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Neste capitulo serd possivel se familiarizar com procedimentos bésicos da genética experimental que tiveram grande sucesso por serem
desenvolvidos em organismos particularmente apropriados para as manipulagdes de laboratério: os denominados sistemas ou organis-
mos-modelo. Tradicionalmente, o progresso da ciéncia dependeu muito do desenvolvimento de novas ferramentas para explorar a natu-

reza. Sem o microscépio, por exemplo, a teoria celular jamais poderia ter sido formulada. Os sistemas apresentados aqui sao “ferramentas’

4

vivas de laboratério, com as quais os investigadores podem, com facilidades de manipulacao e baixo custo, avancar na investigacao da

vida, esclarecendo a funcao génica.

Introducao

O nascimento da genética com os estudos de Mendel (cerca
de 1860) dependeu de uma andlise quantitativa cuidadosa do
resultado de cruzamentos entre variedades distintas de ervi-
lha com caracteristicas comprovadamente estaveis geracdo
apos geragdo. Essa avaliacdo quantitativa inaugurou a biologia
como ciéncia ndo apenas descritiva, mas definindo uma nova
era de uma ciéncia particularmente complexa, que surgiu apds
o nascimento de ciéncias mais basicas como a matemdtica (cer-
ca de 600 a.C), a fisica (cerca de 1600 d.C) e a quimica (cerca
de 1770 d.C). Para que um estudo bioldgico tenha sucesso, ou
mesmo para que qualquer investigacao resulte em descobertas,
um dos requisitos importantes é escolher o organismo experi-
mental apropriado para o que se deseja investigar.

Para se estudar a correlacio entre as abstratas unidades da
hereditariedade, os genes, e as caracteristicas visiveis, ou de-
tectdveis, que compdem o fendtipo, o geneticista necessita de
variagdo no organismo em estudo. Mendel usou ervilhas de
porte alto ou baixo, com sementes lisas ou rugosas, com flores
purpura ou brancas etc. — ao todo, 7 pares de fenétipos facil-
mente identificiveis. No entanto, ervilhas demoram bastante
para crescer e se reproduzir, apesar de terem um ciclo de vida
bem mais curto do que cies ou elefantes. Assim, novos mode-
los foram sendo incorporados no estudo da heranca genética,
como a mosca das frutas Drosophila, o fungo Neurospora, virus
de bactérias e as bactérias, para citar apenas alguns sistemas
modelos que sucederam as ervilhas de Mendel com grande su-
cesso e alguns dos investigadores que trabalharam com esses
organismos.'? Neste capitulo serdo apresentados exemplos dos
principais organismos-modelo usados em pesquisas genéticas.

Bactérias e virus

Genética de bactérias | O comeco

Os geneticistas dos anos 1940 desejavam avangar rapidamente
na defini¢do do mecanismo molecular responsavel pela infor-
magcao genética e de como ele seria capaz de modular o meta-
bolismo celular. Alguns escolheram a bactéria Escherichia coli,
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capaz de se dividir em aproximadamente 20 min em meio rico.
Também notaram que a E. coli obtida da natureza (fezes ani-
mais), também chamada de “selvagem’, era capaz de crescer
em meios bem simples ou “pobres”, como: dgua, sais (forne-
cendo nitrogénio, soédio, potassio, magnésio, fosfato, enxofre,
e outros elementos essenciais) e uma fonte de carbono, como
a glicose. Portanto, esse microbio é capaz de sintetizar, a partir
de substancias simples, todas as dezenas de milhares de subs-
tancias simples ou complexas necessarias para que uma célula
funcione e se reproduza! Para se ter uma ideia mais objetiva
e pratica da ciéncia, sera analisado como certos experimentos
foram feitos com bactérias.

Como isolar, de uma amostra coletada na natureza, uma
espécie tinica de bactéria? E como isolar, de uma espécie ni-
ca, bactérias mutantes? Isso ndo foi feito com uma pinga mi-
croscopica, mas espalhando-se uma suspensdo bem diluida
sobre meio de cultura semissélido, semelhante a superficie
de uma tigela de gelatina. No laboratdrio, esse meio “s6lido’,
esterilizado a 120°C, ¢ despejado em placas de Petri e geli-
fica apos seu resfriamento, pois contém um polissacarideo
chamado 4gar. Como a solugdo espalhada ¢ diluida, as pou-
cas bactérias presentes ficam separadas sobre a superficie do
meio semissolido. Cada bactéria divide-se sucessivamente a
cada 20 min ou mais, dependendo da capacidade nutricio-
nal do meio e de suas caracteristicas. Mantidas a temperatura
ideal (37°C), ap6s 24 h ja se pode ver, a olho nu, uma pequena
coldnia de cor variavel onde havia apenas uma célula. Essa
colonia é um “clone”, pois todas as células amontoadas sido
descendentes da célula original. Na verdade, é possivel que
uma ou mais células entre os milhoes existentes na colonia
tenham sofrido uma mutagdo espontinea. A partir de um
desses clones, o pesquisador multiplica as células em meio
liquido rico. Para buscar variantes ou mutantes espontaneos,
em seguida espalha-se uma suspensio diluida sobre muitas
placas de Petri com meio rico (Figura 8.1). Muitas coldnias
crescem, milhares separadas sobre as placas; algumas devem
carregar mutagdes. E, para se estudar a genética das bactérias,
sa0 necessarios os mutantes. Um modo de encontra-los rapi-
damente ¢ usando a técnica conhecida como plaqueamento de
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réplica. Nessa técnica, a superficie de cada placa é pressionada
suavemente sobre um veludo estéril que retém uma amostra
de cada coldnia, na disposi¢do original. Essa impressdo ou
“carimbo” da placa é agora pressionada sobre vérias placas,
cada uma contendo um meio diferente, que possibilite iden-
tificar um tipo de mutante especifico (Figura 8.1). No ini-
cio dos estudos genéticos com E. coli e também com fungos
como a levedura, os mutantes procurados costumavam ser
deficientes nutricionais. Na placa original (Figura 8.1) eles se-
rdo coletados com um palito ou alga metalica estéril, testados
novamente quanto a capacidade de crescer em meio mini-
mo suplementado e armazenados para estudos futuros. Esses
tém, portanto, uma marca genética: séo mutantes auxotrofi-
cos (como aminodcidos ou vitaminas, para crescerem como
0 aminodacido triptofano, ou uma vitamina). Dessa maneira,
pesquisadores estabeleceram cole¢des de bactérias contendo
uma, duas ou mais marcas genéticas, que se mostraram de
enorme utilidade nos estudos subsequentes.

Interessava também aos geneticistas aumentar a taxa na-
tural de mutagdes para acelerar os estudos. Muller!, em
1927, mostrou como a exposi¢do aos raios X aumentava espe-
tacularmente o aparecimento de mutantes na mosca das frutas
(Drosophila). Também se demonstrou que a luz ultravioleta
induzia mutag¢des abundantes em bactérias, assim como agen-
tes quimicos como o etilmetanosulfonato (EMS).

Uma das questdes da época era se bactérias podiam também
trocar material genético entre si, ou seja, ter uma forma de sexu-
alidade. Usando uma cole¢do de mutantes auxotréficos duplos
ou triplos, que exigiam diferentes aminoacidos ou vitaminas
para crescer em meio minimo, Lederberg e Tatum® misturaram,
dois a dois, muitos mutantes diferentes (ver boxe a seguir).

Clones
selvagens
+ Nada
Veludo
esterilizado
Dependente

de triptofano

+ Triptofano

==

+ Biotina

Dependente
. o de biotina
Meio minimo

Réplica
4—

O casal de cientistas Joshua e Esther Lederberg fez importantes desco-
bertas em genética de bactérias. Eles inventaram o método de plaquea-
mento em réplica usando veludo estéril e identificaram o fator F de fer-
tilidade em Escherichia coli. Joshua descobriu a conjugacdo em bactéria,
isolou muitos mutantes, iniciou o0 mapeamento dos genes de E. coli e
recebeu o Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina em 1958, juntamente
com E.L.Tatum e G. Beadle. Esther descobriu o fago lambda e sua capaci-
dade de se inserir no genoma bacteriano, ficando latente (lisogenia), e a
transferéncia de genes entre bactérias mediadas por fagos (transducao).
Joshua interessou-se pela busca de vida na exploragao do espaco, foi
presidente da Universidade Rockefeller e assessor cientifico do governo
dos EUA.

