correccdo de eventuais falhas de sequenciagdo na
parte final da sequéncia pré-existente. A sequenciagao permitiu o conhecimento de cerca
de 400bp da sequéncia total do gene. Neste novo troco foi desenhado um novo primer, o
1279promo (5'-CAA ATT CGT TCG CTG GCG ATG A-3'), para permitir a sequenciacéo de

mais bases na zona do promotor.

No final, a sequéncia de lip2 tinha um total de 1992pb, que abarcavam 548pb do
promotor, 1215pb do quadro de leitura aberta e um terminador com 227pb. A ORF
traduzida apresentava 58,2% de identidade (para um E-value de 4,0e’®®) com a proteina
A8WG609-GIBZE, uma triacilglicerol lipase de Giberella zeae (Fusarium graminearum), de
acordo com o algoritmo de FASTX, e 61% de identidade e 1e'** de homologia para a
mesma proteina, de acordo com o algoritmo de BLASTX*.

A sequéncia completa do gene foi submetida a base de dados da EMBL, e pode ser
acedida pelo numero de acesso AM774154.1. Lip2 codifica uma proteina deduzida de
404 aminodcidos, ponto isoeléctrico calculado de 5,0 e 44,6KDa (Jorge, et al., 2010).,
cuja sequéncia esta representada nas Figuras 30 e 31. O seu numero de acesso na
base de dados da UniProt é B7ZET5_TRIHA. Uma pesquisa efectuada na base
integrada InterproScan*®

4 Actualmente o melhor score pertence a proteina GORMI3-HYPJQ, uma triacilglicerol lipase de Hypocrea jecorina
(anamorfo: Trichoderma reesei), com 80,5% de identidade (E-value de 1,4e¢®°) de acordo com o algoritmo de FASTX, e
80% de identidade a mesma proteina, de acordo com o de acordo com o algoritmo de BLASTX.

4

6 htte://www.ebi.ac.uk/TooIs/El‘a/ierscan/
Metodologias de identificacao e elucidacdo de genes em bibliotecas gen6micas
50



1 2 3 45 6 7 8 910 11 12 13 14 15

A - TAIL 1

Carril: 1 — Marcador de 1Kb;2 — Marcador de intensidad; 4 — R1+lip2a; 5 — R2+lip2a; 6 — R3+ lip2a; 7 — R4+
lip2a; 9 — R1+R1, 10 — R2+R2; 11 — R3+R3, 12 — R4+R4; 13 — lip2a + lip2a; 15 — controlo negativo.

B - TAIL 2

Carril: 1 — Marcador de 1Kb; 3 — R1+lip2b; 4 — R2+lip2b; 5 — R3+ lip2b; 6 — R4+ lip2b; 7 — R1+R1, 8 — R2+R2;
9 - R3+R3, 10 — R4+R4; 11 —lip2b + lip2b; 12 — controlo negativo.
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C-TAIL3

Carril: 1 — Marcador de 1Kb; 2 — R1+lip2c; 3 — R1+lip2d; 4 — R2+lip2c; 5 — R2+lip2d; 6 — R3+lip2c; 7 —
R3+lip2d; 8 — R4+lip2c; 9 — R4+lip2d; 10 — R1+R1, 11 — R2+R2; 12 — R3+R3, 13 — R4+R4; 14 — lip2c + lip2c;
15 —lip2d + lip2d; 16, 17 — controlos negativos.

FIGURA 29- ELECTROFORESE DOS PRODUTOS DE REACCAO DA HE-TAIL PCR USADA
PARA A ELUCIDAGAO DE LIP2.
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FIGURA 30 - SEQUENCIA DEDUZIDA DA PROTEINA LIP2 (PARTE INICIAL).

