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Alice and the Cheshire Cat

113
“Would you tell me, please, which way I ought to go from here?”

“That depends a good deal on where you want to get to,” said the Cat
“I don’t much care where—" said Alice.
“Then it doesn’t matter which way you go,” said the Cat.

“As long as I get somewhere,” Alice added as an explanation.

»
“Oh, you're sure to do that,” said the Cat, “if you only walk long enough”

Lewis Carroll, Alice’s Adventures in Wonderland
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1. RESUMO

O cédigo genético é degenerado, o que permite que um mesmo aminoacido
seja codificado por trincas de nucleotideos distintas. Trincas de um mesmo
aminoacido ndo ocorrem com a mesma freqléncia, sugerindo que existe
utilizacao preferencial de codons (codon usage bias). Diferentes organismos
geralmente apresentam codon usage bias distintos e estas diferengas podem
ser fatores limitantes na expressdao heteréloga. Além do codon usage bias
existem outros fatores presentes em um gene que podem influenciar a
intensidade com que este é traduzido, dentre eles destacam-se: a constituicdo
das regides génicas préoximas ao cédon de iniciagao (contexto de iniciacdao) e a

regiao terminadora da tradugao (contexto de terminagao).

Nosso objetivo foi identificar a presenca destes padrdes em seqliéncias ESTs
de eucalipto e gerar informagdes que permitam aumentar os niveis de

producao de proteinas de interesse em eucalipto geneticamente modificado.
Em concreto, foram alcangados os seguintes objetivos:

e Identificados os cédons mais utilizados em eucalipto;

e Avaliada as variagdes na utilizagdo do cdédon entre genes mais expressos
€ menos expressos e também entre genes expressos em diferentes
tecidos;

e Identificados os padrdes presentes nas regioes iniciadora e terminadora
da traducao;

e Construido um software que indica as alteracdes necessarias na
seqléncia de DNA de qualquer gene que se tenha interesse em
expressar em eucalipto;

e Desenhados e construidos genes sintéticos para futura validagao in vivo
da metodologia de otimizacdo da traducdo de proteinas de eucalipto

desenvolvida e implementada no software.



2. ABSTRACT

Most of the amino acids are represented by more than one codon because of
that the genetic code is said to be degenerated. Codons from the same amino
acid does not occur with the same frequency, suggesting that there is
preferential use of codons (codon usage bias). Different organisms often have
different codon usage bias and these differences can be limiting factors in
heterologous expression. Besides the codon usage bias there are other factors
present in a gene that may influence the intensity with which this is translated,
among them are: the DNA bases surrounding the initiation codon (initiation
context) and the stop codon (termination context). Our goal is to identify the
presence of these patterns - codon usage bias, initiation and termination
contexts - in eucalyptus EST sets and generate information to increase protein
expression in genetically modified eucalyptus. Specifically, the following

objectives have been achieved:
o Identified the set of codons most used in the eucalyptus;

e Verified changes in the use of codons between genes expressed at

different levels and also between genes expressed in different tissues;
e Identified patterns surrounding the translation initiation and stop sites;

e Development of a software that indicates the necessary changes in the

DNA sequence of any gene to be expressed in eucalyptus

e Designed and constructed synthetic genes for further validation in vivo
of the optimization methodology developed and implemented in the

software.
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3. INTRODUCAO

3.1. A Sintese Protéica

Francis Crick enunciou o Dogma Central da Biologia Molecular pela primeira
vez em 1958 (Crick, 1958) e posteriormente, em 1970, o publicou na Revista
Nature (Crick, 1970). O Dogma Central afirma que a especificidade de um
fragmento de DNA depende apenas da seqiiéncia de seus nucleotideos® e que
essa seqliéncia é a chave para a disposicao dos aminoacidos em uma proteina
particular. O dogma central pode ser resumido a uma visdo esquematica
(Figura 1) que permite compreender de que forma a informagao presente em
biopolimeros - DNA, RNA e proteinas -, é transferida através das geragdes
celulares e como essa informacdo € utilizada por todos organismos vivos no

desempenho de suas fungoes.

Replicagdao do
DNA

Retro-Transcrigao
Transcrigao

o,
‘ Replicagdodo
RNA g RNA
Tradugdo
Proteina

Figura 1. O Dogma Central da Biologia Molecular (adaptado de: Crick, 1970)

" A unidade bdsica que forma as moléculas de DNA e RNA, composta por uma base nitrogenada,
uma pentose e um grupo fosfato. Ocorrem 4 tipos de bases nas moléculas de DNA: adenina (A),
guanina (G), timina (T) e citosina (C). Na molécula de RNA ocorre Uracila (U) no lugar da timina.
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Quando se reproduzem, os organismos vivos transmitem seu material genético
para sua progénie. Uma célula individual € a menor unidade reprodutiva
possivel e é o veiculo de transmissdao da informagdao genética em todas as

espécies de seres vivos.

As células vivas armazenam a informagdo genética da mesma forma, através
da dupla fita de DNA. A célula replica sua informacgdo individualizando as fitas
de DNA. Cada fita individualizada é utilizada como modelo para a polimerizagao
de uma nova fita, com uma seqiiéncia de nucleotideos complementar?® a fita
gue serviu como modelo. Esse processo é a replicacdo do DNA. Este mesmo
sistema de polimerizacdo a partir de uma fita modelo é utilizado na
transmissdo da informacdo presente no DNA para moléculas de RNA, em um
processo chamado de transcrigdo. Estas moléculas atuam em conjunto com a
maquinaria de tradugdo® e guiam a sintese de proteinas. Este processo conta
com a participagao dos ribossomos, que sao formados por RNA ribossomal e
proteinas (Alberts et al. 2004). As proteinas sdo os principais catalisadores e
efetuadores das reagdes quimicas que acontecem nos organismos, além disso

tem muitas outras fungdes, tais como:

e Estrutural ou plastica - as proteinas participam da formacgao de tecidos,
dando as propriedades de rigidez, consisténcia e elasticidade necessarias

a cada diferente tecido do organismo (Alberts et al. 2004).

e Hormonal - muitas proteinas sdo capazes de desencadear respostas
especificas sobre células, érgdos ou estruturas de um organismo como,
por exemplo, as citocinas que promovem um retardamento na

senescéncia foliar em plantas (Oliveira et al. 2007)

e Defesa - proteinas podem estar envolvidas em diversos mecanismos de

defesa dos organismos. Proteinas produzidas pelas plantas conhecidas

20 termo complementar refere-se a seqtiéncias de DNA ou RNA em que cada base consecutiva,
a partir da extremidade 5' da primeira fita, forma pontes de hidrogénio com as bases da
segunda fita a partir da sua extremidade 3', de acordo com as afinidades de pareamento, ou
seja, AcomTouAcomU, e Ccom G.

* Todas os componentes celulares envolvidos no processo se sintese protéica: Ribossomos, RNA
transportadores (tRNA), enzimas e ATP.