Deixados em contato por algum tempo em meio rico, eram
depois plaqueados em meio minimo. Em geral nada crescia,
como seria esperado se as bactérias nao trocassem material
genético. Lederberg persistiu e certos cruzamentos produzi-
ram clones capazes de crescer em meio minimo. Nesses casos,
o par de bactérias envolvidas conseguiu trocar material gené-
tico. Estudos subsequentes revelaram o mecanismo completo
do processo: uma das bactérias do par dispunha de genes que
a tornava capaz de doar DNA para uma E. coli “receptora”. Os
genes responsaveis pela capacidade de acasalamento estavam
em um elemento extracromossdémico (um plasmideo, desig-
nado E de fertilidade). O contato de uma célula F* com uma
F~ resultava na transformacio da F- em F*. Mais raramente, o
plasmideo F podia se recombinar com o cromossomo unico e
circular da E. coli (Figura 8.2). Essa célula tinha uma proprie-
dade nova: quando acasalava com uma F, iniciava a transfe-
réncia de uma cdpia do cromossomo da célula a partir do local
no qual aconteceu a inser¢do do elemento. Esse tipo de célula,
com o fator F integrado (Figura 8.2), foi batizada de Hfr por
exibir alta frequéncia de recombinagdo genética com outras
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3-L-ili;

37°C
~20 h
Meio rico em
placa de Petri
Colbnias Alga para
bacterianas espalhar solugao

Figura 8.1 Para aumentar o nimero de mutantes em cultura, a bactéria Escherichia coli é tratada por algum tempo com etilmetanosulfonato, que
induz a troca de bases no genoma. Dilui¢Oes seriadas de 1 para 100 sdo feitas para espalhar em meio rico “sélido” em placa de Petri com uma alca
de vidro esterilizada por flambagem (ap6s imersao em élcool). Dezenas a centenas de clones devem aparecer apds a incubacao pela noite (37°C).
No esquema, sao representadas apenas 8 coldnias “copiadas” por contato sobre um cilindro coberto com veludo esterilizado. Essa matriz servira
para transferir os clones para testes em placas de Petri em: (1) meio minimo, (2) meio minimo mais triptofano e (3) meio minimo mais biotina.

Na simulacéo, 4 clones crescem em meio minimo - portanto, sem ter pedido a capacidade biossintética nutricional

— e 4 nao crescem em meio

minimo. Um deles cresce na placa suplementada com triptofano, e outro na suplementada com biotina.
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células (high frequency of recombination). Essas descobertas
levaram a conclusido de que a presenca de células Hfr explica
os resultados de Lederberg quando descobriu sexualidade em
bactérias. Essas colecdes de mutantes e o isolamento de células
Hfr diferentes, isto é, com o plasmideo F integrado em locais
diferentes do cromossomo bacteriano, tornaram possiveis
grandes progressos. Ao se promover o cruzamento de uma E.
coli Hfr geneticamente caracterizada (Hfr H), selvagem para a
sintese de treonina e leucina e também sensivel a um antibio-
tico (estreptomicina), com uma E. coli com marcas diferentes
que seja treonina” e leucina~ algo muito interessante acontece
(Figura 8.2). Inicialmente, isolam-se clones em placas de Petri
com meio rico, contendo o antibiético estreptomicina. As cé-
lulas doadoras sio eliminadas. Réplica em meio minimo com
diferentes suplementos nutricionais torna possivel identificar
recombinantes que recuperaram a capacidade de crescer sem
treonina ou/e leucina. No entanto, esses clones aparecem em
tempos diferentes de acasalamento. Sabe-se que as bactérias
em processo de conjugacido (o nome dado ao processo sexual
bacteriano) estdo ligadas por uma ponte fina pela qual a mo-
lécula de DNA ¢ transferida a partir do local de inser¢do do
fator F. Para acompanhar a transferéncia ao longo do tempo,
o pesquisador recolhe amostras da mistura de conjugagéo e
as agita fortemente para separar as conjugantes e interromper
o acasalamento. A mistura entdo é analisada, como explica-
do anteriormente. O resultado mostra que a capacidade de
crescer em treonina aparece antes da capacidade de crescer
em leucina. Condi¢des padronizadas de acasalamento foram
definidas e os mutantes existentes foram sendo mapeados
por esse processo. Com o dominio dessa técnica, foi possivel
descobrir que o cromossomo de E. coli é circular, criando um
mapa que localiza os genes em unidades de tempo. O cromos-
somo todo mede cerca de 100 min, pois a velocidade de trans-
feréncia do DNA durante a conjugacio é de aproximadamente
45.000 bases/min. Os loci thrA e leuA distam 1,8 min entre si.
O cromossomo da E. coli K12 foi completamente sequenciado
em 1997 e contém cerca de 4,6 milhdes de pares de bases e
4.300 genes. Portanto, agora ja sdo conhecidas a localizagdo e
estrutura exatas de cada gene dessa bactéria.

Genes podem ser introduzidos em bactérias por trés proces-
sos naturais: transformagdo, quando DNA livre existente no
meio entra na célula e recombina com o cromossomo; trans-
dugdo, quando um segmento de DNA ¢é levado para dentro da
célula por um virus; e conjugacio, o fendémeno que acabou de
ser detalhado. Modernamente, esses fendmenos naturais estao
sendo usados pela engenharia genética para especificamente
inativar qualquer gene de interesse e estudar sua fungdo, em
geral, usando as possibilidades de clonagem e manipulagdo
de DNA proporcionados por elementos extracromossdmicos
(plasmideos) construidos em laboratdrio, a partir da modi-
ficagdo de plasmideos naturais. Genes de outros organismos
também podem ser introduzidos na E. coli e expressos de ma-
neira a produzir proteinas heterélogas em grande quantidade,
para as muitas aplicagdes da biotecnologia na industria e na
saude humana e animal.

Genética de virus | O comeco

Com bactérias, fungos e Drosophila, os geneticistas construi-
ram os primeiros mapas genéticos, usando a frequéncia de
recombinagio entre genes para estimar a distancia entre eles.
A quantidade de recombinantes ¢ tio maior quanto mais dis-
tantes estdo no cromossomo. Definida a localiza¢do de genes, a
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Figura 8.2 A. Resultado da conjugacao de uma Escherichia coli F* que
carrega o plasmideo de fertilidade com uma F-. Um pili serve de canal
de ligagao e transferéncia de uma copia do fator F para a recipiente F-,
que se tornara F*. B. A E. coli que conjugara tem o fator F de fertilidade
integrado ao seu cromossomo préximo ao loci dos genes Thr A e Leu
A, que fazem parte, respectivamente, da via de sintese da treonina
e da leucina. Nesse caso, a conjugagao leva uma copia do fator para
a bactéria receptora, arrastando a regido vizinha do cromossomo
contendo os genes Thr A e Leu A. Como a receptora tem esses genes
inativos, serd possivel detectar se a recombinagao entre os segmentos
de DNA da doadora e da receptora recupera sua capacidade de
sintetizar treonina e leucina.

pergunta seguinte passou a ser: qual é a estrutura interna de um
gene? E, além disso, como estudar a estrutura fina de um gene?
Novamente a resposta dependeria da escolha de um modelo
experimental apropriado. Seymour Benzer* enxergou nos virus
de bactéria (bacteriofagos ou fagos) o sistema ideal. A infeccdo
de uma E. coli pelo bacteridfago T4 resulta na multiplicagao do
virus no interior da bactéria que ¢ lisada (estoura) e liberta cen-
tenas de novos virus em poucos minutos. Esses virus podem ser
quantificados misturando-se uma suspensio de bactérias con-
tendo uma pequena quantidade de agar, com uma diluigao da
preparagdo de virus e adicionando a mistura sobre uma placa
de Petri contendo meio nutriente (Figura 8.3). O agar aprisiona
as bactérias, mas permite que os pequenos virus se difundam.
A quantidade de virus deve ser bem menor do que a das bacté-
rias, de maneira que se obtém um resultado semelhante ao pla-
queamento para isolar clones de uma suspensao de bactérias.
Os virus liberados da primeira bactéria infectada se difundem
no agar e invadem as bactérias vizinhas (Figura 8.3). Enquanto
isso, as bactérias ndo infectadas crescem, turvando a camada
superficial de 4gar, e 0 meio vai se esgotando.