Aparecem a cor o0s sitios mais caracteristicos das lipases: entre os residuos 130-144, a cavidade oxianiénica;
de 210-219, o padrdo das lipases com serina no centro activo (serina activa na posigao 216); residuos de
acido aspartico e de histidina da triade catalitica nas posigoes 282 e 373, respectivamente. De 1-25, péptido
sinal.
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856 TTA CTT CCA CCG GGC GAG TTT GGT TAC CAG TCA CAT GGC GGC GAG 900
286 Leu Leu Pro Pro Gly Glu Phe Gly Tyr Gln Ser His Gly Gly Glu 300

901 ATA TTC ATC TCC AAG TCT GCC CTC TCG CCA TCT GAG ACG GAT GTC 945
301 Ile Phe Ile Ser Lys Ser Ala Leu Ser Pro Ser Glu Thr Asp Val 315

946 CAG CTA TGC GTIC GGC GAC GCA GAT CCT AAC TGC AGT GCC AGG GAT 990
316 Gln Leu Cys Val Gly Asp Ala Asp Pro Asn Cys Ser Ala Arg Asp 330

991 GAC AGC TCA ATG GAA GGT CTG CTIC AAT CGC CTT CTC CAT TTC TGG 1035
331 Asp Ser Ser Met Glu Gly Leu Leu Asn Arg Leu Leu His Phe Trp 345

1036 GGA ACG ACT GCC TICT TTG GAA GAG TAC ACG GAG AGG ATG AGC ATC 1080
346 Gly Thr Thr Ala Ser Leu Glu Glu Tyr Thr Glu Arg Met Ser Ile 360

1081 CCG ACG CGG TTC AAA TTG TGG CAG CTG TTT TTT GCT CAT CGA GAT 1125
361 Pro Thr Arg Phe Lys Leu Trp Gln Leu Phe Phe Ala Arg Asp 375

1126 TAC TTC TGG AGA CTC GGA CTA TGT GTG CCC GGC GGC GAC CCT ACA 1170
376 Tyr Phe Trp Arg Leu Gly Leu Cys Val Pro Gly Gly Asp Pro Thr 390

1171 AAC TGG GGT CGG CCT CCG TAT GCG CCT CAT GAC GAG GAG TTIG TAA 1215
391 Asn Trp Gly Arg Pro Pro Tyr Ala Pro His Asp Glu Glu Leu End

FIGURA 31 - SEQUENCIA DEDUZIDA DA PROTEINA LIP2 (PARTE FINAL).

Aparecem a cor os sitios mais caracteristicos das lipases: entre os residuos 130-144, a cavidade oxianiénica;
de 210-219, o padrdo das lipases com serina no centro activo (serina activa na posigao 216); residuos de
acido aspartico e de histidina da triade catalitica nas posi¢des 282 e 373, respectivamente.

incluiu a sequéncia de aminoéacidos de lip2 na familia das lipases com serina no centro
activo (PROSITE PS00120, centro activo na posicao 210-219) (Sigrist, et al., 2010), e na
das lipases_classe3d (InterPro IPR002921, Pfam PF01746, intervalo 131-290) com uma
probabilidade de 1,0.e3*.

Na estrutura primaria é detectavel o consenso G-X-S-x-G, descrito como centro activo de
lipases. Este pentapéptido encontra-se inserido na sequéncia consenso das lipases com
serina no centro activo, com a "signature pattern": [LIV]-{KG}-[LIVFY]-[LIVMST]-G-
[HYWV]-S-{YAG}-G-[GSTAC]. Em Ilip2 esta presente na sequéncia VHLIGHSLGG,
correspondente aos aminoacidos 210 a 219. Os outros dois residuos que constituem a
triade catalitica encontram-se na posicao 282 (residuo acidico, neste caso é o &cido
aspartico), e na posi¢ao 373 (histidina).
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5.2 AVALIACAO DA ACTIVIDADE DAS PROTEINAS CODIFICADAS POR LIP1E LIP2

Para confirmagado do sucesso dos procedimentos anteriores, apos a identificacdo das
respectivas ORFs, procedeu-se a clonagem de lip1 e lip2 em plasmideos de expressao
tendo-se obtido clones de lip7 expressos em Pichia pastoris GS115 e de lip2 expressos
em E. coli DH5a.

