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Resumo - A determinacio das funcoes génjéés tem déﬁwandé&o um grande avanco das
ciéncias genomicas, cujas tecnologias concentram-se, principalmente, na geraco e no
estudo de uma grande quantidade de dados. O ponto de apoio para o entendimento
da funcao génica e da estrutura do genoma tem sido o sequenciamento de genomas

completos e do genoma expresso em grande escala.

Mapas fisicos e genéticos tém

sido integrados com informagoes genomicas e de expresséo, resultando em bancos de
dados publicos altamente informativos para diferentes espécies animais e vegetais. Tais

informacoes auxiliam em varios aspectos a analise de expressao génica, a determinacao

dos efeitos de processamento de éxons e do nmero de copias génicas e cromossoémicas,

culminando na determinacao das funcdes biol6gicas e do mecanismo de agdo de vérios

genes. S30 descritos o surgimento de novas tecnologias e a evolugdo de algumas

inovacdes ja existentes, voltadas para a identificacdo de funcdes génicas.

Palavras-chave: Sequenciamento de DNA. Gen6mica funcional. Macroarranjo de DNA.
Mutagénese. Fenotipagem.

INTRODUCAO

A melhoria e a redugdo no custo das
tecnologias de genotipagem e fenotipagem,
associadas a estudos de genoma em grande
escala, rapidamente estdo-se tornando a
abordagem preferida para dissecar a gené-
tica de caracteres complexos. O sequencia-
mento de 4cido desoxirribonucleico (DNA)
teve dois grandes momentos tecnologicos
na histéria que trouxeram um enorme
avango para a ciéncia. Um deles ocorreu
em 1977 com o aparecimento do método
de Sanger. Desde o surgimento dessa téc-
nica, houve modificacdes que ajudaram a

aperfeicoar o processo. Uma delas foi o
uso de dioxinucleotideos marcados com
fluorescéncia, capazes de ser visualizados
por laser; a segunda foi o uso de capilares
em substituigdo a placas, os quais auxi-
liaram na automatizagdo do processo de
carregamento de amostra ho gel e nimero
de amostras feitas por dia. O segundo gran-
de momento do sequenciamento ocorreu
préoximo a 2005, com o surgimento do
sequenciamento por sintese. Esse processo,
apesar de bastante inovador (um aumento
de cerca de cem vezes em compara¢io com
o obtido pelo método Sanger), ndo anulou
o primeiro, pelo fato de fazer leituras cur-

tas (cerca de 200 pb)*. Dentre os métodos
novos de sequenciamento encontram-se as
plataformas 454 da Life Science, [ltumina®
e SOLiD™ da Applied Biosystems'“s. Essas
novas tecnologias deram oportunidades de
estudos mais complexos de organismos
poliploides, com grande quantidade de
sequéncias repetitivas, genomas compa-
rativos, identificacdo de polimorfismos
e genes diferencialmente expressos (que
atualmente s3o muito estudados usando
microchips de DNA também conhecidos
como microarranjos). Os microarranjos,

estudo de expressdo génica em grande es-
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4pb — Pares de bases.

SDisponiveis respectivamente nos sites: http://www.454.com; http://www.illumina.com e http://www3.appliedbiosystems.com
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cala, tém trés grandes grupos no mercado:
Aftymetrix, NimbleGen e a Agilent®.

A func@o de um dado gene ndo neces-
sariamente representa o que esta descrito
no banco de dados. Muitas vezes é neces-
sario verificar sua fun¢io bioquimica em
um contexto bioldgico. Um dos processos
mais bem-aceitos ¢ a modificag¢do da ex-
pressdo do gene em sistemas heterdlogos.
Isso pode ser inicialmente feito por meio da
identificagdo de mutantes obtidos por muta-
génese quimica como € o caso da tecnologia
targenting induced local lesions in genomes
(Tilling) e transposon ou transgenia, utilizan-
do construgdes génicas que se baseiam em
RNA de interferéncia — RNA interference
(RNAI). Os processos de relacionar gene e
funcdo tém sido feitos em grande escala
por companhias que tém otimizado des-
de a identificacdo de genes de interesse
(por estudos gendmicos), passando pela
montagem de cassetes génicos, transfor-
magao de plantas modelos (como tabaco,
Arabidopsis, arroz e milho), até a analise
fenotipica.

Tecnologias tém direcionado o se-
quenciamento de um genoma completo
custar abaixo de mil ddlares, contudo
varios outros aspectos estdo envolvidos no
entendimento da relagdo gene e fun¢do. O
conhecimento mais aprofundado dessa fun-
¢do génica ¢ a sua inter-relagdo (também
conhecida como metaboldmica), tanto em
nivel micro (célula) como macro (planta),
tém como objetivo final o entendimento e
o desenvolvimento de plantas cada vez mais
produtivas e adaptadas as mais diversas
condicdes de cultivo.