No dia seguinte, o pesquisador encontrara, no interior da
camada superficial de agar, pequenas dareas circulares relati-
vamente transparentes, chamadas placas de lise, que indicam
o local onde havia um bacteriéfago que destruiu as bactérias,
eliminando a turvagdo tipica. Uma placa de lise tem cerca de
10 milhoes de particulas virais. Mutantes em uma regido de-
nominada rII do fago tornaram possivel distinguir virus mu-
tantes de virus normais simplesmente usando como bactéria
indicadora a E. coli B, ja que esses mutantes ndo formam placas
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Figura 8.3 Contagem e isolamento de bacteriéfagos. Uma cultura
densa de bactérias sensiveis ao fago, em meio contendo pouco agar,
é inoculada com uma diluicdo do virus e a mistura derramada sobre
meio de cultura pronto para gelificar. As bactérias atacadas pelo virus
estao agora imobilizadas no agar “mole” superficial, e sua progénie
invade as bactérias vizinhas, que lisam formando um halo claro (placa
de lise) que contrasta com as regides turvas nao infectadas.

com a E. coli K, promovendo identifica¢do e analise genética.
Uma enorme colecido de mutantes rlI foi obtida das placas com
aparéncia irregular, e tamanho maior que os mutantes rIl nor-
malmente exibem na E. coli B. Porém, mapear esses mutantes
por recombinacéo exigiria analisar uma quantidade enorme de
fagos filhos de infecgdes conjuntas da mesma E. coli com os
dois fagos em teste. Assim, uma alternativa importante foi apli-
cada: os mutantes da cole¢do foram mapeados por cruzamento
de cada mutante contra uma cole¢io de mutantes por dele¢ao
ou perda de segmentos maiores ou menores, que atravessavam
a regido rll. A Figura 8.4 mostra o principio do mapeamento
por cruzamento com mutantes de delecdo. Cerca de 2.400 mu-
tagdes foram mapeadas com esse sistema. A Figura 8.5 exem-
plifica 0 mapeamento de trés mutagdes de ponto no gene rll.
A distingdo entre mutantes que afetam um unico par de bases
no DNA e uma mutagdo por perda de um segmento inteiro
de DNA do bacteriofago se faz pela facilidade de reversao da
mutagdo. Os mutantes “de ponto” revertem com relativa facili-
dade, retornando ao fenétipo original. Aqueles com perda de
um segmento (induzidos eficientemente por proflavina) nao
revertem. Cruzamentos entre mutantes de ponto e por delecido
tornaram possivel verificar que a disposi¢do tanto das muta-
¢des de ponto como das delegoes pode ser representada sobre
uma estrutura linear, algo facil de se imaginar hoje, conhecen-
do-se a estrutura molecular do DNA, mas que nio era evidente
naquela época. Foi demonstrado que o gene tem estrutura in-
terna e a sensibilidade do sistema é tal que possibilita detectar
recombinagdo entre mutantes que diferem por troca de nucle-
otideos entre bases vizinhas (Figura 8.5). Também se aplicou
o teste de complementagdo com a coinfec¢do da bactéria com
2 mutantes, de maneira a determinar se as mutagdes estdo em
genes iguais ou diferentes. Nesse teste, a lise acontece imedia-
tamente antes que haja tempo para produgio de virus normais
por recombinacdo, caso as mutagdes estejam em genes distin-
tos. Quando as mutacdes estdo no mesmo gene, a lise s6 apare-
ce tardiamente, pois depende do aparecimento do gene intacto
gerado por recombinagdo entre os mutantes pertencentes a
mesma unidade funcional (mesmo gene). A regiao analisada
nesses estudos contém dois genes, A e B.

Experimentos também com a regido rlI do fago T4 possibi-
litaram que se soubesse, apenas usando genética, que o codigo

Figura 8.4 Esquema ilustrando o mapeamento de 3 mutantes de
ponto na regido rll: r960, r795 e rF27. Os mutantes sao acasalados
inicialmente com os mutantes por delecédo A, B e C que delimitam
regides relativamente grandes no gene rll. Nao ha restauracdo do
fenétipo selvagem nos cruzamentos com A e B, mas hd com C.
Portanto, os mutantes devem estar confinados ao segmento entre o
extremo esquerdo de B e o inicio da delecdo em C. Os cruzamentos
sdo repetidos com os mutantes D, E e F, que delimitam sub-regides
do segmento anterior. Neste ndo ha complementagao por D ou E, mas
geram selvagens com F. Esta delimitada mais uma regido menor na
qual as mutagdes devem estar localizadas. Como os mutantes G, H e
F cobrem sub-regidées do segmento anterior, os cruzamentos tornam
possivel definir uma regido de aproximadamente 40 pares de bases,
na qual estdo localizadas as 3 mutacdes de ponto. O espacamento
entre elas pode ser definido medindo-se a frequéncia de selvagens
oriundos de cruzamentos entre elas, duas a duas.

genético seria constituido por conjuntos de 3 bases, nido sobre-
postas, codificando para cada aminodacido. Esse trabalho foi rea-
lizado por Crick et al> A estratégia foi obter tipos especiais de
mutantes que sdo preferencialmente induzidos com proflavina.
Esse agente provoca a perda (delecdo) ou o ganho (inser¢do) de
um unico nucleotideo durante a replicagdio do DNA. Os pes-
quisadores obtiveram muitas muta¢des induzidas por proflavi-
na em uma regido pequena situada no inicio do gene B. Cada
mutagdo Unica inativa o gene B. Cada mutante tinico foi, entéo,
novamente tratado com proflavina, e os fagos que recuperaram a
fungao haviam recebido uma nova mutac¢éo proxima a primeira.
Verificou-se que toda mutagio de adi¢do ou perda, se associada
a outra do mesmo tipo, resultava em proteina sem funcéo (Figu-
ra 8.6). O resultado, para a proteina codificada, é uma alteracéo
do quadro de leitura da mensagem, modificando completamen-
te a sequéncia de aminodcidos a partir daquele ponto. A suges-
tao de que o codigo seria de trincas ndo sobrepostas veio do fato
de que, se um mutante por perda sofresse mais duas mutagoes
também de perda, proximas da primeira, o tipo selvagem era
restabelecido (a fase de leitura voltava ao normal). Uma segunda
muta¢io proxima do mesmo tipo da primeira (adi¢do ou perda)
nao restabelecia a fun¢do do gene rII (Figura 8.6). Se a segun-
da mutagdo for de tipo diferente, hd restauracio da atividade do
gene. Usando RNA mensageiros sintéticos ou RNA com 3 bases
apenas (trincas) e um sistema de sintese proteica in vitro, Ma-
thaei e Nirenberg® e Khorana’ confirmaram que o cddigo para
cada aminodcido exige 3 bases, e identificaram todos os cddigos
genéticos correspondentes aos diferentes aminoacidos.