12



como ureases, por exemplo, apresentam atividade inseticida contra

carunchos, percevejos e pulgdes (Mulinari et al. 2007)

e Energética - Algumas proteinas podem servir como fonte de reserva
energética. As proteinas de reserva correspondem a cerca de 5 a 8% do

peso seco de graos de cereais. (Bernades et al. 1998)

e Enzimdtica - A enzima RuBisCO ( ribulose-bisfosfato carboxilase
oxigenase, EC 4.1.1.39), capaz de se ligar tanto a oxigénio quanto gas
carbbnico, €& responsavel pela fixacdo do carbono atmosférico em
moléculas organicas. A RuBisCo € a enzima mais abundante nas plantas
e conseqientemente a proteina mais abundante no planeta.(Alberts et
al. 2004)

Por mais divergente e especifica que seja a fungdo de cada proteina, sua
estrutura bdsica é sempre a mesma: um conjunto de aminoacidos. A
especificidade de sua fungdo, no entanto, depende da seqliéncia, da forma,
como os aminoacidos sdao arranjados, que por sua vez é determinada pela
seqiéncia de DNA correspondente ao gene que codifica esta proteina. (Crick,
1970)

Este processo que comega com a leitura de DNA e termina com sua
decodificacdo em proteinas especificas € denominado de expressao génica. O
controle da expressdo génica pode acontecer em diversos pontos do processo

e em diferentes compartimentos celulares (figura 2).

13



NUCLEO CITOSOL

controle
1
transcricional

Transcrito
primario

controle

5 dadegradagao
Gl de mRNA

mRNA inativo|
controle do
2 processamento
de RNA
[ MRNA |y P [ mRNA P [proteina |
controle do 4 controle
3 transporte traducional
de RNA
controle da

6 atividade
protéica

Figura 2. Etapas da expressdo génica (adaptado de: Alberts et at. 2004)

A proposta original do dogma central foi ampliada com a descoberta, em 1970,
da enzima transcriptase reversa (Baltimore, 1992) capaz de sintetizar DNA
utilizando como molde uma fita de RNA. Em 1963, Haruna e colaboradores
haviam demonstrado que o RNA também podia servir de molde para a sintese
de outras moléculas de RNA, processo realizado pela enzima replicase
codificada por um virus infeccioso cuja informagao genética esta contida numa
molécula simples de RNA. Estes estudos permitiram que o Dogma Central se
ampliasse sem, contudo, perder a unidirecionalidade, ou seja, do DNA a

proteina.

O nivel de expressao protéica - a quantidade de proteina que é produzida em
uma célula - é afetado por muitos fatores que agem sobre diferentes estagios
da expressdo génica, incluindo, principalmente, a transcricdo e a traducgdo. A
tradugdo envolve trés passos principais e sua eficiéncia pode ser influenciada
em cada um destes passos (Lithwick e Margalit 2003). As trés etapas da

tradugao sao:

e [Iniciagdo - A subunidade menor do ribossomo liga-se a extremidade 5'

do RNA mensageiro (mRNA), e desliza ao longo da molécula até

14



encontrar o cdédon de iniciacdo (AUG), onde ocorre a aproximagao do
tRNA transportador do aminoacido metionina, que se liga ao cédon de
iniciagao por complementaridade. Em seguida a subunidade maior liga-
se a subunidade menor do ribossomo. Também participam desta etapa

outras moléculas, dentre elas diversos fatores de transcrigao.

e Alongamento - Neste etapa um 2° tRNA transporta o aminoacido
correspondente ao segundo cédon da seqliéncia génica. A maquinaria
ribossomal, através de um processo que consome energia, realiza a
ligagdo entre a metionina inicial e o0 segundo aminoacido. Ligagdes entre
aminoacidos sdao chamadas de ligagdes peptidicas. O complexo
ribossomal avanga trés bases ao longo do mRNA no sentido 5' -> 3', o
tRNA correspondente a metionina é liberado e o sitio antes ocupado por
ele passa a ser ocupado pelo tRNA correspondente ao segundo
aminoacido da seqUéncia. O tRNA correspondente ao terceiro
aminoacido ocupa o segundo sitio do complexo ribossomal e é realizada
outra ligacdo peptidica. Esse processo vai se repetindo até a finalizagao

da sintese protéica.

e Finalizagdo: O término da sintese é desencadeado pela presenga de um
coédon de finalizagao (UAA, UAG ou UGA) na seqliéncia génica. Quando o
ribossomo chega ao cédon de terminagao as subunidades do ribossomo

separam-se e o peptideo é libertado.

O cédigo genético usa 61 trincas de nucleotideos (cédons) para codificar 20
aminoacidos e trés cédons para sinalizar a terminacao, fazendo com que um
mesmo aminodacido possa ser codificado por cédons sin6nimos, isto é: trincas
diferentes de nucleotideos que correspondem ao mesmo aminoacido (Figura
3). Esses codons sdao ‘“lidos” no ribossomo e pareiam com tRNAs
complementares que “carregam” o aminoacido apropriado, como explicado
anteriormente. A degeneracao do codigo genético permite que seqléncias de
acidos nucléicos alternativas codifiguem o mesmo peptideo. As freqliéncias
com que cddons diferentes sao utilizados variam significativamente entre

organismos, entre proteinas expressas em niveis altos ou baixos dentro do

15



mesmo organismo, e as vezes até mesmo dentro do mesmo operon (Gouy e
Gautier, 1982). Este fendbmeno é conhecido como codon usage bias ou

utilizacdo preferencial de cédons.

Primeira Za.base Terceira
hase baze
r 1U C A G|
Phe Ser Tyr Cys u
U Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser STOP STOP A
Leu Ser STOP T G
Leu Pro His Arg U
Leu Pro His Arg c
Leu Pro Gin Arg A
Leu Pro Gin Arg G
e Thr Asn Ser ¥]
A lle Thr Asn Ser C
e Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly u
Val Ala Asp Gly C
WVal Ala Glu Gly A,
Val Ala Glu Gly G

Figura 3. Possiveis trincas codificantes para cada aminoacido

A taxa de alongamento - a velocidade com que a seqiéncia de peptideos é
sintetizada - durante a traducao parece ser influenciada pela utilizagao

preferencial de cédons. Esta suposicdao esta baseada em dois resultados:

e Os niveis de espécies diferentes de tRNA intracelular estao
correlacionados com a abundéncia dos cdédons correspondentes
(Ikemura 1985).

e Genes altamente expressos demonstraram utilizar preferencialmente

cédons mais freqlentes. (Kanaya et al. 1999).

Assim, é esperado que genes altamente expressos utilizem cédons que tém
niveis mais altos de tRNAs correspondente, aumentando a taxa de progressao
da tradugao (Lithwick e Margalit 2003).
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Lithwick e Margalit (2003) analisaram trés caracteres envolvidos na traducao
em procariotos: o potencial de pareamento entre rRNA e a seqliéncia de Shine-
Delgarno presente no mRNA, identidade do cédon de parada e codon usage
bias, sendo este ultimo fator o que mostrou maior correlacdo com niveis de

expressao protéica.