SEQUENCIAMENTO EM
GRANDE ESCALA

Em 1977, foram publicados dois arti-
gos metodoldgicos para a determinagdo
rdpida de sequéncias de DNA (SANGER
et al., 1977; SANGER; NICKLEN;
COULSON, 1977), que iriam transformar
a biologia como um todo, fornecendo

uma ferramenta poderosa para decifrar
genes completos, que, mais tarde, seriam
a base para o sequenciamento de genomas
completos. O método sofreu uma série de
melhorias, estabelecendo-se como o tnico
de sequenciamento de DNA usado nos 30
anos seguintes. Com a meta de decifrar o
genoma humano, houve um aumento, sem
precedentes, na escala do sequenciamento
de DNA, levando ao desenvolvimento de
sequenciadores automaticos por capila-
ridade. A automagdo de laboratérios e a
paraleliza¢@o de processos resultaram em
centros de sequenciamento com centenas
de instrumentos. No entanto, mesmo com
dois genomas humanos sequenciados e de
outras tantas espécies, o desejo por uma
tecnologia mais eficiente ¢ barata conti-
nuou impulsionando as pesquisas na area
(SCHUSTER, 2008).

Centenas de instrumentos, com base
em sequenciamento capilar de 96 amostras,
foram substituidos por poucos aparethos
capazes de fazer sequenciamento de mi-
lhdes de pares de bases, paralelamente,
em uma Unica corrida. Além disso, essa
nova geracdo de sequenciadores utiliza
fragmentos que nao sdo sujeitos ao sistema
convencional de clonagem em vetores de
Escherichia coli.

Os primeiros sinais de que o mercado
de sequenciamento poderia ser revo-
lucionado apareceram em 2005, com a
publicagdo da tecnologia sequenciamento
por sintese, desenvolvida pela 454 Life
Sciences (MARGULIES et al., 2005)
e pelo protocolo multiplex de col6nia
de polimerase do laboratorio de George
Church da Escola de Medicina de Harvard,
EUA (SHENDURE et al., 2005). Ambos
0s grupos usaram a estratégia de reduzir
o volume necessério de reagdo, enquanto
aumentavam dramaticamente o nimero de
reagdes de sequenciamento por corrida. A
estratégia consistia em colocar em uma
matriz centenas de milhares de moldes
em uma placa do tipo picotitulo (PTP) ou

finas camadas de agarose, para que estas
sequéncias pudessem ser analisadas em
paralelo. Tais modificagdes culminaram em
um aumento gigantesco de informacgdes,
quando comparadas com as 96 sequéncias
obtidas pelo método Sanger em capilar
(SCHUSTER, 2008).

O pirosequenciamento é um método
para determinar a ordem dos nucleotideos
do DNA, com base na detec¢io da libera-
¢do de pirofosfato no ato da incorporagido
dos nucleotideos, ao invés da terminago
em cadeia com dideoxinucleotideos, dai o
nome sequenciamento por sintese. Nesse
método, a detecgdo da atividade da DNA
polimerase utiliza outra enzima quimiolu-
minescente, a luciferase. O DNA molde
¢ imobilizado e a solug@o contendo os
nucleotideos ¢ adicionada e removida apos
cada reacdo, sendo que a luz é produzida
apenas quando a soluc@o de nucleotideos
complementa a primeira base sem par da
fitamolde (RONAGHI, 2001). A sequéncia
dos sinais quimioluminescentes permite a
determinagdo da sequéncia dos respectivos
nucleotideos complementares a fita molde
(Fig 1).

O sistema de sequenciamento de DNA
paralelo da 454 Life Sciences € cem vezes
mais rdpido do que o método de sequen-
ciamento padrdo e ¢ capaz de sequenciar
mais que 200 mil fragmentos, em 4 horas
de corrida (MARGULIES et al., 2005).
Contudo, esse aumento na velocidade de
sequenciamento veio associado a uma
reducio no comprimento da leitura, sendo
sequenciados em média fragmentos de,
aproximadamente, 100 pb de comprimento
(MARGULIES et al., 2005). Novas versdes
do sistema Genome Sequencer FLX e da
quimica Titanium (HARKINS; JARVIE,
2007) aumentaram o comprimento médio
da leitura para um pouco mais de 200
bases, com promessas de atingir leituras
de até 1.000 pb. A principal vantagem de
leituras mais longas ¢ a facilidade na mon-
tagem e na organizagdo das informagdes,

8Disponiveis respectivamente nos sites: http://www.affymetrix.com; htip.//www.nimblegen.com e http://www.agilent.com
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A (NA) + Nucleotideo

Polimerase

ATP sulfurase

(NA) n+1 + PPi

B PPi + APS

Luciferase
C arp+ Luciferina + 0, ———————————> AMP + PPi + Oxyluceferina + CO, + Luz

ATP + SO?

Figura 1- Principio geral dos diferentes sistemas de reacdes de pirosequenciamento

FONTE: Ronaghi (2001).