Neurospora crassa e Saccharomyces cerevisiae |
As maiores contribui¢des do reino Funghi
a genética

Louis Pasteur, por volta de 1860, descobriu a existéncia dos
levedos, microrganismos necessdrios para o processo de
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Figura 8.5 Mapeamento de mutac¢des de ponto na regiao rll usando-se
cruzamento com mutantes por delecdo. Mut1 representa o genoma da
fago T4 contendo uma regido (assinalada) que foi perdida (deletada)
por um evento mutacional, gerando um fago incapaz de crescer
na cepa Escherichia coli K, mas que cresce na E. coli B. Mut2 é um
mutante de ponto no mesmo fago na localizagao indicada. O genoma
alinhado e esquematico do Mut3 exibe uma mutacdo de ponto de
localizacdo distinta de Mut2. Nenhum dos 3 mutantes cresce na E. coli
K. O cruzamento entre dois fagos distintos se faz infectando com uma
mistura de ambos uma E. coli B. Ao se multiplicar dentro de uma mesma
célula, acontece recombinacao entre os genomas. Os fagos resultantes
sdo depois testados na E. coli K. O mapeamento se faz cruzando
Mut1 e Mut2 (aparecem fagos que crescem em E. coli K, ou seja, houve
reconstituicdo do genoma original). Cruzando Mut2 com Mut3 também
aparecem fagos selvagens, porém, cruzando Mutl com Mut3, ndo
aparecem fagos capazes de crescer em E. coli K. Portanto, a mutagao de
ponto esta localizada na regido deletada.

fermentacdo da cerveja e do vinho. Ao estuda-los, estabe-
leceu o processo de fervura do vinho para eliminagdo de
microrganismos contaminantes, que ficou conhecido pos-
teriormente como processo de pasteurizacdo. Mais tarde,
movido inclusive pela rivalidade entre Franga e Alemanha,
Pasteur dedicou-se ao estudo das leveduras com o claro ob-
jetivo de tornar a cerveja francesa melhor que a alema. Esses
trabalhos promoveram a identificacdo de microrganismos
que muitos anos mais tarde tornaram-se modelos em estu-
dos de genética.

Neurospora crassa e o nascimento da

genética bioquimica

Neurospora crassa foi o protagonista no langamento da era
da genética bioquimica, com os trabalhos de Beadle e Ta-

tum.® Eles isolaram mutantes de Neurospora com deficiéncias
bioquimicas especificas, que resultavam em auxotrofias, como

na sintese de arginina. Seus trabalhos foram facilitados pela
possibilidade de cultivo em meio minimo, no qual se podia
adicionar, de modo independente, vitaminas ou aminoacidos,
como a arginina (Figura 8.7).

Os pequisadores isolaram mutantes que ndo cresciam sem
esse aminodcido, e, por esses mutantes serem haploides, era
possivel cruza-los entre si, verificando em seguida se os di-
ploides formados tinham, ou néo, restabelecido a capacidade
de crescimento sem arginina. Em caso positivo, quando os di-
ploides cresciam sem arginina, concluia-se que os mutantes
haploides tiveram suas deficiéncias enzimadticas complemen-
tadas, ou seja, os mutantes eram de grupos de complementa-
¢do diferentes. Por outro lado, quando os diploides formados
ainda eram incapazes de crescer sem arginina, a conclusao era
de que se tratavam de mutantes do mesmo grupo de comple-
mentac¢ao, e as mesmas etapas enzimaticas estavam interrom-
pidas nas linhagens haploides (Figura 8.8).

Cada uma das trés classes de mutantes que Beadle e Ta-
tum?® isolaram pelos testes de complementacdo caracteri-
zava-se pelo acimulo, ou ndo, de um composto especifico
em seu citoplasma. Assim, os mutantes da classe “A” acumu-
lavam um precursor desconhecido, os mutantes da classe “B”
acumulavam ornitina, e, os mutantes da classe “C”, citrulina.
A adi¢do de arginina ao meio de cultura havia promovido
o crescimento das classes “A, B e C”; com citrulina sendo
adicionada, cresciam “A e B”, e a adi¢do de ornitina bastava
somente para “B”. Por esse conjunto de resultados, chegou-se
a uma via metabolica com precursor no inicio, e ornitina e
citrulina sendo geradas na sequéncia para a sintese da argi-
nina (Figura 8.9).

Pelo uso de Neurospora como modelo, surge aqui também
uma nova maneira de se interpretarem as variagdes fenotipi-
cas derivadas da 2° Lei de Mendel. Em um cruzamento entre
cepas aaBB x AAbb, no qual o gene “A” é responsavel pela sin-
tese de ornitina e o gene “B” de citrulina, em F1 teria-se AaBb,
ou seja, 100% de fendtipo selvagem (produz arginina). En-
quanto isso, em F2 a proporg¢ao classica 9:3:3:1 estaria alterada
em 9, que sintetizam arginina para cada 7 que néo sintetizam,
ou seja, um caso de epistasia recessiva dupla. Na epistasia, a
expressdo fenotipica de um dado locus génico pode ser altera-
da por outro locus génico.

GucGgucGuUCcGUCGUCGUCGUC

Val Val Val Val Val Val Val

T
¢+

GUCTGU CGUCGUCGUCGUCGU

Val Cys Arg Arg Arg Arg Arg

T, G
v 4-
GUC TGU CGU CUC GUC GUC GUC

Val Cys Arg Leu Val Val Val

ooy
GUC TGU CGUCGGUCGUCGUCG
Val Cys Arg Arg Ser Ser Ser

c u

t- -
GUCGUGUCGCGUCGUCGUCGU
Val Val Ser Arg Arg Arg Arg |Inativo

C U cC

f- 4- f-
GUCGUGUCG CGU GUC GUC GUC
Val Val Ser Arg Val Val Val

Figura 8.6 Esquema ilustrando mutagdes induzidas por proflavina, que resultam em insercao, ou perda, de uma base no DNA. Uma pequena
regido do fago T7 foi estudada e insercdes ou dele¢des préximas comportam-se como indicado, coerente com a hipdtese de um cédigo genético

formado por trincas ndo sobrepostas e lidas a partir de um ponto fixo.
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Figura 8.7 Esquema da mutagénese realizada por Beadle e Tatum.
Cultura selvagem de Neurospora crassa é irradiada em meio rico com
luz ultravioleta. Na sequéncia, colonias isoladas da mutagénese foram
replicadas em diferentes meios de cultura, com diferentes suplemen-
tacdes, até a identificacdo de isolados que cresceram somente com a
adicdo de arginina.

Neurospora crassa encaixou-se como modelo nos experi-
mentos de Beadle e Tatum® por diversas caracteristicas favo-
raveis, tais como: ciclo de vida com alternancia entre geragdes
- haploide e diploide; facilidade de cruzamentos; possibili-
dade de sele¢do usando diferentes meios de cultivo; ciclo de
vida curto. Além disso, esses experimentos ajudaram a com-
preender as variacoes fenotipicas que colocavam em cheque
a 22 Lei de Mendel, e, por fim, responderam precisamente a
uma proposi¢do do médico inglés Sir Achibald Garrod, fei-
ta ja em 1909. Garrod®’ propos a existéncia de erros inatos
do metabolismo, que seriam derivados de deficiéncia enzi-
matica especifica. Assim, o individuo ja nasceria com uma
dada enzima nao funcional que acarretaria algum problema
metabolico. Beadle e Tatum® foram os primeiros a mostrar
com seus estudos em Neurospora que o defeito enzimatico do
metabolismo que estudavam era decorrente de uma alteragdo
genética e, por essa contribuigdo, também receberam o Pré-
mio Nobel de medicina em 1958.

Saccharomyces cerevisiae | A levedura da cerveja é
um dos principais modelos de funcionamento da
célula eucariotica

Saccharomyces cerevisiae, assim como N. crassa, é um fungo
da divisdo dos ascomicetos; e embora sua importancia eco-
ndmica ja houvesse sido percebida por Louis Pasteur, estu-
dos iniciais envolvendo sua manipulagdo genética remontam
a década de 1930. Diferentemente de N. crassa, S. cerevisiae
nio é um fungo filamentoso, mantém-se como organismo
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Figura 8.8 Teste de complementagdo dos mutantes de Neurospora
crassa deficientes na sintese de arginina. O crescimento do diploide
em meio seletivo (sem arginina, indicado pela cor vermelha) define se
os respectivos mutantes haploides pertencem a grupos de comple-
mentacao distintos, ou seja, apresentam mutacdes em genes diferen-
tes. J4 o ndo crescimento do diploide indica que as mutagdes presen-
tes nos haploides representam alelos do mesmo gene. No exemplo, ha
dois grupos: (1,2) e (3,4).