Para a clonagem de lip1 e lip2 em plasmideos de expressdao adoptou-se a seguinte
estratégia:

e Fez-se 0 mapa de restricdo de cada uma das ORFs, com o objectivo de
seleccionar enzimas com sequéncias de reconhecimento inexistentes nas ORFs,
para haver a garantia de néo interromper a sequéncia da ORF inadvertidamente.

e De entre as enzimas seleccionadas na fase anterior, escolheram-se aquelas cuja
sequéncia de reconhecimento apresentava maiores semelhangas com a
sequéncia nucleotidica de cada um dos genes na posi¢cao imediatamente anterior
ao inicio da ORF ou na posicdo a seguir ao codao de stop, e que
simultaneamente fizessem parte do MCS do plasmideo a utilizar, de forma a
permitir a ligagédo posteriormente.

e A partir da sequéncia de reconhecimento das enzimas escolhidas na fase anterior
desenharam-se oligonucle6tidos que funcionam como “linkers” (incluem além da
sequéncia de reconhecimento da enzima a sequéncia do inicio ou do fim da ORF,
consoante se trata do primer directo ou reverso, respectivamente).

e Com estes oligonucleétidos obteve-se a sequéncia total de cada ORF por PCR.

e (Cada produto de PCR foi digerido com as respectivas endonucleases de restricao,
assim como os vectores de expressao utilizados.

e Foi efectuada a ligacao entre vectores e insertos.

As sequéncias de reconhecimento de EcoRl e de Xhol (a sublinhado), necessarias para a
clonagem no vector plB2 foram incluidas na sequéncia de lip1 por PCR com o primer
directo EcolLip (5'- GGC GAATTC ATG TTC AGC CTC AC -3') e o primer reverso XhoLip (5'-
TAC CTC GAG CTA AAT ATG TAG TGC CTG G-3'). A sequéncia resultante foi clonada “in

frame™’

no vector plB2 digerido com as mesmas enzimas e purificado por “geneclean”,
tendo-se obtido o vector de expressao constitutiva em P. pastoris plB2-lip1 (Figura 32). A
sequéncia do inserto incluido em plB2-/lip7 foi confirmada por sequenciagdo com 0s

primers EcoLip e XhoLip.

7 No sentido de leitura.
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Transformaram-se células electrocompetentes de P. pastoris GS115 por electroporacao
com o plasmideo recombinante plB2-lip1 linearizado con Kpn2l (ao nivel dol gene his4) a
1500V e 5mS. A transformacao de P. pastoris com o plasmideo plB2 funcionou como
controlo positivo. Ap6s extraccdo de DNA das colbnias transformadas, confirmou-se a
presenca de lip7, e a sua correcta orientagdo por PCR, utilizando dois primers
desenhados em pIB2 (F514 e R756), e os primers nrev2 e lj11, desenhados na sequéncia
de lip1, de acordo com a Figura 34.

A estratégia de clonagem de /ip2 no vector pET28 e o processo de confirmagao foram
analogos: os locais de reconhecimento das enzimas Sacl e Sall, necessarios para clonar
no vector foram incluidos em lip2 por PCR usando o primer directo lip2-dir-Sacl (5'- TGA
GCT CAT CAT CGC CAG CGA -3') e o primer reverso lip2-rev-Sall (5'- CGT TGG TCG
ACT TTA CAA CTC CTC G -3'). A transformagao de E. coli DH5a foi feita por choque
térmico. A presencga e correcta orientacao de /lip2 nos transformantes foram confirmadas
por PCR.

677

Hisd OREF-lipl
plB2-lip1
&112
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.
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FIGURA 32 — CONSTRUCAO DO PLASMIDEO RECOMBINANTE PIB2-L/P1.

Localizagao dos primers: nrev2 (5'- GGA ACC GCT TGA AGC ATC CGA GGG CC -3'), desenhado na
posicao 371-395 da ORF, sentido reverso; lj11 (5'- GCT TCA AGA GGT CAA TTT GC -3), desenhado na
posicdo 1027-1046 da ORF, sentido directo. F514 e R756, desenhados em plB2, no sentido directo e
reverso, respectivamente nas posicoes 514 e 756.
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A expressao da proteina codificada por lip7 foi detectada por actividade em placas de
Petri usando meios como a tributirina ou como a Rodamina B lipase agar (Figura 33),
substratos utilizados na deteccédo de actividade esterasica e lipolitica, respectivamente.
Em SDS-PAGE foi detectada uma proteina com cerca de 59kDa, inexistente na levedura
nao transformada (Figura 34). A avaliacdo da actividade de lip2 encontra-se numa fase

mais atrasada.

FIGURA 33 — HALOS DE ACTIVIDADE ESTERASICA (A E B) E FLUORESCENCIA DEVIDA A
ACTIVIDADE LIPOLITICA (C).