NOTA: A - A polimerase catalisa a incorporacéo de nucleotideos na cadeia de DNA;
B - Como resultado da incorporacéo, a molecular pirofosfato (PPI) é liberada e
subsequentemente convertida a adenosina-5'-trifosfato (ATP) pela ATP sulfurase;
C - A luz é produzida em uma reacéo da luciferase durante a qual a molécula

luciferina é liberada.

principalmente considerando a montagem
de novo de genomas.

O método 454 reduz a dimensdo ¢ a
complexidade de cada etapa do protocolo
convencional de pirosequenciamento,
aumentando a produtividade de informa-
¢des em uma escala gendmica. Ao invés
de desenhar um novo par de primers, para
a amplificagdo por rea¢do em cadeia da
polimerase — polymerase chain reaction
(PCR) de cada fragmento genémico, 0 454
divide o genoma em milhdes de fragmentos
e liga dois primers adaptadores universais
(A e B). Aligacdo coesiva € ndo especifica
e os fragmentos que ndo incorporaram
ambos 0s primers sdo removidos, usando
esferas especiais que sdo revestidas com
os primers. Em seguida, ocorre areagdo de
amplificagdo por PCR, também conhecida
como emuls@o de PCR (DRESSMAN et
al., 2003), na qual o primer B e o fragmento
molde estdo livres na solugdo, enquanto
o primer A é embebido nas esferas. As
esferas de sefarose, cobertas com milhdes
de primer A, sdo misturadas com a solugéo
de DNA molde, primer B e solucdo. As
esferas sdo adicionadas em excesso, de tal
forma que apenas uma molécula de DNA
modelo e uma esfera acabam em cada
gota d’4gua.

Esse passo é critico, uma vez que
cada fragmento de DNA tem as mesmas
sequéncias de adaptadores e primers
de PCR. Apds a reacdo de PCR, cada

esfera tem milhdes de copias da mesma
sequéncia de DNA. Essas esferas sdo,
entdo, colocadas em placas que cabem
exatamente uma esfera por pogo, contendo
um total de 400 mil pogos. O processo
restante ¢ o pirosequenciamento com en-
zima e substrato, sendo colocados na placa
PTP, trinucleotideos ATGC adicionados
sequencialmente, cuja fluorescéncia é
capturada com a camera charge coupled
device (CCD).

Um método para melhorar a eficiéncia
de perfis de transcricdo com base no 454
¢ ancorar esses fragmentos sequenciados
a sitios inicos proximos a regido 3’ das
sequéncias expressas para reduzir o nu-
mero de leituras necessario para identificar
mRNAs individuais e maximizar a dis-
tingdo de polimorfismos entre transcritos
relacionados. A regido 3- ndo traduzida
(UTR) ¢é rica em polimorfismos de base
unica, que distinguem os transcritos
(BHATTRAMAKKI et al.,, 2002; VROH
Bletal., 2006). A especificidade da leitura
da sequéncia 3-UTR permite a efetiva ano-
tagdo de cada mRNAs, sem a montagem
completa dos cDNAs. Essa estratégia, por
exemplo, foi adotada para analisar ovarios
de milho mutante e selvagem, utilizando
uma estratégia multiplex que resultou em
perfis de expressdo quantitativos, em que
se podem distinguir membros proximos de
familias génicas (EVELAND; MCCARTY;
KOCH, 2008).
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O comprimento dos fragmentos se-
quenciados com a tecnologia 454 ndo ¢
uma preocupacdo para a analise de trans-
criptomas, uma vez que 0s genes expressos
sdo menores do que os genomas ¢ apresen-
tam menos DNA repetitivo. A técnica de
captura por microdissecg¢do laser (LCM)
pode ser utilizada para isolar transcritos
que se acumulam em determinados tipos
de células, reduzindo, assim, a complexi-
dade e o tamanho do transcriptoma alvo
(SCHNABLE; HOCHHOLDINGER;
NAKAZONO, 2004). Outra grande
vantagem da tecnologia 454 ¢ ndo en-
volver a clonagem dos fragmentos ¢ a
construgdo de bibliotecas, que sdo etapas
caras e demoradas, além de possibilitar o
sequenciamento de diferentes amostras
de ¢cDNA simultaneamente, aumentando
a recuperagao de transcritos altamente
especializados e raros.

Emrich et al. (2007) relataram o
sequenciamento de cDNA extraido de
células do meristema apical do broto,
utilizando a abordagem LCM-454. Uma
unica corrida de sequenciamento 454 foi
capaz de gerar mais que 25 mil sequén-
cias gendmicas de milho, sendo anotados
quase 400 transcritos de genes 6rfdos (FU
et al., 2005). No entanto, esses transcritos
orfaos, detectados por LCM-454, foram
validados experimentalmente, e a maioria
deles ndo foi detectada em outros tecidos,
incluindo espigas imaturas ricas em tecido
meristematico.