unicelular, com suas leveduras dividindo-se por brotamen-
to. As linhagens de laboratério podem se manter indefinida-
mente nos estados haploide e diploide, favorecendo o estudo
de genes essenciais para a vida e as relagdes de dominéncia
entre alelos. Seu DNA gendmico apresenta poucos introns e
sequéncias nao codificantes, comparativamente a outros eu-
cariotos. O S. cerevisiae pode ser manipulado geneticamente
com tanta facilidade quanto E. coli, isto é, pode ser transfor-
mado com plasmideos, seus genes interrompidos e marcados.
Assim, pode-se dizer que S. cerevisiae é ainda mais simples
que N. crassa e talvez, por conta dessa simplicidade, tenha
prevalecido como principal modelo de funcionamento da
célula eucaridtica e muito conveniente para estudo da gené-
tica bioquimica — ou do dueto gene-fungdo. Adicionalmente,
como consegue gerar energia tanto por fermentagio como por
oxidagdo completa via mitocondrial, tornou-se organismo-
modelo nos estudos da genética mitocondrial, com facilidade
para analise tanto de genes do genoma da organela, como dos
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Figura 8.9 A adicao diferencial de intermediarios da via biossintética
da arginina, como orinitina e citrulina, promoveu a identificacdo de
qual etapa especifica da via estava interrompida em cada uma das
classes de mutantes de Neurospora crassa inicialmente isolados.

genes nucleares que afetam a fungdo mitocondrial. Entretanto,
hd algumas diferengas importantes com as células de mamife-
ros, como no modo de divisao celular: S. cerevisiae divide-se
por brotamento, sua célula ndo apresenta centriolos, e, como
os fungos em geral, tem uma parede celular composta de po-
lissacarideos complexos associados a proteinas.

Suas células haploides podem existir de duas formas: o tipo
sexual “a” e o tipo sexual “o”. Na ocorréncia de um encontro
entre células do tipo sexual oposto, elas sentem o tipo oposto
por feromonios e alteram sua morfologia, tornando-se mais
alongadas, preparando-se para a fusdo celular da qual segue a
cariogamia. O diploide formado também é muito estavel, mas
pode sofrer meiose e gerar quatro novos haploides, dois tipo
“a” e dois tipo “0; caso haja falta de nitrogénio no meio (Fi-
gura 8.10).

Inicialmente, a levedura S. cerevisiae foi usada na geragdo
de imensas cole¢des de mutantes, com cada laboratério preo-
cupado em elucidar diferentes aspectos do seu metabolismo.
Esse esforco levou a grandes avangos no conhecimento sobre
a regulagdo do ciclo celular, formagao do citoesqueleto, me-
tabolismo energético e homeostase de ions. Conhecimentos
aplicaveis a maioria dos organismos eucariotos.

Essa forma tradicional da genética alia a geracao de mutan-
tes com o uso de bibliotecas gendmicas de DNA (ver Capitu-
lo 12) para identificagdo do gene causador do fenétipo mutan-
te. Por exemplo, um dado mutante com fendtipo de deficién-
cia respiratdria é isolado. A deficiéncia respiratdria em leve-
dura pode ser detectada pela incapacidade de crescimento das
células em meio contendo unicamente fontes de carbono néo
fermentaveis, como o etanol. Esse mutante é transformado
com uma biblioteca genémica, buscando-se transformantes
que tenham restabelecido a capacidade de crescimento em
meio seletivo para a atividade respiratdria. Identificado esse
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Figura 8.10 Ciclo de vida de Saccharomyces cerevisiae, alternando fa-
ses haploide e diploide de crescimento. Leveduras haploides do tipo

sexual “a” e “0” no mesmo meio de cultura podem se comunicar por

feromonios e iniciar o ciclo sexual, que inclui a mudanca de forma
das células que captaram a presenca dos feromonios até a fusao com
as células de tipo sexual oposto, formando um diploide. O diploide
em determinadas condigdes de cultivo, como falta de nitrogénio, sofre
meiose, gerando quatro células filhas: duas do tipo sexual “a” e duas do
tipo sexual “o".

transformante, faz-se o isolamento do plasmideo para poste-
rior sequenciamento e consequente identificagdo do gene res-
ponsavel pela restauragdo do crescimento. Esse mesmo gene
deve estar, portanto, inativo na linhagem mutante original.

Em 1996, S. cerevisiae tornou-se o primeiro eucarioto a ter o
seu genoma totalmente elucidado, e, a partir desse ponto, ind-
meros trabalhos procuraram descrever a fun¢do de todos seus
genes, as interagdes entre seus produtos génicos, como sao regu-
lados frente a diferente situacdes de estresse, entre outros objeti-
vos. Em 1998 ja estava disponivel toda a colegdo de mutantes de
levedura, isto é, consdrcios de laboratdrios internacionais inati-
varam cada um dos mais de 6.000 genes de S. cerevisiae. Conhe-
cendo o genoma, a pratica da chamada genética reversa tornou-
-se possivel, passando a ser usada sistematicamente, pela primei-
ra vez com um eucarioto, para elucidar a fungio dos genes.

A genética classica visa a identificagdo dos genotipos de va-
riantes fenotipicos, pratica aplicada por Sturtevant e Morgan?
quando queriam obter a explicagdo para a cor do olho branco
de Drosophila, e também por Beadle e Tatum® quando estu-
davam o metabolismo enzimatico de mutantes de Neurospora
que precisavam de arginina.

Na genética reversa, busca-se a fun¢do de um gene a partir
da sua inativagdo. Portanto, o genétipo é conhecido e o in-
teresse estd na busca pelo fendtipo, ou seja, é o contrario do
que se faz na chamada genética classica quando se inicia com
um mutante ou variante (Tabela 8.1). Usando uma bibliote-
ca de plasmideos que expressem individualmente um a dois
genes de levedura, e um gene marcador, se uma deficiéncia
de um mutante é curada por um plasmideo transformante
(Figura 8.11), recuperando-se o plasmideo e identificando-se
0 gene expresso neste, é possivel estabelecer conexio entre o
fendtipo mutado e o gene responsavel pela fungio alterada.

Alguns fenétipos sdo facilmente detectaveis pelo uso de
meios seletivos, como aqueles usados em Neurospora para
identificacdo dos mutantes na sintese de arginina, o chamado
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Tabela 8.1 Principais diferencas entre genética classica e genética
reversa.

Genética classica Genética reversa

Fendtipo mutante | Sequéncia DNA

Alelo mutante Alelo mutante

Sequéncia DNA Fenétipo mutante

Mutagénese

X
@<=

Meio seletivo Meio seletivo

ks ] :
000 L
000 W ...

OO0

Figura 8.11 Esquema paraisolamento de mutantes incapazes de cres-
cer em determinado meio de cultura seletivo. Leveduras mutadas tor-
naram-se incapazes de crescer no meio seletivo de interesse. Mutantes
isolados podem, entéo, ser transformados com uma biblioteca geno-
mica construida a partir da fragmentacao do DNA de uma cepa“selva-
gem”. Eventualmente, um dos plasmideos da biblioteca deve conter
0 gene inicialmente mutado na levedura de origem, possibilitan-
do o seu crescimento no meio seletivo. Dessa maneira, determina-se
que esse gene é necessario para o crescimento nesse meio.

meio minimo. Esse meio pode ser usado para identificar mu-
tantes para qualquer nutriente essencial. Ha enorme facilida-
de também na identificacdo de mutantes com deficiéncia na
respiracao celular, bastando replica-los para meio de cultura
contendo fontes de carbono impossiveis de serem fermenta-
das, como o etanol. Resisténcia as mais variadas substancias,
a estresses ambientais (como choque osmotico), e a agentes
oxidantes perfaz varias outras categorias de fenétipos a serem
testados. Mesmo com toda essa possibilidade de testes, ain-
da existem centenas de genes de levedura cuja inativagdo nio
leva a qualquer fendtipo realmente informativo, dificultando
sobremaneira sua caracterizagdo funcional.

A constru¢ao de um alelo nulo de dado gene ¢ bem simpli-
ticada em S. cerevisiae (Figura 8.12):

1. Eleja o seu gene favorito (SGFI) e, apds copid-lo com uma
rea¢do de polimerase em cadeia (PCR), coloque-o em um
plasmideo que possibilite sua clonagem.

2. Conhecendo seus locais de restricdo, remova a por¢do
central do gene (ou ele inteiro) e coloque no seu lugar um
novo gene, chamado gene reporter, deixando nas extremi-
dades uma extensdo de DNA suficiente para que haja re-
combinag¢do homologa.