A incompatibilidade na utilizacdo preferencial de cddons pode prejudicar a
expressao de genes heterdlogos. Uma solugao plausivel é ampliar o “pool” de
tRNA intracelular do hospedeiro. Isso pode ser feito super expressando genes
de tRNAs raros. Embora a super-expressao de tRNA aparega inicialmente como
uma solucao atraente, ha alguns empecilhos. Diferentes tRNAs precisariam ser
super-expressados para genes de organismos diferentes e essa estratégia ndo
é tdo atrativa para hospedeiros que sejam mais dificeis de serem manipulados
do que E. coli (Kane 1995). Uma alternativa é modificar o gene a ser

expressado (Gustafsson et al. 2004).

Em geral, quanto maior o nimero de cdédons pouco freqlientes que um gene
contém, maiores sdo as chances da expressao protéica atingir niveis
insatisfatérios (Kane 1995). Ademais, niveis baixos de expressao sao
intensificados se os codons raros ocorrem em grupos ou na regiao N-terminal
da proteina. Uma estratégia comum para aumentar a expressao é alterar os
cédons do gene alvo de forma que eles se assemelhem mais ao padrao de
utilizacdo de cédons do hospedeiro. Para este objetivo sao utilizadas técnicas
que vao desde mutacdes sitio direcionadas (Kink et al. 1991) até a sintese de

genes completos (Nambiar et al. 1984).

Com o conhecimento do padrao de uso de cédon de um organismo é possivel
realizar a otimizacdo dos cddons do transgene que se deseja expressar no
organismo receptor. Esse ajuste ocorre por uma substituicdo de um cdédon de
baixa freqléncia por outro de alta freqiéncia, conforme a distribuicdo de
freqiéncia da espécie desejada. Esse procedimento ndo altera a seqiéncia da
proteina e permite maximizar a sua sintese, pois aumenta a eficiéncia da
traducao do seu mRNA. A utilidade dessa estratégia é amplamente conhecida,

como no caso da humanizacao da proteina do gene GFP (Zolotukhin et al.
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1996); vacinas plasmidiais (Uchijima et al. 1998), e no uso do gene cry que

produz cristais da toxina Bt do Bacillus thuringiensis (Loguercio et al. 2002).

Existe muita especulacdo relativa as forgas evolutivas que produziram estas
diferencas na preferéncia por determinados cédons (Grosjean e Fiers 1982). A
distribuicdo de cédons responde ao conteido de GC gen6mico e as mudancas
na utilizacdo de cédons sao explicadas, pelo menos em parte, por um equilibrio
mutacdo-selecao entre os cdédons sindnimos (Knight et al. 2001). Alguns
pesquisadores hipotetizaram que a utilizacdo preferencial de cédons tende a
diminuir a diversidade de tRNAs isoaceptores, reduzindo a carga metabdlica e
sendo entdo benéfica a organismos que gastam parte de suas vidas sobre
condicdes de crescimento rapido (Andersson e Kurland 1991). Quaisquer que
sejam as razodes para existéncia de codon usage bias, esta claro que este uso
preferencial pode ter um impacto profundo na expressao de proteinas

heterdlogas (Kane 1995).
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Tabela 1. Exemplos de otimizagao e resultados obtidos

(Gustafsson,2004)
Gene origin Protein name Host Improvement
Homo sapiens IL-2 Escherichia coli 16-fold
Clostridium tetani Fragment C E. coli 4-fold
Baciflus thuringiensis Crylalb), CrylAlc) Lycopersicon esculentum 100-fold

B. thuringiensis

Mus musculus
Baeillus hybrid

H. sapiens

HIV
Aequorea victoria

A. victoria
A, victaria

M. musculus

Spinacia oleracea

H. sapiens

Listeria monocytogenes
H. sapiens

Rickettsia prowazekii
BPV1

H. sapiens

H. sapiens
Triticum sestivum

T. aestivum

HIV

Dermatophagoides

HIV

Plasmodium

Tnlherpes simplex virus
HPY

Corynebacterium diphtherise
—~meammal hybrid

P1 phage

Acting eguina

H. sapiens

H. sapiens

Schistosoma mansani

Caenorhabditis elegans
Herpesvirus
HIV

H. sapiens
HPV

HPV
Flasmaodium

Crylalb), CrylAlc)

lg « chain
(1,3-1,4)-p-glucanase

TnT

Gp120
GFP

GFP
Mutated GFP

c-Fos

Plastocyanin
Meu rofi bromin
LLO

M2-2

Tle

L1 and L2
PC-TP

hCG-p
CYP73A17

CYP73A17

Gag

ProDer p1

Gag

EBA-175 region Il and MSP-1
rtTA

L1

DT

Cre

Equistatin

IL6
Glucocerebrosidase

SmGPCR
GluClal, GluCIp

us1
Gag, Pol, Env, Nef

F2 domain of EBA175

Nicotiana tabacum

Saccharomyces cerevisiae
Hordeum vuigare

E. coli

H. sapiens
H. sapiens

H. sapiens
Candida slbicans

E. coli

E. coli

E. coli

M. musculus
E. coli

E. coli
Mammalian
E. coli

Dictyostelium
5. cerevisiae

N. tabscum

H. sapiens
Mammalian

H. sapiens

M. musculus
M. musculus
H. sapiens
Fichia pastoris

Mammalian
F. pastoris
E. coli

F. pastans

H. sapiens

Asttus norvegicus
Mammalian
H. sapiens

E. coli
Mammalian
Mammalian

E. coli, P. pastons

Below detection versus =0.1%
of total protein

=50-fold

Below detection versus 40 ng
per 2 x 10% protoplasts

10- and 40-fold (two different
constructs)

=40-fold

Below detection versus
substantial signal

22-fold

Below detection versus strong
band in westarn

Below detection versus 20% of
soluble protein

1.2-fold

3-fold

100-fold

140-fold

No effect

=1000-fold

Trace levels versus 10% of
cytosolic protein

4-5 fold

4-,7- and 13-fold (three different
constructs)

5-fold

=>322-fold

5-10-fold

1.5-2-fold

4-fold

=20-fold

1% 10%-1 % 10%fold

Owversus 10 mg L'

1.6-fold

2-fold

3-fold

8- and 10-fold (two different
constructs)

Barely detectable versus strong
band in western

6-9-fold

10-100-fold

=280, =260 %, =48x,
=20, respectively

5-fold

&-9-fold

20-100-fold

4-fold and 3-fold

Embora o codon usage bias de um gene possua um papel grande em

sua

expressao, seria incorreto sugerir que este é o Unico fator envolvido. A escolha
de vetores de expressdo e de promotores também ¢é importante (Higgins e
Hames 1999). As seqiéncias de nucleotideos que cercam a regidao N-terminal
da proteina parecem particularmente sensiveis, tanto para a presenca de
céodons raros (Hoekema et al. 1987, Deana et al. 1998) quanto para a

identidade dos cddons imediatamente adjacentes ao AUG iniciador (Stenstrom
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e Isaksson 2002). Também existem certas interacdes entre nivel de tradugao e
estabilidade de mRNA que nao foram completamente compreendidas (Wu et
al. 2004), sendo que a estrutura da regidao 5° do mRNA também tem um efeito
significativo (Griswold et al. 2003).