Outra plataforma de sequenciamento
da Illumina®, denominada Solexa e mais
recentemente Genome Analyzer, também
utiliza o sequenciamento por sintese de
fragmentos aleatorios, ligados coesiva-
mente aos adaptadores e processados em
multiplex com reagdes, utilizando molécu-
las unicas. No entanto, durante a sintese,
essa plataforma incorpora trinucleotideos
fluorescentes com a extremidade 3-OH
—inativada, enquanto no 454 sdo incor-
porados quatro nucleotideos por fileira.
O Genome Analyzer incorpora os nucle-
otideos, um de cada vez, tirando fotos da
intensidade das quatro cores fluorescentes
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a cada ciclo, seguido pela ativagio quimica
do 3-OH. Todos os quatro nucleotideos
sdo adicionados simultaneamente ¢ cada
fluorescéncia ¢ marcada com uma cor
diferente. Em vez de uma placa PTP, o
sequenciamento no Genome Analyzer
ocorre em fluxo microfluido das células,
que sdo cobertos por dois primers dife-
rentes ligados quimicamente. A hibrida¢do
dos primers com o DNA genomico com
pontas coesivas ¢ preparada de maneira
similar ao descrito para o 454. Quando os
fragmentos se ligam ao interior da célula,
as duas pontas do fragmento ligam-se,
formando uma ponte. Apo6s a formagdo
dessa ponte, uma polimerase isotérmica
amplifica a sequéncia, usando os mesmos
primers genéricos e os nucleotideos nio-
marcados. O resultado da desnaturacéo
¢ um fluxo de células cobertas com uma
unica fita molde de DNA, pronta para a
incorporagdo de nucleotideos, imagem
fluorescente e ativa¢do dos 3-OH.

A terceira plataforma, denominada
Sequencing by Oligo Ligation and Detec-
tion (SOLiD™) da Applied Biosystems, é
semelhante as demais pelo fato de ser uma
plataforma multiplex e massiva, que ndo
necessita da clonagem dos fragmentos e
amplifica o DNA fragmentado, que é liga-
do a dois primers, em uma tnica emulsdo
de PCR com esferas cobertas de primers.

Esse instrumento tornou-se comer-
cial em outubro de 2007, utilizando um
processo Unico de sequenciamento cata-
lisado pela DNA ligase. Cada corrida do
SOLiD™ requer cinco dias e produz de 3
a 4 milhdes de etiquetas com uma média
de 25 a 35 pb. A plataforma SOLiD™
tem um Unico protocolo a leitura de cada
nucleotideo, duas vezes sucessivamente
em reagdes com dinucleotideos, como
um mecanismo de verificagdo de erros.
A reagdo de sequenciamento ¢ repetida
cinco vezes em cada modelo com quatro
cores fluorescentes em sondas de oito pares
de base. Cada uma das cinco corridas de
sequenciamento por liga¢do ¢ precedi-
da por uma hibridagdo com primers de
sequenciamento universais. Esse primer
¢ especifico para os primers ligados a

esfera, usado durante a amplificacdo de
PCR, mas os cinco primers hibridizam a
diferentes fragmentos que se sobrepdem na
extremidade 5" do primer ligado a esfera.
A extremidade 5" do primer 1 € o ultimo
nucleotideo a se ligar no primer da esfera
(posi¢do n), enquanto a extremidade 5’
do primer 2 estd na posi¢do n-1 e assim
por diante.

O primeiro passo junta a ligacdo da
extremidade 5" do primer universal a um
dos quatro oligonucleotideos fluorescentes
da sonda octdmera, que constitui de trés
nucleotideos aleatdrios (64 combinagdes),
um dinucleotideo'(que combina com as
cores fluorescentes) e um trinucleotideo
universal idéntico em todos os octameros.
Cada passo adiciona 256 (4 de 64) octdme-
ros e o sinal fluorescente indica o dimero
sequenciado. Os octdmeros sdo ligados
ao primer universal e, em preparacio
para o proximo ciclo, um passo de cliva-
gem remove o trinucleotideo universal
e a etiqueta 5" fluorescente. O processo
¢ repetido até o final do fragmento de
DNA, resultando em dois de cada cinco
nucleotideos sequenciados. Para sequen-
ciar o restante do fragmento de DNA, a
reagdo comega novamente com o primer
de sequenciamento universal 2. Apos as
cinco interagdes desse processo, cada nu-
cleotideo na sequéncia foi lido duas vezes.
Uma vez que existem apenas quatro cores
fluorescentes, o processo deve ser repetido
quatro vezes, a fim de cobrir todos os pos-
siveis dimeros de sequenciamento.