3. No plasmideo recombinante, o gene repérter estara flan-
queado pelas sequéncias que no cromossomo de levedura
flanqueiam o SGFI.

4. Remova o inserto recombinante contendo o gene reporter
ladeado por sequéncias flanqueadoras de SGFI com enzi-
mas de restricéo.

BamHI BamHI BamHI BamHI
BamHI BamHI
SGF1 URA3
EcoRI EcoRI
TR
URA3

SGF1 sgf1
ura- ura+

Figura 8.12 Etapas envolvidas na construcdo de um alelo nulo para
seu gene favorito (SGF1). O gene SGF1 é clonado em um plasmideo,
e boa parte de sua sequéncia é removida por digestdo com enzimas
de restricao (Hindlll e Pstl). O gene HIS3 estd em fragmento de DNA
ladeado pelos locais das mesmas enzimas de restricao, e pode se ligar
ao plasmideo que contém as sequéncias que flanqueavam o gene
SGF1. HIS3 servird como o gene repdrter da inativacao de SGF1. Por
meio da digestdo com EcoRl, o fragmento contendo HIS3 ladeado por
sequéncias de SGF1 é liberado e usado para transformar leveduras que
necessitam de suplemento de histidina para crescer. Selecionam-se as
leveduras transformadas pela capacidade de crescer sem suplemento
de histidina. O gene SGFT foi inativado e, em seguida, se estudara qual
funcao celular foi afetada por isso.

5. Promova a transformagao de levedura. Com esse fragmen-
to de DNA, a recombina¢do homdloga ocorrerd entre as
sequéncias flanqueadoras de SGFI do inserto e do genoma.

6. As células com o gene modificado sdo identificadas pelo
fendtipo conferido pelo gene repérter. Por exemplo: re-
sisténcia a um inibidor do crescimento, ou capacida-
de recuperada de crescimento em linhagem com uma
deficiéncia nutricional conhecida. Essas células corres-
pondem, portanto, a mutantes nulos do gene SGFI. Caso o
gene seja essencial, a célula morre, e o estudo desses genes
exigird estratégias especiais.

Essa estratégia basica de transformagdo da levedura com
genes modificados também promove o estudo do efeito de
mutagdes em regides especificas do gene, por exemplo, subs-
tituindo um residuo de aminoacido por outro. Usando inicia-
dores que carregam a mutagao desejada (sintéticos) e a técnica
de PCR, um gene alterado pode ser construido e depois colo-
cado no interior da levedura que tenha esse gene “nocautedo”,
como explicado anteriormente. Esse novo gene costuma ser
carregado por um plasmideo de cépia unica ou multicdpia
para examinar sua competéncia funcional. Sua expressdo pode
estar sendo controlada pelo promotor normal do gene ou por
um promotor regulavel, como o do gene PGK (fosfoglicerato
quinase), que é induzido por glicose, ou GALI, induzido por
galactose. S. cerevisiae também pode ser ttil na investigagdo
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da fungéo de genes vindos de outros organismos por comple-
mentac¢do heterdloga, o que tem promovido a ampliagio do
conhecimento sobre genes humanos.

Caenorhabdtis elegans | O verme de
959 células somaticas

“You have made your way from worm to man, but much within
you is still a worm” (“Vocé fez seu caminho de verme a homem,
mas muito dentro de vocé ainda é um verme!’)

Assim falou Zaratustra, Friedrich Nietzsche.

Caenorhabdtis elegans é considerado um 6timo modelo

para o estudo da regulagdo e fungdo génica, tendo atraido a

atencdo de diversos pesquisadores que o elegeram como o or-

ganismo ideal para a analise do destino das células durante o

processo de desenvolvimento. Algumas de suas caracteristicas
que contribuem para essa posi¢do de destaque sao:

o E um organismo multicelular que passa por um sistema de
desenvolvimento que inclui embriogénese e morfogénese

o E de facil manutencio e cultivo em laboratério

o Seuciclo de vida é curto. Dois dias e meio, a 25°C, é o tempo
necessario para que um individuo se desenvolva de zigoto a
forma adulta. As geragdes podem se suceder a cada 4 dias e
um verme vive por 3 a 4 semanas

e Por ser transparente, com 1 mm de comprimento, seu
crescimento ¢ facilmente acompanhado, sendo possivel
tracar o padrdo de desenvolvimento e localizagdo de todas
as suas células.

O C. elegans apresenta dois tipos sexuais, macho e herma-
frodita. A autofertilizacido dos hermafroditas possibilita a ge-
racao de linhagens isogénicas, com individuos geneticamente
idénticos. Apresenta 5 pares de cromossomos autossoOmicos;
os machos tém um cromossomo sexual (X0), enquanto os
hermafroditas tém um par do cromossomo sexual (XX).

No que tange a analise genética, o uso de C. elegans come-
¢ou a ser difundido a partir do trabalho de Brenner'’, publica-
do em 1974. Brenner estava interessado em entender o desen-
volvimento neuronal e como sua complexidade seria determi-
nada pelo programa genético. Assim, valendo-se da facilidade
de realizar mutagénese em C. elegans, ele buscou mutantes
com alteracdes de comportamento e desenvolvimento rela-
cionados com o sistema nervoso. Na sequéncia, realizou int-
meros testes de complementagdo, cruzando machos selvagens
com hermafroditas mutados a fim de determinar o nimero
minimo de genes que estariam relacionados com cada um dos
fenotipos identificados.

Por exemplo, considere que Brenner identificou dois ver-
mes com problemas de coordena¢io e os chamou de mutl e
mut2. Apos identificar que se tratava de mutagdes recessivas,
ndo ligadas ao sexo, e criar hermafroditas e machos homozi-
gotos para cada uma delas, o cruzamento apresentado na Fi-
gura 8.13 poderia ser realizado.

Se a progénie desse cruzamento resultar em individuos nor-
mais, pode-se estabelecer que mutl e mut2 sio mutagdes de
genes distintos; e se, por outro lado, na progénie os individuos
também apresentarem problemas de coordenagdo, as muta-
¢Oes estariam em um mesmo gene, com mutl e mut2 sendo
alelos desse gene. Em seu trabalho inicial, Brenner estudou
cerca de 400 mutantes com problemas de coordenagdo de mo-
vimento que, apds os testes de complementag¢do, promoveram
a identificacdo de 71 genes.
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Figura 8.13 Teste de complementacéo realizado por Brenner entre
vermes machos e hermafroditas, os quais manifestavam problemas
de coordenacdo. Esses vermes apresentam locomocao do tipo circu-
lar continua. Caso a progénie do cruzamento apresente individuos
sem problemas de coordenacdo, mutl e mut2 serao mutacdes de
genes distintos.

Um individuo adulto apresenta 959 células somaticas, mas,
no processo de desenvolvimento, 131 células morrem de
modo programado, no processo conhecido como apoptose.
Pode-se dizer que os estudos em C. elegans foram fundamen-
tais para a compreensdo do controle genético da apoptose. De
fato, os primeiros genes antiapoptéticos, ou seja, aqueles que
quando deixam de ser expressos desencadeiam o processo de
apoptose, foram primeiramente identificados em C. elegans.

Como dito anteriormente, o destino e o desenvolvimento de
cada célula do verme podem ser acompanhados. Foi possivel
identificar, por exemplo, as gera¢des de células envolvidas na
formacéo do intestino (Figura 8.14). O tempo de cada estagio
também é conhecido, por exemplo: 12 h sdo necessarias para a
fertilizagao do ovo e a eclosdo do primeiro estagio larval (L1).