A — meio YEPD modificado com 1% de tributirina; B — meio YEPD modificado com 1% de tributirina e
rodamina; C — meio rodamina B lipase agar(Alken-Murray Corporation, 2001) modificado, com azeite como
substrato lipidico. Os crescimentos verificados em placa que ndo apresentam halos ou fluorescéncia
correspondem a levedura ndo transformada, usada como controlo negativo.
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FIGURA 34 - SDS-PAGE OBTIDO COM EXTRACTOS PROTEICOS CELULARES DE
LEVEDURA GS115 E DE GS115 TRANSFORMADA COM L/P1 (CRESCIMENTO DE 48H EM

YEPD)
Carril 1- Marcador de proteinas peqg-Gold V; Carris 2 e 3- GS115; Carris 4 e 5- GS115-pIB2-lip1.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O rastreio de bibliotecas de DNA permite a identificagdo e caracterizagdo de genes. As
bibliotecas de gendmico sdo utilizadas para analisar a sequéncia de um gene em toda a
sua extensdo: o promotor, os intrées, as fronteiras intrdo-exao, exdes e a regiao do
terminador. No entanto, devido elevado numero de clones que é necessario usar, sao
mais dificeis de manipular, e de manter. As de cDNA permitem a identificacdo directa da
regido codificante e a deducao das sequéncias de proteinas, sendo consequentemente
de mais facil manipulagdo. No entanto, muitas vezes a obtencdo de moléculas de cDNA
de cadeia completa (“full-lenght” cDNA) é dificil, pois alguns dos métodos de sintese de
cDNA podem levam a obtengéo de cépias incompletas (cf.§ 3).

A hibridagdo de sondas de &cidos nucleicos € o0 método mais generalizado de rastreio de
bibliotecas. Nas de cDNA permite a identificagdo de clones com sequéncias incompletas
que, de outra forma nao poderiam ser detectados devido a impossibilidade de se
expressarem.

Embora no rastreio de bibliotecas de gendomico tenha sido frequente a utilizagdo de
sondas de cDNA, a evolugdo das tecnologias de sequenciagéo levou ao recrudescimento
da utilizagado de ESTs (“Expressed Sequence Tags”), que ndao sdo mais do que pequenas
por¢des da molécula de cDNA, de obtencdo mais facil e barata. As ESTs revelaram-se
uma ferramenta muito Util na detecgao de genes, nomeadamente os responsaveis pela

doencga de Alzheimer e pelo cancro do célon.

Um dos problemas que se pode colocar a elucidagdo das sequéncias nucleotidicas
contidas nalgumas bibliotecas de DNA esta relacionado com a utilizagdo de vectores
derivados do fago lambda, pois muitas vezes nao é facil a obtencédo de DNA de fago com
qualidade suficiente para sequenciagao, tal como se verificou neste trabalho. A solugéo
por nés encontrada foi recorrer a uma metodologia de rastreio por PCR, utilizando a HE-
TAIL PCR (“High-Efficiency Thermal Asymmetric Interlaced PCR”), que se revelou eficaz
na elucidagdo dos genes lip1 e lip2 de T. harzianum, permitindo determinar as
sequéncias de DNA adjacentes as previamente conhecidas.
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ANEXO 1 — ALGUNS DOS VECTORES USADOS EM BIBLIOTECAS DE CDNA

LAMBDA ZAP

O vector Lambda ZAP Il tem seis locais de restricdo Unicos (Sac |, Not |, Xba |, Spe |, EcoR | e
Xho 1). Comporta insertos até DNA 10 kpb. Os clones inseridos no Lambda ZAP Il podem ser
rastreados com sondas de DNA ou com anticorpos. A rapida excisao “in vivo” do fagemideo

pBluescript permite a caracterizagéo dos insertos em vectores plasmidicos.
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FIGURA 35 — MAPA DE RESTRICAO DO VECTOR DE INSERCAO LAMBDA ZAP Il

FAGEMIDEOS

Os fagemideos sao vectores hibridos entre um plasmideo e o fago M13, um bacteri6fago de E. coli
com DNA de cadeia simples. A origem de replicacdo do fago é inserida num plasmideo (como o
pUC19, que apresenta os genes lacZe amp'). Os fagemideos da série pBluescript sdo dos mais
utilizados como vectores de clonagem em bibliotecas de cDNA. Estes vectores sdo derivados do
pUC19, e tém a origem de replicagéof1 do fago filamentoso 1, relacionado com M13. Podem ser
usados para sequenciacao, transcri¢cdo in vitro e mutagénese in vitro. A titulo exemplificativo, na
Figura 35 estdo representados o mapa e o local de clonagem multipla do vector pBluescript || SK
(+/-), um fagemideo com 2961pb.