As trés plataformas de andlise geno-
mica em larga escala sdo instrumentos em
nanoescala, com sistema para analise de
imagem e alto poder de bioinformatica
que usa supercomputadores (Quadro 1).
Apenas a tecnologia SOLiD™ propor-
ciona checagem de erros no processo
de sequenciamento, enquanto Genome
Analyzer e 454 garantem alta qualida-
de, mas n2o implementam medidas de
controle de qualidade. Por outro lado,
a plataforma SOLiD™ necessita de um
sistema computacional massivo e recursos
para estocar dados, por causa da comple-
xidade da abordagem. Apesar de ja terem

alcangado grandes avangos, os métodos
de sequenciamento em larga escala ainda
tém alguns desafios, como a reducgdo de
custos, a diminui¢do nas taxas de erro de
sequenciamento e a leitura de fragmentos
mais longos. Novos sistemas que nio ne-
cessitam de amplificacdo por PCR e que
se iniciam a partir de uma unica molécula
de DNA estdo em desenvolvimento, como
a tecnologia Helicos Biosystem - True
Single Molecule Sequencing e Complete
Genomics, que propde a visualizagdo da
exata localizag@o onde o oligonucleotideo
fluorescente de pentdmero incorpora-se ao
longo de uma unica fita de DNA.

Essa nova gerac@o de tecnologias de
sequenciamento fornece uma velocidade
e processividade na geracdo de sequéncias
de DNA sem precedentes, permitindo um
impressionante avango cientifico e novas
aplicagOes biologicas.

O objetivo de gerar grande quantidade
de dados de sequéncia de organismos
relacionados estd direcionado com uma
aplicagdo denominada ressequenciamen-
to, que manipula os dados de sequéncia
de diferentes modos que a montagem de
novo de genoma. No ressequenciamento, a
montagem é direcionada para a sequéncia-
referéncia e requer menor cobertura (8a 12
X), que a montagem do genoma de novo
(25270 X).

ANALISE DE EXPRESSAO
DIFERENCIAL EM GRANDE
ESCALA

A tecnologia de microarranjos de DNA
possibilita a avaliagdo simultdnea da ex-
pressdo de milhares de genes em diferentes
tecidos de um determinado organismo, em
diferentes estadios de desenvolvimento ou
submetidos a condi¢des de estresse. Os
microarranjos sdo bastante utilizados em
experimentos de gendmica funcional, com
diversas espécies animais e vegetais, sendo
gradativamente incorporados em diferentes
areas da pesquisa zootécnica, como cres-
cimento ¢ metabolismo, resposta imune a
doengas, reprodugdo e resposta a fatores de
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QUADRO 1 - Comparagao das trés plataformas de sequenciamento em larga escala

Plataformas de sequenciamento

Caracteristica

454

Genome Analyzer

SOLiD™

Quimica de sequenciamento

Abordagem de amplificagao
Finais pareados/separagio
Mb/corrida

Tempo/corrida (finais pareados)
Comprimento de leitura

Custo por corrida (total)

Custo por Mb

Pirosequenciamento

Emulsdo PCR

Sim/3 kb Sim/200 pb
100 Mb 1.300 Mb
7 horas 4 dias
250 pb 32-40 pb

$8,439.00 $8,950.00
$84.39 $5.97

Polimerase com base em se-
quenciamento por sintese

Amplificacao por ponte

Ligagao com base em se-
quenciamento

Emulsao de PCR
Sim/3 kb
3000 Mb

5 dias
35 pb
$17,447.00
$5.81

FONTE: Dados bdsicos: Mardis (2008).

NOTA: Mb - Megabases; kb - Quilobases; pb - Pares de bases; PCR - Polymerase chain reaction.

estresse ndo-infecciosos (restrigdo alimen-
tar, exposi¢do a elementos tdxicos e a ou-
tras condicdes ambientais desfavoraveis),
além de melhoramento genético animal.
Tais experimentos s@o consideravelmente
caros € como consequéncia, sdo, em ge-
ral, conduzidos com tamanhos amostrais
reduzidos. A realizagdo de experimentos
com microarranjos envolve uma série de
procedimentos laboratoriais de alta com-
plexidade, desde a coleta das amostras até
a obten¢do das imagens para andlise, que
frequentemente introduzem variagdes adi-
cionais aos resultados (ROSA; ROCHA;
FURLAN, 2007).

A Affymetrix, em Santa Clara, Cali-
férnia, dominou o mercado por muitos
anos, aplicando tecnologia de fotolitografia
para a impressdo de oligonucleotideos
em microarranjos de alta densidade. Seu
chip ¢ bastante usado, mas a dindmica do
mercado estd mudando. Novos autores
tém lancado arranjos de alta densidade em
menor tempo ¢ custo.

A Xeotron da Houston Techonology
Center’, e a NimbleGen, da Roche sido
duas companhias que produzem microar-
ranjos com tecnologia digital, com base em
uma série de pequenos espelhos, tornando
a sua impressdo mais rapida e com menor
custo.

A Agilent Technologies, em Palo Alto,
Califérnia, também usa um processo de
sintese in situ com a impressao de oligos de
60 nucleotideos, base por base, em laminas
de vidro especialmente preparadas. Cada
oligo representa um gene e essa ldmina
pode ser lida na maioria dos escaneres
comerciais.