Curiosamente, em 1995, Guo e Kemphues'', ao estudarem a
polaridade existente nas primeiras divisdes celulares de C. ele-
gans, isto ¢, a distribuicdo desigual de metabolitos citossolicos
entre as células filhas, acabaram descobrindo uma ferramenta
de inativagdo génica que hoje é muito aplicada em diversos
organismos: 0 RNA de interferéncia (iIRNA). Em C. elegans, a
técnica do iRNA pode ser facilmente empregada, pois é pos-
sivel inativar um gene de interesse simplesmente fornecendo
como alimento ao verme um plasmideo contido em uma E.
coli que expresse o RNA dupla fita de interesse. Esse proce-
dimento ¢é suficiente para a inativacdo do gene-alvo. Recen-
temente, pesquisadores da Embrapa, usando esse conheci-
mento, criaram um feijao transgénico que expressa um iRNA
que impede a replicagdo do virus do mosaico dourado, o qual
causa enormes prejuizos as lavouras. O verme C. elegans, sen-
do um organismo multicelular, também se tornou excelente
modelo para o estudo dos genes que afetam a longevidade.

Em 2002, os principais pesquisadores de C. elegans das tl-
timas décadas, dentre eles, Sydney Brenner, foram agraciados
com o Prémio Nobel de Medicina. Brenner intitulou sua pa-
lestra de agradecimento como Natures gift to Science e, de fato,
a riqueza de mecanismos e processos do mundo vivo ensina e
desafia os seres humanos continuamente. C. elegans, um ver-
me do solo, de vida livre, ¢ um dos exemplos mais puros da
importancia da ciéncia basica, pois se trata de um organismo
aparentemente desinteressante para muitos, mas cujo estudo
contribuiu de forma contundente no entendimento dos pro-
cessos biologicos aqui destacados.
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Figura 8.14 Dendograma exemplificando a origem de cada uma das células que compdem o trato intestinal de um Caenorhabdtis elegans adulto.

Arabidopsis thaliana | Modelo das plantas,
a ultima a entrar no clube

Arabidopsis thaliana é o principal modelo no estudo da ge-
nética e controle do desenvolvimento dos vegetais superiores.
Trata-se de uma pequena dicotiledonea da familia da mostar-
da (Brassicaceae) que habita regides diversas do globo - como
areas tropicais e o norte da Escandindvia - e apresenta folhas
em roseta ao término de uma inflorescéncia, atingindo 30 cm
de altura. Com os desdobramentos usuais da aplicagdo da ge-
nética no estudo da bioquimica celular, fun¢des diversas como
floragao, germinagao, nutri¢ao, resposta a estresse hidrico, es-
tresse salino, acao de fitopatdgenos, entre outros, podem ser
estudados em A. thaliana e aplicados as plantas de interesse
agricola e economico. Algumas caracteristicas levaram A. tha-
liana a ser o modelo genético das plantas.

Os diferentes niveis de poliploidizagdo, assim como a gran-
de quantidade de DNA encontrado nas angiospermas, sio en-
traves para o estudo genético de muitas espécies vegetais. Por
seu genoma pequeno, o uso de A. thaliana como modelo torna
possivel minimizar essas dificuldades.

Seu genoma apresenta 115 milhdes de pares de bases,
distribuidos em 5 pares de cromossomos, definindo um dos
menores entre as angiospermas. Trata-se, portanto, de um ge-
noma enxuto, sem grandes extensdes de DNA nio codificante,
sendo 85% de sequéncias codificantes distribuidas em pouco
mais de 25.000 genes. No ano 2000, tornou-se a 12 planta a ter
o0 seu genoma totalmente sequenciado.

O tempo entre a germinacéo e a geragdo de novas sementes é
de 6 semanas, facilitando o acompanhamento da progénie em
tempo razoavel. O pequeno tamanho também facilita o cultivo
em laboratério, demandando pouco espaco para as linhagens.

A mutagénese das sementes pode ser realizada por irra-
diagdo ou agentes quimicos. Posteriormente, a caracterizagdo
fenotipica de alelos recessivos pode ser obtida por sua capaci-
dade de autofertiliza¢io.

A transformacao genética de células de A. thaliana é facil de
ser obtida por intermédio da bactéria Agrobacterium tumefa-
ciens, agente causador da galha que naturalmente transporta
parte do seu material genético, via infec¢ao plasmidial, para as
células da planta hospedeira. A bactéria transfere para a planta
varios genes que estdo entre as extremidades direita e esquer-
da do T-DNA, pertencente ao plasmideo Ti dessa bactéria. Os
cientistas criaram vetores especializados que contém genes
reporteres, promotores e o gene que desejam transferir para a
planta entre os elementos do T-DNA. Assim, podem introdu-
zir em plantas os genes desejados e criar plantas transgénicas
uteis (Figura 8.15).

Assim como em S. cerevisiae, estdo disponiveis linhagens
de A. thaliana com cada um dos seus genes inativados pelo
método de inser¢do do T-DNA.

Apesar de todas essas vantagens, o uso de A. thaliana na
pesquisa nao foi tdo dbvio, e somente nos anos 1980 come¢ou
a ser mais reconhecido pela comunidade cientifica, principal-
mente em decorréncia dos trabalhos de Somerville e Ogren'
com mutantes deficientes no metabolismo fotorrespiratdrio.
Assim, pode-se dizer que A. thaliana é um ingressante recente
no clube dos mais importantes organismos-modelo da genéti-
ca e biologia molecular.

Camundongo | Modelo para
mamiferos superiores

O camundongo tem grande semelhanga genética com o homem,
¢ facil de manipular e criar em laboratério, sendo um excelente
animal modelo para investigar a funcdo de genes que, em geral,
tém homologos (genes de sequéncia bastante semelhante) fun-
cionais de genes humanos. Muitos cientistas desenvolveram as
técnicas para que o camundongo se tornasse o modelo animal
de extraordinaria importancia conhecido atualmente. O boxe a
seguir apresenta as descobertas de trés cientistas cujo trabalho
lhes rendeu o Prémio Nobel de Medicina de 2007.
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Figura 8.15 Uso do sistema de Agrobacterium tumefaciens para
construcdo de uma planta transgénica. O plasmideo T1 da bactéria
A. tumefaciens é modificado para gerar um plasmideo recombinan-
te contendo a sequéncia de DNA de interesse. A bactéria contendo
o vetor recombinante pode ser colocada em contato com células da
planta-alvo, intermediando a transferéncia de DNA para a célula re-
ceptora. A seguir, selecionam-se aquelas que conseguiram integrar a
sequéncia de interesse em seu genoma e o organismo adulto geneti-
camente modificado é obtido.

A. thaliana transgénica,
expressando gene-alvo

O método derivado do trabalho de Smithies, Capecchi e Evans'>'> con-
tou com a colaboracdo de muitos outros estudiosos e possibilitou que
hoje se inative especificamente um determinado gene no animal, de
maneira a estudar o efeito de sua auséncia na configuracéo heterozi-
gota (um alelo nocauteado e outro ativo), ou homozigota (ambos ale-
los inativos). Os animais constituidos assim sdao acompanhados desde
a fecundacao, ao longo de seu desenvolvimento até a vida adulta, caso
resistam. Existem camundongos com nocautes para mais de 1.000 ge-
nes especificos, de imensa importancia para se compreenderem a agao
génica e as doencas genéticas.

Um dos mais promissores modelos desenvolvidos recentemente é o das
células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC). As manipula¢des que pro-
movem a geracao de iPSC consistem em reprogramar células somaticas
por meio de modificacdes genéticas diretas, ou, como demonstrado em
2009, simplesmente tratando as células com proteinas especificas. Es-
tas induzem modificacdes epigenéticas geralmente ligadas ao bloqueio
maior ou menor da expressdo de genes ou fatores de transcricao fazen-
do com que, por exemplo, uma célula derivada de um tecido epitelial
passe a funcionar como célula hepdética, muscular ou neurénio. Sao
Uteis, por exemplo, para estudar aspectos das modificagées bioquimicas
e genéticas em neuronios derivados de pacientes com esclerose amio-
tréfica lateral (ALS) ou atrofia muscular espinal (SMA), evitando conflitos
éticos presentes nos estudos com o ser humano. Os modelos celulares
prometem, inclusive, substituir em grande parte os testes de farmacos
e cosméticos em animais. Sdo também promissores na busca da cura
de certas doencas (como a anemia falciforme, ou degenerativas, como
Parkinson e artroses) ou na recuperacao de lesdes derivadas de aciden-
tes (paralisias derivadas de traumas).

