Clonagem de genes de interesse!

Para se estudar a estrutura e funcdo de um gene em nivel molecular, é preciso que
se tenha uma grande quantidade desse gene em uma forma pura. Uma maneira de se obter
isso é pela tecnologia do DNA recombinante, que €, simplesmente, qualquer molécula
de DNA composta de sequéncias de diferentes fontes. Esta tecnologia é usada, entdo, na
clonagem de DNA, que permite que os pesquisadores preparem grande quantidade de
moléculas idénticas de DNA.

A clonagem de um fragmento de DNA, como um gene de interesse, por exemplo,
tem como ponto principal a ligacdo desse fragmento em uma molécula de DNA vetor, a
qual pode replicar em uma célula hospedeira. Depois que uma Unica molécula de DNA
recombinante, composta de um vetor mais um fragmento de DNA clonado, é introduzida
em uma célula hospedeira, 0 DNA inserido é replicado junto com o vetor, produzindo um
grande nimero de moléculas de DNA idénticas.

Uma das células hospedeiras mais utilizadas séo as da bactéria Escherichia coli,
e os vetores mais utilizados sdo os plasmideos, que replicam junto com a célula
hospedeira, e 0s vetores do bacteriéfago A, que replicam como virus liticos, matando as
células hospedeiras e empacotando seu DNA em virions.

Como os vetores de clonagem disponiveis permitem apenas a insercdo de
fragmentos relativamente pequenos, as moléculas de DNA muito longas devem ser
clivadas em pequenos fragmentos. Assim, para facilitar a producéo de tais moléculas de
DNA recombinantes, é necessaria a utilizacdo das enzimas de restricdo (para fragmentar
as moléculas de DNA) e das enzimas DNA ligases (para ligar cada fragmento de DNA

em um vetor).

Plasmideos

Os plasmideos sdo moléculas de DNA de dupla fita circulares separados do DNA
cromossomal celular. Esses DNAs extracromossomais, 0S quais ocorrem naturalmente
nas bactérias e nas células eucariontes inferiores (por exemplo, levedura), sdo parasitas
ou simbiontes da célula hospedeira. Como o DNA cromossomal da célula hospedeira, o
DNA plasmidial é duplicado antes de cada divisdo celular, permitindo, assim, a

propagacdo dos plasmideos através das geragdes sucessivas da célula hospedeira.



Os plasmideos sdo manipulados pelos pesquisadores para otimizar 0 seu uso como
vetores na clonagem do DNA. Por exemplo, a remocdo de porcBes desnecessarias dos
plasmideos que ocorrem naturalmente na E. coli ddo origem a vetores plasmidiais com
cerca de 1,2 a 3 kb de circunferéncia, que contém trés regides essenciais para a clonagem:
uma regido designada origem de replicacdo (ORI), que € essencial para a sua replicacdo
e que assim assegura a sua transmissdo a descendéncia da célula bacteriana (é crucial que
esta regido ndo seja alterada no processo de clonagem); uma regido que codifique
proteinas de genes marcadores de selecdo (normalmente um gene de resisténcia a drogas);
e o local maltiplo de clonagem (Multiple Cloning Site), ou seja, varios sitios especificos
para cada enzima, justapostos.

Nos plasmideos podem ser inseridos fragmentos de DNA de 100 a 10.000 pares
de bases. Os plasmideos podem conter promotores de transcricdo fortes para expressar
proteinas dentro de outros organismos, sendo chamados assim de plasmideos de

expressao.
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Quando as células de E. coli sdo misturadas com o DNA do vetor recombinante
sob certas condicOes, uma pequena fracao de células ird capturar o DNA plasmidial, em
um processo que é conhecido como transformacao. Tipicamente, uma célula entre cerca
de 10 mil incorpora uma Unica molécula de DNA plasmidial, e se transforma.

Apos o vetor plasmidial ser incubado com E. coli, as células que capturaram o
plamideo podem ser facilmente selecionadas entre outras células. Por exemplo, se o
plasmideo portar o gene que confere resisténcia ao antibiotico ampicilina, as células
transformadas podem ser selecionadas cultivando-as em meio que contenha ampicilina.
Assim, todas as células da progénie de E. coli resistentes ao antibidtico, derivadas da
célula inicial transformada, irdo conter plasmideos com 0 mesmo DNA inserido. Dessa
forma, o fragmento de DNA inicial inserido no vetor € replicado na col6nia de células em

inimeras copias idénticas. Como todas as células em uma coldnia surgem de uma Unica



célula parental transformada, elas constituem um clone de células e o fragmento de DNA
inicialmente inserido no plamideo parental é referido como DNA clonado ou um clone
de DNA.
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Outros tipos de vetores de clonagem:

Fagos (ou bacteriofagos)

Os bacteriofagos sdo virus que infectam bactérias. Para serem utilizados como vetores
sdo retiradas do seu material genético determinadas seqiiéncias que sdo substituidas pela
sequiéncia de interesse. A molécula recombinante € introduzida em fagos “vazios” que
sdo entdo utilizados para infectar bactérias e propagar o DNA de interesse. Permitem a
clonagem de fragmentos de DNA de até 20.000 pares de bases.

Cosmideos



Os cosmideos sdo muito semelhantes a plasmideos, possuindo porém uma seqiiéncia de
fago, que possibilita seu posterior “empacotamento” em capsulas virais. Permitem a
clonagem de fragmentos de DNA de 35.000 a 50.000 pares de bases.

BACs (Bacterial Artificial Chromosome). Sdo cromossomos artificiais baseados em
cromossomos bacterianos. Permitem a clonagem de fragmentos de DNA de 75.000 a
300.000 pares de bases

YAC:s (Yeast Artificial Chromosome). Os YACs séo, como o0 nome ja diz, cromossomos
artificiais de leveduras e geralmente sdo usados quando se quer ter um grande pedaco de
DNA exdgeno dentro de uma levedura. Possuem seqliéncias centroméricas e teloméricas
para que funcione perfeitamente como um cromossomo. Permitem a clonagem de
fragmentos de DNA de 100.000 a 1.000.000 pares de bases.

Caracterizacao e uso dos fragmentos de DNA clonados
Apos a replicacdo dos plasmideos contendo o DNA de interesse, 0s mesmos devem ser
retirados das células transformadas (mini prep). O método de Lise Alcalina permite a
separacdo dos plasmideos do restante dos componentes celulares. Porém, para que
possam ser manipulados ou seqlienciados, os fragmentos clonados de DNA devem ser,
primeiro, separados do DNA do vetor. Isto pode ser feito pela clivagem do clone de DNA
recombinante com a mesma enzima de restricdo usada para produzir o vetor recombinante
original. O DNA clonado e o DNA do vetor séo, entdo, submetidos a eletroforese, um

método eficaz para a separacdo de moléculas de DNA de diferentes tamanhos.