Como no fagemideo néo foi inserida a informagéo relativa a sintese das proteinas da capside viral,
qguando se querem obter particulas virais tem que se co-infectar as células hospedeiras com um
fago auxiliar*® (“phage helper”). O fago auxiliar M13KO7, derivado do fago M13, é capaz de se
replicar na auséncia de DNA fagemidico. Em presenca de fagemideos com origem de replicacao

f1, verifica-se que o DNA fagemidico é encapsidado preferencialmente ao de M13KO?7.

8 0s fagos auxiliares sao indispensaveis para a replicagdo, empacotamento e montagem das particulas fagemidicas. Também
podem ser usados extractos celulares bacterianos que produzam componentes idénticos (Chasteen, Ayriss, Pavlik, &
Bradbury, 2006).
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FIGURA 36 — MAPA E CARACTERISTICAS DE PBLUESCRIPT SK*.

E um fagemideo (plasmideo com origem de replicacdo de fago — f1) autorreplicativo derivado de pUC19,
desenhado para facilitar a clonagem e a sequenciacdo de DNA, a obtengéo de transcritos de RNA in vitro, a
mutagénese e o mapeamento de genes. Tem origem de replicagdo relaxada de E. coli, um fragmento do
operéo lac de E. coli, que codifica o péptido a da B-galactosidase (lac Z). O “polylinker” tem 21 sequéncias de
reconhecimento Unicas para enzimas de restricdo. A flanquear o “polylinker” encontram-se as sequéncias
promotoras da T3 e da T7 RNA polimerases, que possibilitam a sintese de RNA in vitro. A escolha do
promotor para inicio de transcrigdo determina a cadeia do clone inserido no “polylinker” a ser transcrita. A
localizagdo do “polylinker” na regido N-terminal do gene lac Z leva a que os transformantes possam ser
detectados em placa por localizagdo de col6nias brancas. A flanquear os promotores da T3 e da T7 RNA
polimerases ha locais de restrigdo BssHI, raros, que permitem a excisao do inserto e dos promotores do fago
T e 0 uso em mapeamento de genes. A regido intergénica F1 (relacionada com o fago M13), inclui 307pb da
origem de replicagdo f1 e permite a recuperagcdo de DNA de cadeia simples (ssDNA) pelo fago helper
(M13K07), podendo ser usado em sequenciagdo ou mutagénese. A regido intergénica F1 ter duas
orientagdes: (+), no mesmo sentido de /ac Z, ou (-), no sentido inverso.
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ANEXO 2 — ALGUNS DOS VECTORES USADOS EM BIBLIOTECAS DE GENOMICO

CROMOSSOMAS ARTIFICIAIS DE LEVEDURAS (YACS)

Os cromossomas artificiais de leveduras, YACs (“yeast artificial chromosomes”), desenvolvidos
para a clonagem em leveduras e representados na Figura 36, permitem a clonagem de
fragmentos de gendmico com cerca de 1Mpb. Contém elementos caracteristicos dos
cromossomas de leveduras: um centrémero (CEN), telomeros (TEL), e uma origem de replicagao

funcional em leveduras e autdbnoma (ARS, “autonomously replicating sequence”).
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TRP1 Yeast
selectable
marker
pYac2
(yeast artificial Yeast s
chromosome) selectable URAS
marker
Bacterial
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(antibiotic
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¥ BamH1
\Bacterial origin restriction
site
\ Telomere
ori ~
-
BamH1

restriction site

(Houghton, 2011)

FIGURA 37 — REPRESENTAGAO DE UM VECTOR YAC.

O vector contém os seguintes elementos estruturais de levedura: telémeros (TEL), um centrémero (CEN) e
uma origem de replicagdo auténoma (ARS). Tem 3 marcadores de selecgdo em levedura (URA3, TRP1 e
SUP4), e um marcador de seleccéo (Amp') e uma origem de replicacdo para E.coli.