Tudo comegou com os estudos de Evans e Kaufman' no
inicio dos anos 1980, isolando células-tronco de blastocistos
de camundongo. Mais tarde, demonstrou-se que elas podiam
receber genes in vitro e esses genes poderiam ir para gametas,
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o que possibilitava a modifica¢do genética do camundongo.
Capecchi® aperfeicoou a técnica de introducéo dos genes por
injecao direta, no entanto, os genes eram inseridos aleatoria-
mente no genoma. Smithies et al.'> trabalhavam para obter
recombina¢do homdloga do gene inserido e, em 1985, obti-
veram a corre¢io in vitro de uma muta¢do em células-tronco
por meio de um processo de complementagdo. Em 1988, Ca-
pecchi'® publicou seu método de selecdo positiva/negativa in-
corporando os avangos anteriores e promovendo a obtengédo
de células-tronco embriondrias com modificagdo especifica
de um gene escolhido (Figura 8.16). Inicialmente, coletam-se
células-tronco embrionarias (ES) pluripotentes da massa ce-
lular interna de um blastocisto doador. Essas células recebem
o transgene (por eletroporagao) com enderego certo, segundo
o processo esquematizado na Figura 8.17. Apds a selecdo das
ES modificadas, as células sdo injetadas em um blastocisto re-
ceptor que ¢ implantado em uma fémea, dando origem a uma
prole quimérica (contendo células proprias e outras derivadas
das ES transgénicas). Por cruzamentos, é possivel selecionar
animais do tipo transgénico puro quando células modifica-
das aparecem no tecido germinativo, originando heterozigo-
tos que promovem, eventualmente, a geragdo de homozigotos
por cruzamento. Dessa maneira, é possivel analisar o fendtipo
resultante da inativagdo de determinado gene do animal (Fi-
gura 8.17). Pode-se introduzir um gene qualquer no local de-
sejado, ou simplesmente inserir um marcador seletivo no inte-
rior de um gene existente removendo-o total ou parcialmente,
criando uma inativagdo (nocaute) para estudo do efeito da sua
perda. O numero de animais nocaute para estudo esta em tor-
no de 1.000. Portanto, muitos genes ainda aguardam estudo
nesse importante modelo animal.

Usando essa metodologia e variantes, os genes do camun-
dongo comegaram a ser estudados com foco inicial nos equi-
valentes das doengas monogénicas humanas: sindrome de
Lesch-Nyhan, fibrose cistica, diferentes cardiomiopatias here-
ditarias, hipertensdo essencial, aterosclerose, cancer, doencas
enddcrinas e inflamatdrias etc. Esse modelo transformou a fi-
siologia e a medicina modernas, e ainda proporcionara muitos
avangos. O impacto tem sido consideravel: no Reino Unido, o
aumento recente de experimentos com animais se deve a ex-
tensa utilizagao de camundongos transgénicos como modelos.
Camundongos transgénicos e mutantes fizeram parte de cerca
de 1,6 milhdo de experimentos em 2009.

Células-tronco pluripotentes induzidas

Na década de 1960, Gurdon'® mostrou que o nucleo de uma
célula da pele de um anfibio, removido e transferido para um
ovo desse animal cujo nucleo original havia sido removido,
era reprogramado e o ovo se desenvolvia resultando em um
animal normal. Fatores presentes no citoplasma do ovo con-
seguiam ativar genes dormentes no ntcleo da célula da pele e
este nucleo se tornava competente para dirigir o desenvolvi-
mento completo. Muitos anos depois, em 1999, Takahashi e
Yamanaka'” interessaram-se por esse tema e familiarizaram-se
com os genes apontados como importantes para manter ES
competentes e se transformarem em diferentes tecidos. Se-
lecionaram 24 genes e os introduziram em células comuns
usando vetores retrovirais. Em 2006, eles demonstraram (Fi-
gura 8.18) que podiam transformar células diferenciadas em
pluripotentes e reduziram os 24 genes a um grupo de 4 ge-
nes particularmente eficientes para induzir a transformagéo
(Oct3/4, Sox2, c-Myc, e Kif4). Em camundongos, essas células
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Figura8.16 Esquema queilustraa construcao usada para obter transgénicos, ou inativacao génica em locais definidos do genoma do camundongo.
O segmento de DNA tem nas extremidades o gene da timidina quinase (tk) 1 ou 2 obtido de um herpes-virus. O produto desse gene torna as
células sensiveis ao ganciclovir, que as mata. Para dentro dos genes tk estdo inseridas duas regides (hom1 e hom2), que sao idénticas aos locais
desejados de integracdo no genoma de um lado e do outro, o que acontece por recombinacdo homologa. Entre as regides de integracdo esta o
gene que se quer introduzir (transGENE), que pode ser uma versao mutada do gene original, um gene de outro organismo, um marcador seletivo
que substitui grande parte, ou a totalidade, do gene original para gerar um nocaute génico especifico. Ao lado, tem-se o gene Neof que confere
resisténcia a substancia citotoxica G-418. Inser¢oes fora do local correto costumam acontecer incluindo um ou ambos genes tk no DNA da célula.
As inser¢des corretas excluem os genes tk. A selecéo é feita adicionando-se a cultura de células transfectadas G-418 e ganciclovir, que mata as
células que expressam a timidina quinase. Apenas as células ES que incorporaram a construcao pela via da recombinacao homoéloga sobrevivem
a esse tratamento. Testes com amplificacdo por PCR das jung¢oes da constru¢cao com o DNA gendmico do animal sao usados para confirmar a
integracao correta.
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Figura 8.17 Uso da construcdo de Capecchi para gerar um camundongo nocaute. A. O DNA linearizado é introduzido nas células obtidas do
blastocisto de um camundongo de pelagem branca. As células vao para o meio de cultura contendo ganciclovire G-418. Aquelas que possivelmente
incorporaram a construcdo sobrevivem e sao depois testadas individualmente, para verificar se a integracdo aconteceu corretamente nas
extremidades do segmento de DNA inserido. B. As células sdo, entao, injetadas em blastocistos de camundongo de pelagem escura e vao para
fémeas de aluguel. As crias que contém a modificagdo aparecem como quimeras evidenciadas pela pelagem malhada. Estas sdo cruzadas com
animais normais de pelagem escura e buscam-se animais de pelagem completamente branca (provaveis heterozigotos), indicando que as células
modificadas foram parar no tecido germinativo. O DNA desses animais € novamente testado para confirmar a construcdo, e sdo cruzados entre si
a fim de gerar homozigotos para a modificacao especifica.
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se mostraram capazes de produzir tecido neural, cartilagem,
musculo, e células precursoras do epitélio intestinal. O uso de
retrovirus no processo causa preocupagio com a possivel ati-
vagdo de oncogenes e geragdo de tumores. Em 2009, Zhou et
al.’® mostraram que, sem usar vetores que poderiam causar
efeitos genéticos indesejaveis, era possivel gerar células-tronco
induzidas expondo as células aos produtos dos 4 genes ante-
riormente selecionados por Yamanaka, previamente fundi-
dos com um pequeno peptideo (uma poliarginina contendo
11 residuos) no seu C-terminal (Figura 8.18). A poliarginina

faz com que a célula absorva a proteina recombinante, a qual
pode agir, entdo, sobre o nucleo celular.

Conclusao e perspectivas

Novos modelos bioldgicos vao surgindo. O mais recente é o
uso de iPSC para estudar problemas da biologia humana im-
possiveis de atacar diretamente, inclusive por restri¢des éticas.
A ligdo util deste capitulo é: procure sempre o sistema biologi-
co mais apropriado e com mais possibilidades de manipulagido
laboratorial para investigar o tema que o interessa em genética.
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Figura 8.18 Geracédo de células-tronco pluripotentes a partir de células somaticas (iPSC ou células-tronco pluripotentes induzidas). As células
somaticas sdo tratadas com agentes de reprogramacdo da expressdo génica nuclear: certos genes inseridos via vetores retrovirais, ou com as
proteinas respectivas contendo uma“cauda” de poliarginina que promove sua importacgao para o interior da célula, atingindo o nucleo. As células-
tronco induzidas sdo manipuladas em meios apropriados, podendo gerar células de tecidos diversos do mesoderma, endoderma ou ectoderma.
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