Analises estatisticas dos nucleotideos presentes ao redor do AUG, cdédon de
inicio da traducdo, em diferentes organismos mostraram a preferéncia por
certos nucleotideos em determinadas posicées (Lukaszewicz et al. 2000). Em
eucariotos, a traducao por ribossomos citosélicos geralmente comeca a partir
do primeiro AUG transcrito (Kozak 1991).

Entretanto o reconhecimento de um AUG como ponto de inicio da traducdo
depende de diversos fatores, tais como: distancia da extremidade 5°, a
estrutura secundaria ao redor do AUG e a seqliéncia de nucleotideos que
flanqueia o sitio de iniciagcdao, chamada de contexto de iniciacao (Boyd e
Thummel 1993, Kozak 1991, Roy et al. 1990).

A composicdo da regidao vizinha ao AUG iniciador de genes disponiveis nos
bancos de dados publicos tem sido extensivamente analisada e a analise de
5074 seqléncias de plantas permitiu a identificacdo de um consenso para
monocotiledéneas (a:c A:G A:C c AUG G C) e dicotiledoneas (a A A:C a AUG G
C) onde as bases -3 e +4 sdao as mais importantes, considerando o A do cédon
AUG como posigao +1 (Joshi et al. 1997). Estes consensos foram determinados
através da regra 50/75 descrita por Cavener (1987). Uma base singular recebe
o status de consenso e é escrita com letra mailscula caso a freqliéncia relativa
de um Unico nucleotideo em uma determinada posicao seja maior que 50% e
duas vezes maior que a freqiéncia do segundo nucleotideo mais freqliente.
Quando apenas um nucleotideo ndao preenche estes critérios, um par de bases
pode ser determinado como consenso caso a soma das freqliéncias relativas
destes dois nucleotideos na mesma posicdo seja maior que 75%. Quando
nenhum destes critérios é estabelecido em uma posicdo, é indicado o

nucleotideo mais freqliente em letras minusculas.

Estudos in vitro demonstraram uma menor importancia do contexto de

iniciacdo no processo traducional de plantas do que em outros organismos
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(Lutcke et al. 1987). Esse fato diverge dos dados de ensaios em vivo onde é
demonstrada a importéncia das posicoes -3, -2, +4 e +5 (Lukaszewicz et al.
2000).

A observacdo de que contextos de iniciacdo sub-6timos estdao presentes em
muitos genes sugere a hipotese que este contexto pode estar envolvido com a
modulacdo da expressao génica. Esse pode ser o caso para transcritos que
codificam duas proteinas que diferem em suas regides N-terminal. Alguns
transcritos codificam proteinas que podem operar tanto no citosol quanto em
alguma organela. O peptideo maior, iniciado no primeiro AUG em um contexto
sub 6timo, inclui a seqléncia direcionadora, ja o menor, que foi sintetizado a

partir de um outro AUG permanece no citosol (Small et al. 1998).

A terminacao da sintese protéica é desencadeada por um dos trés codons de
terminacao (UAA, UAG, e UGA) e resulta na liberacao do polipeptidio recém
sintetizado do ribossomo. Contudo, existem casos nos quais o trinucleotideo
(cédon de parada) nao é suficiente para terminar a traducao eficientemente.
(Tate et al. 1996). Os cédons que precedem o cédon de parada, a identidade
do cdédon de parada e a base seguinte a ele tém influéncia na eficiéncia da
terminacao da traducdao (Poole et al. 1995). Foi mostrado que cddons de

parada ineficientes conduzem a uma baixa producao protéica (Jin et al. 2002).

Devido ao nucleotideo seguinte ao cédon de parada ter se mostrado
importante para a eficiéncia da terminagdo, os cddons de terminagdo sao
freqientemente considerados como compostos por quarto bases (Poole et al.
1995). Foi mostrado que o cddon de terminagcao UAAU é o mais eficiente em E.
coli (Poole et al. 1995). Lithwick and Margalit (2003) demonstraram que
certamente existe uma preferéncia significante por UAAU em genes altamente

expressos em E. coli e em H. influenzae.

Sdo significativamente suprimidos padroes de dinucleotideos CpG
imediatamente apds o cédon de parada (Jacobs et al. 2000). J& a regido
anterior também parece apresentar alguns padrdes, ainda que esta regido, por
ser codificante, deva ser influenciada por outros fatores tais como: codon

usage bias, composicao de aminoacidos ou estrutura protéica. Por exemplo,
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GpG dinucleotideos sdo freqientemente observados na regido imediatamente
anterior ao codon de terminacao (Cavener e Ray, 1991), e tem sido reportado
gue apenas o ultimo aminoacido tem influencia sobre a eficiéncia do processo

de terminagao (Mottagui-Tabar and Isaksson 1997).

O “Codon Adaptation Index” -CAI- relaciona a frequéncia de cddons em uma
proteina com a freqléncia destes cdédons em um grupo de referéncia de
proteinas altamente expressas. Convencionalmente, proteinas ribossomais sao
usadas como grupo de referéncia de proteinas altamente expressas. Os valores
de CAI variam entre 0 e 1, e quanto mais alto o valor o mais semelhante é o
uso de codons no peptideo particular em relacdo ao padrao de utilizagdo que
ocorre em genes altamente expressos (Sharp e Li 1987). Ozawa et al. (2002)
observaram em eucariotos uma correlagao positiva entre valores de CAI e o
conteudo de informacgdo nas posicoes +1 e +2 depois do cédon de parada.
Como genes com valores de CAI elevado sdao geralmente mais expressos, os
resultados de Ozawa et al. (2002) sugerem que genes expressos em niveis

elevados tenham um consenso favoravel ao redor do coédon terminador.

3.2. A Cultura do Eucalipto no Brasil

O Eucalipto tem sua origem na Australia e em outras ilhas da Oceania e
chegou a Brasil na segunda metade do século XIX, quando foi introduzido com
fonte de madeira que seria aplicada como dormentes nas linhas férreas que se

instalavam no Pais (Ministério da Ciéncia e Tecnologia, 2003)

Atualmente o Brasil € o maior produtor mundial de celulose -6,3 milhdes de
toneladas por ano- e possui a maior area plantada de eucaliptos do mundo,

mais de 3 milhdes de hectares distribuidos do norte ao sul do pais. (Figura 4).
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Minas Gerais 1.067.744

Sé&o Paulo 798.522
Bahia 527.386
Espirito Santo 204.035
Rio Grande de Sul 179,690
Parana 114.996
Mato Grosso do Sul 113.432
Para 106.033
Santa Catarina 61.166
Maranhdo 60.745
Amapa 60.087
Goias 47.542
Mato Grosso 42.417
Outros 27.409
TOTAL 3.407.205

Figura 4. Area e distribuicdo de florestas plantadas com eucalipto no Brasil entre 2005
e 2006 (Abraf, 2007)

Além da quantidade também se destaca a qualidade da cultura do eucalipto no
Brasil, que apresenta o maior indice médio de produtividade do mundo, sendo

de 40m? por hectare ao ano (Ministério da Ciéncia e Tecnologia, 2003).