Na clonagem de DNA gendmico num vector do tipo YAC, o DNA é parcialmente digerido com EcoRl. Os
fragmentos da ordem dos 400-500Kpb sdo separados por PFGE. O vector é digerido com a EcoRlI, e também
com a BamHl, ficando os teldbmeros nas extremidades do vector linearizado. O fragmento situado entre os
dois locais de restricdo de BamHI é removido por electroforese. O DNA gendmico € ligado ao vector e usado
para a transformacgéo de leveduras. Devido a sua insergdo, o gene SUP4 ¢é inactivado, deixando de haver
expressao proteica, 0 que leva ao aparecimento de coldnias vermelhas (King, 2011).
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A ARS funciona de forma independente da origem de replicacdo cromossomal da levedura
hospedeira. Tém pelo menos um marcador de selecgao funcional em leveduras (normalmente o
gene URAS, ligado a sintese de uracilo) e dois locais Unicos de reconhecimento para as enzimas
EcoRl e BamHIl. Para permitir a sua propagacdo e manipulacdo em E. coli previamente a
introducdo de DNA gendmico, estes vectores tém também uma origem de replicagéo bacteriana e
um marcador de selecgédo (normalmente resisténcia a um antibiético), que permite a deteccédo de
transformantes em E. coli.

Estes vectores foram criados para conseguir clonar alguns genes eucariotas para 0s quais a
clonagem em bactérias ndo originava expressdo proteica, por falta de modificagbes pds-
traducionais. No entanto, ha sequéncias de DNA exégeno nao toleradas por leveduras, e que
acabam por ser removidas. Ndo sdo muito utilizados devido aos problemas de instabilidade
gendémica (Wolfe, 2005).

CROMOSSOMAS BACTERIANOS ARTIFICIAIS (BACS)

Os cromossomas bacterianos artificiais (BACs) baseiam-se no plasmideo F (ou factor F, de
fertilidade) de E. coli, que contém a informagdo necessdria a ocorréncia do processo de
conjugacdao, pelo qual duas bactérias se ligam fisicamente, podendo ocorrer trocas de DNA. Sao
plasmideos muito maiores do que os vulgarmente usados como vectores de clonagem, podendo
clonar fragmento de maiores dimensdes, até 500Kpb (Nicholl, 2008). Sdo muito estaveis, a
informacao contida no DNA do inserto mantém-se ao longo dos ciclos de replicagdo. Os insertos
sdo facilmente sequenciados. O facto de serem utilizados na clonagem de fragmentos de
gendémico humano obtidos por bombardeamento de particulas (“shotgun”) pelo TIGR (The Institute
for Genomic Research‘“’) levou a que s6 o numero de fragmentos do genoma humano clonados
em E. coli através de BACs seja de aproximadamente um milhdo (BookRags, 2005). Na Figura 37

esta representado um destes vectores.

CROMOSSOMAS ARTIFICIAIS DERIVADOS DO FAGO P1 (PACS)

Os PACs (cromossomas artificiais derivados do fago P1) s@o vectores analogos aos anteriores,
mas derivados do fago P1. Este bacteriéfago tem a particularidade Gnica de nao ser integrado no
genoma do hospedeiro durante o ciclo lisogénico, permanecendo no interior da célula bacteriana
como plasmideo. Tém cerca de 16Kpb. A origem de replicagéo € o replicao de P1, originando um
plasmideo com baixo nimero de copias por célula. Quando inicia o seu ciclo litico faz varias
copias do seu genoma, as quais ficam enredadas umas nas outras (Figura 38), tendo de ser

posteriormente separadas (Metzenberg, 2002b).

“® Integrado em 2006 no J. Craig Venter Institute (http://www.jcvi.org)
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FIGURA 38 - COPYRIGHT VECTOR PSMART BAC.

CopyRight vector pSMART BAC. or2, repE, IncC — origem de replicagdo (copia unica); oriV — origem de
replicagdo indutivel; par A,B,C — genes de particio; Cm' — gene de resisténcia ao cloranfenicol; cosN — sinais
de empacotamento em lambda; T — terminadores de transcricdo; sacB —gene da sacarase. A posicao

aproximada dos primers para sequenciacédo e dos terminadores de transcrigao esta indicada.
dox

Plasmideos
interligados

Cre

Y

Resolugdo

(Metzenberg, 2002b)

FIGURA 39 — RESOLUCAO DE PLASMIDEOS ENREDADOS APOS REPLICACAO POR ACCAO DA CRE
RECOMBINASE DO FAGO P1.