Além das laminas de microarranjos
no formato de 3 x 1 polegadas, algumas
companhias estdo desenvolvendo novos
formatos de arranjos que levam a processos
paralelos de multiplas amostras, como é o
caso da Illumina® em San Diego, Califor-
nia. A tecnologia de esferas da companhia
esta disponivel em dois substratos distin-
tos, o Sentrix Array Matrix (para até 96
amostras) e o Sentrix LD BeadChip (para
até¢ 8 amostras). Cada arranjo € fabricado
para processar multiplas amostras de
cada vez ¢ ambas suportam genotipagem
de polimorfismo de nucleotideo tinico
— single-nucleotide polymorphism (SNP)
e aplicacdes para andlise de expressao
génica. Cada arranjo em cada substrato
contém milhares de pequenos pog¢os nos
quais esferas sdo montadas de maneira
aleatoria. A companhia usa sondas de 50
nucleotideos concatenadas com sequéncias
conhecidas imobilizadas na superficie.

"Disponivel no site. http.//www.houstontech.org
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Apds amontagem das esferas, cada arranjo
¢ decodificado, para determinar quais tipos
de esfera contém qual gene em cada um
dos pogos do substrato (GUNDERSON
et al., 2004).

DETERMINACAO DE FUNCAO
GENICA EM GRANDE ESCALA

Genética reversa ¢ um processo de
descoberta de genes que ocorre, conforme
o0 proprio nome indica, de forma oposta ao
processo de genética cldssica. As genéticas
classica e reversa sdo parecidas, pelo fato
de investigadores tipicamente deduzirem a
func¢do de um gene por meio de um efeito
de mudanga no fenétipo. Por outro lado, o
contraste dos dois processos esté no fato de
que a genética classica procura individuos
raros com fendtipos ndo usuais, buscando,
entdo, o gene ou alelo responsavel pela
caracteristica fenotipica. A localizagao de
um gene associado com tal fendtipo € o
ponto final da investigagdo.

O avango nas técnicas de sequencia-
mento de DNA resultou em varios genomas
completamente sequenciados € em uma
infinidade de sequéncias génicas dispo-
niveis. A abundancia de tais informagdes
estimulou a genética reversa, onde, com
base nas sequéncias dos genes, procura-
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se entender a influéncia delas no fendtipo,
descobrindo sua fungdo bioldgica. Assim,
uma série de estratégias pode ser utilizada
para auxiliar na determinac¢do da fun¢do
de genes.

Mutagénese por
silenciamento génico

O RNA de interferéncia — RNA
interference (RNA1) ¢ um processo no
qual a expressdo de um gene especifico
¢ inibido por RNA senso e antisenso.
Baseia-se na capacidade de sequéncias
de dupla fita reconhecerem e degradarem
sequéncias que sejam complementares a
esses (LEWIN, 2004). O RNAI foi pri-
- meiramente descrito em Caenorhabditis
elegans, quando introduzida uma fita
dupla de RNA e observou-se o silencia-
mento da expressdo do gene (FIRE et al.,
1998; KUTTENKEULER; BOUTROS,
2004). A primeira classe a participar do
RNAIi é o double stranded RNA (dsRNA),
que ¢ formado pela complementariedade
de bases de duas fitas simples de RNA
e automaticamente reconhecidos por um
complexo enzimatico — RNAses tipo 111,
especificas para RNAs dupla fita (DICER).
Esse primeiro complexo tem atividade
RNAse III e digere o dsRNA em frag-
mentos de 21 a 25 pb. Esses pequenos
fragmentos sdo reconhecidos por um se-
gundo complexo enzimatico que se acopla
a regides homologas desses fragmentos
de 25 pb no mRNA alvo (que nesse caso
serd o proprio genoma do potyvirus), de-
gradando-o e impossibilitando que o virus
produza as enzimas necessarias a sua mul-
tiplicag@o. Para que a fita de dsSRNA ocorra
nesse processo, uma regido conservada
do genoma do virus (cerca de 400 pb) ¢
colocada duas vezes na construg¢do génica
sendo que uma delas € invertida em relagdo
a outra. Quando a construgdo ¢ transcrita,
ocasiona a formacdo de uma dupla fita de
RNA (Fig. 2).