Segundo relatério publicado pela Sociedade Brasileira de Silvicultura (ABRAF,
2007) a producgao do eucalipto brasileiro se destina basicamente a producdo de
celulose e papel e ao carvao que abastece as siderurgicas (Figura 5). As
industrias brasileiras que usam o eucalipto como matéria prima para a
producdo de papel, celulose e demais derivados representam 4% do nosso PIB,
8% das exportacées e geram aproximadamente 150 mil empregos (Ministério

da Ciéncia e Tecnologia, 2003).
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B Papel e Celulose
m Siderurgia
Painés de Madeira

Figura 5. Area com florestas plantadas por segmento industrial (Abraf, 2007)

A producgao brasileira de celulose vem crescendo a uma taxa de 6,4% ao ano
desde 1997. No ranking mundial, o Brasil ocupa a 72 posi¢cdo, porém como
fabricante de celulose de fibra curta, o pais € o principal produtor mundial.
Conforme o tipo de arvore se obtém a celulose de fibra curta ou de fibra longa.
Esta caracteristica torna o papel resultante mais absorvente ou mais
resistente, respectivamente. Todos esses niumeros demonstram a importancia
do eucalipto para a economia do Pais e se refletem na alta competitividade em
um mercado altamente disputado (Abraf, 2007).

A produtividade média dos plantios de eucalipto que em 1990 era de
aproximadamente 26m?3/ha.ano hoje é de aproximadamente 41m?3/ha.ano.
Este crescimento permite afirmar que esta melhora na producgao é resultado
dos investimentos em pesquisa e desenvolvimento aplicados na silvicultura.
Fato que faz com que a grande maioria das florestas de eucalipto plantadas
hoje serem oriundas de plantios clonais de alta produtividade, adaptados e
tolerantes a fatores adversos de clima, solo e agua, entre outros (Abraf 2007).
A maior parte destas variedades foi desenvolvida através de metodologias de
melhoramento genético classico, no entanto, cada vez mais é maior o interesse
e o investimento em biotecnologia feitos pelo governo e pelas grandes
empresas do setor. Duas iniciativas corroboram esta afirmagao: o projeto

Forests e o Projeto Genolyptus.
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O projeto FORESTs, é uma iniciativa de 4 empresas e da FAPESP. O projeto
conta com duas etapas: na primeira, foi feito o seqienciamento do genoma
expresso do eucalipto (ESTs), na segunda, foram realizadas correlacdes entre
0s genes seqlienciados as fungdes da planta. A Fapesp investiu 530 mil ddlares
na primeira fase, e as quatro empresas participantes (Votorantim, Suzano,
Duratex e Ripasa), cerca de 250 mil reais. Os dados resultantes da pesquisa
sao compartilhados pelas empresas. O Genolyptus - do qual participam
universidades, empresas e a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa) - tem abordagem diferente. Sao observadas e cruzadas arvores
com diferentes caracteristicas. Com o uso de mapeamento genético,
seqlienciamento de DNA e mapeamento fisico do genoma do eucalipto, serdo
identificadas as regidbes do genoma que controlam funcdes ligadas

principalmente a qualidade da madeira e resisténcia a doencas.
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3.3. Objetivos do Projeto

O objetivo primordial deste trabalho foi fornecer informagdes que permitam
aumentar os niveis de producdao de proteinas em eucalipto geneticamente

modificado através do aperfeicoamento do processo de tradugao.

Para isto identificou-se a presenca de padrdes na utilizacdo de cdédons em
seqléncias ESTs de eucalipto e gerou informacdes que permitem aumentar os
niveis de producdao de proteinas de interesse em eucalipto geneticamente

modificado. Em concreto, o presente projeto visou:
e Identificar c6édons mais utilizados em eucalipto

e Identificar variagdes na utilizagdo do cédon entre genes mais expressos
€ menos expressos e também entre genes expressos em diferentes

tecidos

e Identificar padroes presentes nas regides iniciadora e terminadora da

traducao

e Produzir um software que indique as alteragdes necessarias na

seqiéncia de DNA de qualquer gene de interesse

A fim de validar os dados levantados e o software de otimizagdao foram
construidos genes sintéticos e estd em execugao o processo para validar com

ensaios in vivo a metodologia de otimizacao utilizada pelo software
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Identificacao das ORFs e Elaboracao do Conjunto de Dados

A primeira etapa do projeto foi a identificacdo das regides codificantes de
proteinas (ORFs) a partir das seqliéncias depositadas no banco de dados do
projeto FORESTs. Para isso foi elaborada com a linguagem de programacgao
Perl uma ferramenta chamada ORFIS (Open Reading Frame Indentifier Script).
Ela é capaz de comparar por similaridade os dados do banco FORESTs com
dados de bancos publicos; obter o quadro correto de leitura e procurar pela
metionina inicial e pelo cédon de terminagcdo, que nao fossem identificados
diretamente por similaridade. Além disto, esta mesma ferramenta apresenta
funcdes de alinhamento e verificacdo da freqliéncia de cada nucleotideo em
diferentes posicdes da seqliéncia génica. As verificagdes de homologia foram
feitas com seqliéncias depositadas nos bancos NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) e
SWISSPROT (www.ebi.ac.uk/swissprot). Para obter um conjunto de dados
mais confidveis foram utilizadas apenas seqliéncias “Full Lenght” - aquelas que

possuem similaridade tanto na regiao iniciadora quanto na terminadora.

4.2. Identificacdao de Variacoes na Utilizacao de Codons Sinonimos

Diversas anadlises foram realizadas para verificacdo da utilizacdo de cdédons
sindbnimos. Para isso utilizamos 0s programas CodonW
(http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/codonw.html),  GCUA (General
Codon Usage Analysis ftp://ftp.nhm.ac.uk/pub/gcua) e InCA (Interactive
Condon Analysis http://www.bioinfo-hr.org/inca), desenvolvidos por outros
grupos de pesquisas. Dentre estes trés optamos por trabalhar com InCA. Este
programa contabiliza a freqUéncia relativa de cada cdédon (codon usage),
mostra o tamanho de cada ORF, o conteiddo de GC, além de desempenhar
outras fungbes. Os dados foram submetidos a analises executadas com os
programas R e Microsoft Excel. Estes estudos foram realizados com auxilio do

grupo de bioinformatica do Genémica Funcional.
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4.3. Distribuicao dos Genes em Classes

Apds a elaboracdo do conjunto de dados, os genes selecionados foram
agrupados de acordo com classe protéica (obtida por homologia), niveis e
locais de expressdo (dados FORESTs). Para isto extraimos do grupo de ORFs
aquelas que representavam os 10 genes mais expressos, os 100 mais
expressos € 0s 100 menos expressos de acordo com os dados de expressao in
silico gerados pelo projeto FORESTs. Os locais de expressdao também foram
determinados por meio das informacgdes de expressao in silico, e seguiram o
agrupamento de tecido preferencial de expressdo apresentado por Vicentini et
al. (2005).