A Cre recombinase detecta os locais lox em cada um dos genomas e provoca a recombinag¢ado. Ap6s duas

voltas efectua a separagdo de mondmeros.
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O bacteriéfago P1 usa um sistema de recombinacao local especifica (“site-specific recombination”)
responsavel pela particdo do gendémico sintetizado durante a replicagdo (Hoess & Abremski,
1984). De acordo com estes autores, este sistema é composto pela Cre recombinase que medeia
a particao entre os dois locais loxP durante a recombinacdo. Na Figura 39 esta representado um
vector deste tipo, o pPAC 4.
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FIGURA 40 - VECTOR PPACA4.

A selecgao positiva dos clones é feita através do gene sacBll, responsavel pela conversdo de sacarose a
levana, uma polifrutose téxica para E. coli. No vector um fragmento derivado do vector pUC (vector multi-
cOpia) esta inserido no “polylinker”, inactivando SacBl|, e permitindo a purificagdo de grandes quantidades de
vector. Locais de reconhecimento de BamH| flanqueiam o fragmento “stuffer”. O inserto, com adaptadores
BamHI, substitui este fragmento, e o vector regressa a cépia em reduzido nimero. Nem o vector nem os
clones recombinantes expressam o gene SacBll, s6 os que perderam o “stuffer” sdo sensiveis a sacarose,
nado formando col6nias nesse meio. Tem um gene de resisténcia a canamicina, para selecgdo em E. coli.
Sequéncias dos promotores da SP6 e T7 RNA polimerases do fago a flanquear o “stuffer”, ladeados por
locais de reconhecimento para Notl. Local de reconhecimento para Scel, extremamente raro e inexistente no
genoma humano, para permitir a linearizagdo do vector. Origem de replicacdo funcional nalgumas células
eucarioticas - replicao do virus Epstein Barr (EBV oriP). Um local loxG que, em conjunto com loxP511 e Cre
permite a integragcdo de DNA no genoma de mamiferos de uma forma local especifica. Gene de resisténcia a
blasticidina para selecgdo em células eucariéticas (cultura de tecidos). Local SV40 de poliadenilagdo, que
funciona como promotor de transcricdo do citomegalovirus (CMV). Sitios cos do fago lambda. (Frengen, et
al., 2000).
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ANEXO 3 — CONDICOES DE INFECGCAO DE E. coL/ (“LIBRARY SCREENING”)

Para a infeccdo de E. coli LE392 iniciou-se o crescimento a partir de uma colénia em LB liquido
(suplementado com maltose e MgSO4, que estimulam a posterior capacidade de infec¢do do fago),
até ser atingida uma densidade 6ptica de 0,8 e 1,0 a 600nm, correspondente a fase exponencial de
crescimento. As células foram centrifugadas e ressuspendidas numa solugdo de 10mM de MgSO4
até se atingir um valor de DO de 0,5 a 600nm. Adicionaram-se alguns microlitros da biblioteca de
DNA de forma a obter a formacédo de cerca de 15000 pfu —"plaque forming units” - por placa de
150mm (o titulo do fago era de ~ 2,2x10° pfu/l. Incubaram-se os tubos de Eppendorf contendo o
fago e as células hospedeiras a 37 °C durante 15 minutos para permitir que o fago se ligasse as
células. Posteriormente as bactérias infectadas foram misturadas com NZY “top agar” (previamente
fundido e arrefecido até aos 49 °C) e a mistura colocada em cada placa de 150mm com NZY “bottom
agar”, rodando a placa para distribuir a mistura aleatoriamente por toda a superficie. As placas de
NZY “bottom agar” foram pré-aquecidas a 37 °C em estufa antes de ser usadas, para facilitar a
distribuicdo do NZY “top agar” infectado em todas as direc¢des e para evitar que este solidificasse
logo ao entrar em contacto com a placa. As placas foram invertidas e incubadas a 37 °C durante a
noite.
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