O silenciamento, com base em RNAI,
¢ uma excelente estratégia para genética

reversa (WATERHOUSE; GRAHAM;
WANG, 1998). O RNAI tem sido usado
como uma ferramenta poderosa para si-
lenciar genes e analisar a perda de fungo,
quando alelos n3o mutantes nido estdo
disponiveis (PATTANAYAK et al., 2005).
Processos de anélise de fungdo génica em
grande escala, usando o RNAi, tém sido
usados em processos como TraitMill™®,

Mutagénese por
transposons e agrobactéria

Os transposons sdo elementos mo-
veis que podem translocar de uma regido
do genoma para outra (HAYES, 2003).
Transposons sdo sequéncias de DNA que
podem inserir em uma nova localidade
do genoma sem ter relagdo com a regido
inserida (LEWIN, 2004). A mutagénese

5" AUGGACUAGCAU
3" UACCUGAUCGUA

Xa dupla de RNlA\

DICER

\DIC!E‘)

g

20-25 nt

Figura 2 - Esquema simplificado da degradacéo do dsRNA pelos complexos enziméticos

NOTA: O fragmento de interesse é inserido duas vezes invertido no vetor, para que
ocorra durante a transcricdo a formagdo do grampo de RNA. Esse complexo
é reconhecido pela enzimo — RNAses tipo lll, especificas para RNAs dupla fita
(DICER) que fragmenta dessa dupla fita de RNA em fragmentos de 25 bases. Esse
produto é entdo reconhecido pelo complexo silenciador induzido por RNA — RNA
induced silencing complex — (RISC) que reconhece RNAs produzidos na celular
que sGo homélogos a esse RNA. Esse processo impede que os RNAs provenientes
da célula venham a ser traduzidos ocasionando plantas mutantes para o fenétipo
especifico. A grande vantagem desse sistema é de ser praticamente independente
do nUmero de cépias do gene de interesse, |G que o alvo é o RNA proveniente

dessas cépias.

8Disponivel no site: hitp://www.cropdesign.com
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com base em transposons, tem sido
usada com sucesso para identificar genes
essenciais (HAYES, 2003). Métodos com
base em transposon tém sido usados em
Arabidospsis, milho e outras espécies
(STEMPLE, 2004). Um problema da mu-
tagénese por inser¢do de transposons é o
grande nimero de individuos necessarios
para fazer a caracterizagdo fenotipica e
identificar a mutagdo em um gene especi-
fico (GILCHRIST; HAUGHN, 2005; TILL
et al., 2003).

O segmento do plasmideo Ti de
Agrobacterium tumefaciens, conhecido
como T-DNA, carrega genes de transfor-
magio de plantas e pode ser utilizado para
mutagénese insercional. Essa mutagénese
¢ usada para produzir knockouts principal-
mente em Arabidopsis (ALONSO et al,,
2003). Esse processo também tem sido
utilizado em arroz e milho, porém em uma
escala menor, apesar da cobertura estar
aumentando (HENIKOFF; TILL; COMALI,
2004). Ao contrario de outros sistemas de
identificacdo de genes, o mecanismo preci-
so da integra¢do do T-DNA no genoma da
planta ainda é desconhecido. Como outras
técnicas de supressdo de RNA, a mutagé-
nese insercional ¢ limitada pelo hospedeiro
¢ seu alcance ¢ limitado pelos tipos de
alelos (MCCALLUM et al., 2000).

Mutagénese por EMS -
Tilling
A tecnologia targeting induced local
lesions in genomes (Tilling) é um proces-
so de genética reversa desenvolvido por
Colbert et al. (2001). Nos processos de
mutagénese por fransposons € agrobac-
téria ¢ teoricamente possivel identificar a
regido onde foi inserido o fragmento, ja
que a sequéncia deste ¢ conhecida. Quan-
to ao método, baseia-se na identificacdo
de regides do DNA em que ndo existe
esse fragmento conhecido inserido no
local. Em razdo de a mutagénese quimica
causar grande densidade de mutag¢des,
virtualmente todos os genes podem ser
atingidos por esse método. Além disso,
trata-se de um processo independente de

transgénicos. O método tem como base a
capacidade de uma enzima em detectar o
desparelhamento de fitas de DNA mutante
e normal, quando aneladas. As plantas sdo
tratadas com etilmetanosulfanato (EMS),
para gerar uma populacio de mutagdes de
ponto aleatorias. Por seletividade, 0 DNA
¢ amplificado com primers marcados com
fluorescéncia e os heteroduplexes sio for-
mados pelo ndo-pareamento de algumas
bases entre 0 DNA selvagem e o mutante.
Os heteroduplexes sdo incubados com a
endonuclease de planta CEL I (endo-1,4-B-
glucanase) que cliva o heteroduplex em si-
tios ndo-pareados, resultando em produtos
que sdo visualizados nos sequenciadores
automaticos de DNA. Apods a analise do
DNA de plantas individuais a partir do
DNA do pool, ¢ possivel identificar a planta
com a mutacdo (Fig. 3). Um centro de gran-
de escala de 7illing para Arabidopsis esta

sendo montado no Instituto do Cancer Fred
Hutchinton em Seattle-USA (PROWEB
PROJECT, 2009). O usuario solicita e
recebe sementes de Arabidopsis, contendo
mutagdes no gene de interesse.