4.4. Estudo do Contexto de Iniciacao e Terminacao da Tradugao

As andlises do contexto de iniciacdo e terminacao foram feitas através da
ferramenta ORFIS que permitiu contabilizar a freqliéncia de cada base em cada
posicao e identificar possiveis consensos nestas regides. Os consensos foram
determinados através da regra 50/75 descrita por Cavener (1987). Uma base
singular recebe o status de consenso e é escrita com letra mailscula caso a
freqliéncia relativa de um Unico nucleotideo em uma determinada posicao seja
maior que 50% e duas vezes maior que a freqliiéncia do segundo nucleotideo
mais freqliente. Quando apenas um nucleotideo ndo preenche estes critérios,
um par de bases pode ser determinado como consenso caso a soma das
freqliéncias relativas destes dois nucleotideos na mesma posicdo seja maior
que 75%. Quando nenhum destes critérios é estabelecido em uma posicdo, é

indicado o nucleotideo mais freqiente em letras minusculas.
4.5. Construcao do Software
A partir dos padrdoes de utilizacdo de cddons identificados foi construido o

Software LGF-EGO 05 (Eucalipto Gene Optimizer). Esse programa roda on line

e pode ser acessado através do endereco: https://ipe.cbmeg.unicamp.br/cgi-
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https://ipe.cbmeg.unicamp.br/cgi-bin/pipeCodon/codon.cgi

bin/pipeCodon/codon.cgi. O wusuario pode optar entre trés opgdes de

otimizagao:

e Best Codons: Apenas as trincas mais utilizadas para cada aminoacido

sao utilizadas;

e Best Group of Codons: As trincas menos freqlentes para cada
amionacidos sdo excluidas e é formado um grupo de cdédons mais
freqlentes. O software seleciona deste grupo, de forma aleatodria, a

trinca que sera utilizada;

e Best Couple of Codons: A relagao entre cédons vizinhos é utilizada como

parametro na construgao da seqliéncia génica.

Como resultado final é exibido: a seqliéncia génica otimizada, o numero de
cédons modificados, e os conteldos de GC e GC3 antes e depois do processo.
O programa traduz (monta a seqliiéncia de aminodcidos) a seqliéncia original e
a otimizada e compara as duas cadeias peptidicas para ter certeza que nao

houve nenhuma troca de aminoacidos.

Um estudo individualizado de cada seqiiéncia gerada € recomendavel para se
identificar possiveis introns, e mudancgas pontuais na regido problematica sdo a

solugao para este tipo de problema.

O programa foi construido com as linguagens de programacao perl, R e html e
seu registro foi feito junto ao INPI por intermédio da agéncia INOVA/UNICAMP
(numero de registro: 00071769).

4.6. Construcao dos Genes Sintéticos

O genes sintéticos foram desenhados com o software LGF-EGO 05 tendo como
molde a seqiiéncia do gene mGFP5. Esta é uma versao do gene codificante de
proteina verde fluorescente da agua viva Aequorea victoria adaptada para
expressdao em plantas pois teve um intron criptico retirado (Haseloff et al.
1997). Foram desenhadas duas seqliéncias otimizadas, uma contendo apenas

os coédons mais freqlentes para cada aminodcido (mGFP5-BC) e outra
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utilizando relacdes entre cddons vizinhos (MGFP5-BCC). Os genes sintéticos

foram construidos pela empresa alema GENEART.

4.7. Construcao dos Vetores de Transformacao

A partir dos plasmidios pCAMBIA 1302 e 2301 foi construido um vetor
contendo os genes mGFP5 e nptll. O gene mGFP5 foi retirado do vetor 1302
com as enzimas de restricao HindIII e BstEII e clonado no vetor 2301 digerido
pelas mesmas enzimas. Essa construcao foi chamadada de pCAMBIA 2302 e
serd utilizada como controle em experimentos futuros. Ambos os genes
sintéticos (MGFP5-BC e mGFP5-BCC) foram inseridos nos vetores 2301 da
mesma forma. Primeiro foram retirados dos vetores originais apds digestao
com as enzimas Ncol e BstEIl e inseridos no vetor 1302. Este vetor
intermediario foi digerido com HinDIII e Bstell e o inserto foi clonado no vetor
2301 previamente digerido com as mesmas enzimas. Estes vetores foram
chamados de 2302-BC e 2302-BCC. Além de PCR, foram feitos ensaios de
digestdao com as enzimas Xhol, BamHI Pvull e EcoRV para confirmar as

construgoes.

4.8. Transformacao de Epitélio de Cebola

Tiras de epiderme de cebola foram bombardeadas utilizando um canhdo de
hélio. Foi utilizado DNA plasmidial de cada construcao (2302, 2302-BC e 2302-
BCC) e do vetor pCAMBIA 1302, que foi utilizado como controle para expressao
de GFP. Também como controle foi feita co-transformagao com o plasmidio
POL-RFP. Este plasmidio codifica a proteina RFP (red fluorescent protein) com
um sinal que direciona esta proteina para mitocondrias. Vinte quatro horas
ap6s o bombardeamento foi verificada a expressdo de GFP e RFP por

microscopia de fluorescéncia.
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4.9. Transformacao de Eucalipto

As tentativas de transformacao de calos foram feitas de acordo com a

metodologia apresentada por Sartoretto et al. 2002.

4.9.1. Obtencao de Plantulas

Sementes de eucalipto fornecidas pelo Centro de Energia Nuclear na
Agricultura (CENA - USP) foram esterilizadas por imersao em etanol 70% (v\v)
por 1 minuto seguido de 10 minutos em solucdo diluida de hipoclorito de sddio
contendo chlorine 8% (w/v). Apds esse tratamento foram lavadas quatro vezes

em agua estéril.

As sementes esterilizadas foram colocadas em meio basico MS [meia forca MS
macronutrientes, completo micronutrientes], suplementado com vitamina MS-
B filtro esterilizada , sucrose 3% (w/v) e Agar 0,6% (w/v), pH=5,8 ajustado
com 0,1 M KOH antes de autoclavagem por 20 minutos a 121°C.

As placas contendo as sementes foram mantidas sob temperatura de 26°C, sob

fotoperiodo de 16h e intensidade luminosa de 40 mmoles fotons/m/s.

4.9.2. Inducao dos Calos

Foram retirados cotilédones e hipocotilédones de plantas com pelo menos 10
dias de cultivo. Estes foram colocados em placas de petri previamente
preparadas com meio MSM - 10uM 2,4D/ 2,5uM BAP. As placas foram

mantidas no escuro. Foram feitos repiques a cada catorze dias.

Além dos calos obtidos de acordo com esta metodologia também foram feitas

tentativas com calos fornecidos pelas empresas Suzano e VCP.
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4.9.3. Transformacao dos Calos

A metodologia de bombardeamento foi semelhante a utilizada para
transformacdo de epitélio de cebola. Foi utilizado DNA plasmidial de cada
construgcao (2302, 2302-BC e 2302-BCC) e do vetor pCAMBIA 1302, que foi
utilizado como controle para expressdao de GFP. Também como controle foi
feita co-transformacdo com o plasmidio pCAMBIA 2301. Este plasmidio contem
0 gene reporter gusA e o gene de selecdo nptll.

Para realizacdo do teste histoquimico GUS, calos bombardeados foram
incubados em solugao X-GLUC durante 12h, no escuro, a 37 °C. A avaliagao do
teste foi realizada com auxilio do microscopio estereoscopico, observando-se a

presenca de coloragdao azulada no tecido analisado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Identificacdao das Seqiiéncias Codificantes e Elaboragdo de um

Conjunto de Dados de Referéncia

Os genes contém seqliéncias de nucleotideos que sdao compostas por regides
reguladoras e uma regido codificadora chamada de CDS. O CDS é a seqliéncia
de nucleotideos que corresponde aos aminodacidos na proteina predita. A busca
pela CDS em uma seqliéncia desconhecida é feita por meio da verificacdo das
possiveis ORFs (Open Reading Frames). O termo ORF indica uma porcdo de
DNA com potencial para dar origem a um polipeptidio; Para isto uma ORF deve
conter um codon de iniciagdo AUG e terminar com um dos trés possiveis

cédons de terminacao.

A primeira etapa deste projeto consistiu na identificagao de ORFs e posterior
extracao de CDS das seqliéncias ESTs depositadas no banco FORESTS.

Existem diversas metodologias para identificacao de ORFs, mas as duas
principais sdo: algoritmos matematicos capazes de predizer e localizar
possiveis genes e ferramentas que “cacam” as ORFs através do rastreamento

de todos os quadros de leitura do EST.

Dentre as ferramentas computacionais que tem como objetivo localizar
possiveis genes, utilizando métodos preditivos matematicos e estatisticos,as
mais eficientes tem como base algoritmos de Hidden Markov Model (HMM),
heuristica ou uma combinacao desses com outros métodos(mukherjee et al.
2005). Entre os programas mais utilizados estdo GLIMMER (Delcher et al.
1999), GeneMark (Besemer et al. 2005), EasyGene (Larsen et al. 2003) e
ESTScan (Iseli et al. 1999).

A ferramenta ORF Finder, disponivel no site do NCBI, “I&” a seqiéncia EST em
todos os possiveis quadros de leitura abertos, traduzindo a seqliéncia com a
utilizacdo do cdédigo genético padrao ou de um alternativo, especifico para o
organismo em estudo, e apresenta como resultado as regides compreendidas

entre um cédon de inicio e um cédon de terminacdo, fornecendo indicios sobre
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o quadro de leitura correto de uma seqliéncia de DNA e sobre onde as regides

codificantes comegam e terminam (Gibas e Jambeck, 2001).

A etapa seguinte a identificacdo das ORFs na seqliéncia de DNA é a
comparacao da seqliéncia de nucleotideos e da seqliéncia de aminoacidos das
proteinas codificadas por esses possiveis genes com seqliéncias depositadas
em bancos de dados. Existem varios bancos de dados de acesso livre que
agrupam informagoes que atendem as mais diversas questdes bioldgicas. Os
bancos de dados mais completos que armazenam seqiéncias de DNA e de
proteinas sdo: o GenBank (Wheeler et al. 2006; Benson et al. 2006)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/), o DDBJ] (Tateno et al. 2002; Okubo
et al. 2006), e o EMBL (Birney et al. 2006).

A busca por similaridade tem como principal objetivo identificar seqliéncias
similares cuja funcdo ja tenha sido descrita experimentalmente e permitir

identificar com maior precisao os CDSs.

Na grande maioria dos trabalhos cientificos as seqiéncias de interesse sao
comparadas com aquelas depositadas nos bancos de dados, utilizando o
programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). O programa BLAST é
uma ferramenta computacional criada em 1990 e muito utilizada devido a sua
rapidez na obtencdo dos resultados. O BLAST utiliza matrizes de valores
(score), como a matriz BLOSUM62, para procurar pelo mais alto valor (grau de
score) no alinhamento da seqiiéncia de interesse (query) contra as seqliéncias
de banco de dados (subject) (Altschul et al. 1990)

Uma comodidade da ferramenta Orf Finder é que as seqliéncias deduzidas
podem ser alinhadas com as seqiiéncias do GenBank utilizando a versao on-
line do BLAST. Uma desvantagem é que esse processo € manual e deve ser

feito para cada uma das seqliéncias.

Conforme apresentado, existem diversas metodologias disponiveis que
permitem a extracdo de ORFs de dados obtidos através de seqienciamento de
cDNA. Submetemos nossos dados ao software ESTSCAN (Iseli et al., 1999)
que utiliza algoritmos matematicos para identificar seqiéncias codificantes,

além de propor a capacidade de corrigir possiveis erros de seqliienciamento.
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Apesar deste programa ser amplamente utilizado os dados que obtivemos com
ele em testes preliminares nao foram satisfatorios, pois o numero de

sequéncias com erros de quadro de leitura foi muito elevado.

Ja4 o método de identificacdo Orf Finder mostrou menos erros deste tipo, e
demonstrou ser conveniente ao estudo. No entanto ele ndo permite a analise

de grande volume de dados.

Pensando em um método que permitisse identificar as ORFs e realizar a busca
de similaridade com seqUliéncias ja conhecidas (BLAST) de maneira otimizada e
com grande volume de dados foi desenvolvida a ferramenta ORFIS. Que

funciona com pressupostos semelhantes a ferramenta Orf Finder.

O programa ORFIS funciona em etapas, em um primeiro momento é feito Blast
onde as sequéncias ESTs sdao comparadas com seqliéncias depositadas em
bancos publicos e de acordo com a seqliencia de maior similaridade é definido
0 quadro de leitura do EST. Na etapa seguinte o programa compara os cédons
de inicio e término da seqliiéncia conhecida com a ORF identificada na

seqliencia EST e determina o inicio e o fim do CDS, agora identificado.

Todos as seqléncias consenso do banco FORESTs (cerca de 30.000) foram
submetidas a ferramenta ORFIS que encontrou 2636 seqléncias full lenght
guando comparou as seqiéncias depositadas no banco de dados do projeto
FORESTs com as seqliéncias depositadas no NCBI. A comparacdao com dados
depositados no banco SWISSPROT identificou 1527 possiveis seqliéncias. O
padrdao de utilizacdo de cddons foi verificado para ambos os conjuntos e
nenhuma diferenca significativa foi observada entre eles. Objetivando um
maior espaco amostral as analises posteriores foram feitas sobre o conjunto

obtido com auxilio do banco NCBI.