FENOTIPAGEM EM GRANDE
ESCALA

Uma plataforma de fenotipagem em
grande escala para milho e arroz, denomi-
nada TraitMill™, tem sido desenvolvida
na Bélgica pela CropDesign. Platafor-
mas semelhantes tém sido descritas por
outras companhias ao redor do mundo.
O principio dessa plataforma engloba
a caracterizagdo de um grande nimero
de plantas digitalmente, utilizando fer-
ramentas de bioinformatica, sistema de
engenharia de genes, transformagdo em
grande escala e um sistema automatizado

EMS
. M1 M2

VY

J_I_LI_LI_LLU_I_LKJLLI_LLLLLILU_

l{ CELI
e

HIIHI[IHMIHIHIHIH

£ N
[T T TTITT T
4

l Denaturagéo
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escaneamento

Primers gene especifico

Identificagdo
de mutantes

Figura 3 - Tilling em alta escala
FONTE: Colbert et al. (2001).

NOTA: Sementes sGo mutagenizadas em concentragdes de 20, 25 e 30 mM de etilmeta-
nosulfonado (EMS). Plantas M1 s@o colocadas em bandejas e sementes plantadas
em vasos para a geracdo M2, onde cada M2 deriva de uma planta M1 diferente.
Os DNAs das plantas M2 sdo preparados e submetidos a reag@o em cadeia da
polimerase (PCR) usando primers especificos. A reacdo é submetida ¢ tratamento
com endo-1,4-B-glucanase (CEL 1), limpeza e eletroforese e escaneamento.
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de alta resolugdo para avalia¢do do feno-
tipo. Esse processo tem a capacidade de
manipular centenas de genes e avaliar o
efeito na planta por meio de um sistema
automatico de avaliacdo fenotipica global.
Parte desse programa investiga genes, vias
metabolicas e elementos regulatorios que
tenham papéis importantes no crescimento
e no desenvolvimento da planta. Os genes
sdo geralmente testados sob o controle de
promotores constitutivos e 6rgdos especi-
ficos. Nesse processo, sdo gerados cerca de
50 mil transformantes independentes por
ano. As plantas sdo cultivadas em casa de
vegetacdo, onde sdo conduzidas por meio
de esteiras automaticas para a captura de
imagens de varios angulos, durante o seu
ciclo vegetativo. Sdo processadas mais
de 30 mil fotos de plantas por dia. Para
assegurar a correta analise dos dados, cada
planta leva uma etiqueta que contém um
chip que faz com que todas as informagdes
sejam registradas automaticamente, quan-

do a planta passa pelo sistema de imagem.
Algoritmos sao usados para analise digital
extracdo de vérios parametros relacionados
com o crescimento, producio e tolerancia
a estresses. As sementes sdo colhidas para
cada planta e as amostras sdo etiquetadas
com coédigo de barra. Um robé analisa o
peso das sementes enquanto um sistema
de andlise de imagem faz sua contagem e
determina o seu tamanho (Fig. 4).

CONSIDERACOES FINAIS

Muitas metodologias tém sido desen-
volvidas para auxiliar na compreenséo das
funcdes génicas. Um grande numero de se-
quéncias depositadas nos bancos de dados
teve suas funcdes desvendadas por meio de
experimentos de avaliagdo da expressdo e
localizagio de mRNAs e proteinas, assim
como na reconstitui¢do de mutantes com
fenotipos especificos. O sequenciamento
tornou-se um elemento-chave na compre-
ensdo da funcionalidade do gene. A recente

Figura 4 - Descricdo da fenotipagem de plantas pelo sistema TraitMill

NOTA: Plantas sé@o dispostas na casa de vegetacdo em esteiras que se movem em tempo
programado. Cada uma das plantas é fotografada digitalmente de vérios édngu-
los e as imagens s@o processadas em programas de computador que permitem
grande numero de andlises, incluindo crescimento, cor e formato de folhas e
caule, densidade de raiz, dentre outras caracteristicas.

introdugdo de instrumentos capazes de
produzir milhdes de sequéncias em uma
unica corrida esta rapidamente mudando
o cenario da genética, aumentando a
capacidade de fornecer respostas com
velocidades inimaginaveis. Essas tecnolo-
gias permitirdo o sequenciamento total de
genomas a precos cada vez mais acessiveis
€ com maior rapidez.

Nesta revisdo, foram abordadas as mais
recentes tecnologias de sequenciamento
e de andlise de expressdo génica. As
técnicas de sequenciamento tém permi-
tido a comparagéo de vérios organismos
e/ou situagdes de forma mais acessivel e
frequente. As companhias que elaboram
microarranjos de DNA tém utilizado dados
de sequenciamento, mapeamento e fung¢do
génica para montagem de arranjos cada vez
mais especificos e direcionados. Os pro-
cessos de analise génica, tanto individual
quanto em larga escala, fornecerfo acesso
a novas descobertas sem precedentes em
todas as areas da Biologia, incluindo a
agropecuaria, nas quais existe um grande
interesse na identificacdo de genes envol-
vidos com resisténcia a doencas, tolerancia
a estresses, aumento da qualidade nutricio-
nal, biorremedia¢do de ambientes, dentre
outras caracteristicas de valor econémico,
social e ambiental.
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