Os dados obtidos com o programa ORFIS se mostraram de boa qualidade e
validaram a metodologia que foi desenvolvida para a identificagdao de CDSs em

grandes volumes de dados.
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5.2. Identificacdao de Variagoes na Utilizacao de Cédons SinGnimos

Conforme apresentado na introducao do presente trabalho o cédigo genético é
degenerado, isto é: um mesmo aminoacido pode ser codificado por trincas de
nucleotideos diferentes. E a freqliéncia como diferentes trincas codificantes de
uma mesmo aminoacido - chamadas também de cddons sindnimos - sdo
utilizadas ndo é igual. Por exemplo, para o aminoacido histidina que pode ser
codificado por dois cédons distintitos — CAU e CAC - esperar-se-ia que cada
uma das trincas fosse utilizada em metade das vezes em que o aminoacido
ocorre, no entanto ndo é isso que acontece. Uma trinca é mais utilizada. Esse
fendmeno recebe o nome de Codon Usage Bias ou utilizagdo preferencial de

codons.

Para identificar como os cdédons sdo utilizados nas seqliéncias de eucalipto
submetemos os dados referentes aos CDSs extraidos do banco FORESTs ao
programa INCA. O que este programa faz é contabilizar quantas vezes
determinado aminoacido ocorre e também quantas vezes cada trinca de

nucleotideos ocorre.
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0,2 ESWISSPROT

-0.3

Codon Usage (obs-esp)

0.4

Figura 6. Padrdao de codon usage bias apresentado pelas ORFs extraidas dos dados FORESTSs.

O eixo Y refere-se a diferenca entre o codon usage observado em cada trinca e o valor

referente a ocorréncia aleatéria da mesma; resultados positivos indicam uma utilizagdo
superior ao aleatério ja valores negativos indicam uma utilizagdo inferior. No eixo X estdo
representados os aminoacidos e as trincas correspondentes. Este artificio permite uma rapida
analise grafica comparativa do padrdo de codon usage bias e foi utilizado nas figuras 1,2,3 e

4.

Como pode ser observado na figura 6 existe utilizacdo preferencial de cédons

em eucalipto. Existem alguns aminoacidos que apresentam maior diferenca na
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utilizacdo de cdédons sinbnimos que outros. Foram realizados testes de qui-
guadrado que mostraram que para todos aminodacidos a utilizacao das trincas

ndo é aleatédria e que a diferenga na utilizagao é significativa.

E interessante notar o fato de que na maioria das vezes as trincas que ocorrem
com maior freqiiéncia sdo aquelas terminadas em C ou G. E notdria a relacdo
entre os padroes de Codon Usage Bias e o conteludo de G+C gendomico (Knight
et al. 2001). No entanto ndo é possivel afirmar quem é causa e quem é

conseqliéncia. O conteudo de GC identificado no eucalipto foi de 53%.

5.3. Codon Usage Bias de Acordo com Niveis de Expressao

Diversos trabalhos sugerem que genes expressos em niveis elevados possuem
um padrdao de utilizacdo de cdédons que reflete as trincas mais freqlentes
(Ikemura 1985). Identificar estas trincas € um dos objetivos principais deste
trabalho. Para isto extraimos do grupo de ORFs aquelas que representavam os
10 genes mais expressos, 0os 100 mais expressos e 0os 100 menos expressos de
acordo com os dados de expressao in silico gerados pelo projeto FORESTs. O
padrao de utilizacdo de coédons desses conjuntos foi comparado com o
apresentado por todo o conjunto de ORFs (figura 7). A grande maioria das
trincas seguem a mesma orientagao nos trés grupos, mas € possivel observar
gue existe um aumento na variacdao do codon usage observado menos o
esperado no grupo de proteinas mais expressas (10+ e 100+), sugerindo que

existe um maior grau de codon usage bias em genes altamente expressos.
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Figura 7. Padrdao de cddon usage bias apresentado pelas ORFs extraidas dos grupos de genes

expressos em diferentes niveis
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Este resultado é muito significativo, pois indica um vicio mais intenso por
codons 6timos em genes altamente expressos o que corrobora a idéia de que
existe pressao seletiva agindo sobre o processo traducional, e mais
especificamente agindo sobre a presenca ou auséncia de trincas de acordo com

sua ocorréncia no organismo.

5.4. Codon Usage Bias de Acordo com Classes Protéicas

As ORFs foram distribuidas em grupos distintos de acordo com a classe
protéica que apresentavam segundo os dados de homologia. Isso permitiu que
fosse verificada a possivel existéncia de padrdes diferenciais na utilizagdo de
cédons dentro destas classes. Adicionalmente, possibilitou uma consolidacao
das analises sobre niveis de expressao visto que algumas proteinas, tais como
proteinas ribossomais e histonas, sdao consideradas altamente expressas

segundo a literatura (Kanaya et al. 2001).
Como mostra a figura 8 nao foram observadas diferencas substanciais nos

cédons mais utilizados nas diferentes classes testadas, com excecdao da trinca

de terminagao UAA, mais freqientemente utilizada em histonas.
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Figura 8. Perfil de cédon usage bias em diferentes classes protéicas. O valor ao lado de
cada classe indica o numero de seqliéncias que foram contabilizadas

5.5. Cddon Usage Bias de Acordo com Local de Expressao

Plotkin et al. (2004) demonstraram que existem diferencas na utilizagao de
cédons sinbnimos em genes expressos especificamente em seis tecidos adultos
humanos diferentes e sugeriram que um controle traducional mediado por
codons pode exercer uma importante fungdo na regulacdo de genes tecido-

especificos.

Os locais de expressao das ORFs foram determinados de acordo com os dados
apresentados por Vicentini et al. (2005) e mostraram que o eucalipto utiliza,
na grande maioria das vezes, de forma semelhante os mesmos cdédons
preferenciais em todos os seus tecidos (figura 9). No caso da isoleucina é
possivel observar que as trincas mais e menos utilizadas sdo as mesmas nos
diferentes tecidos, mas que existe um comportamento nao uniforme para a

trinca AUU. Para o acido aspartico nao foi possivel definir apenas uma trinca
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como ideal, visto que nas diferentes analises foi observado variacdo na trinca

preferencial.
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Figura 9. Perfil de cédon usage bias de mRNAs expressos preferencialmente em diferentes
tecidos. FB-flores e brotos; LV-folhas; ST- caule, plantas com seis meses; RT - raiz, plantas
com seis meses, WD - corpo lenhoso, plantas entre 6 e 8 anos, BK - casca, plantas de 6 a 8
anos. Os numeros ao lado de cada tecido indicam o numero de seqiiéncias que foram
contabilizadas

E importante salientar que Plotkin et al. (2004) fizeram suas andlises com
genes especificos enquanto as analises de Eucalipto foram feitas sobre genes
preferencialmente expressos, mas nao exclusivos de cada tecido. Isto ocorre
porque os dados de Plotkin foram retirados de bibliotecas tecido especificas, o

que nao ocorreu com nossos dados.

A andlise conjunta dos dados de codon usage referentes ao nivel de expressao,
expressao em tecidos preferenciais e classe protéica permitiu apontar os

cédons mais freqlientes para cada aminoacido e para indicar o fim da tradugao
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5.6. Influéncia de Cdédons Vizinhos Sobre o Padrao de Utilizacao

Preferencial de Cédon

Durante as anadlises foram identificados alguns outros padrdes que poderiam
ser interessantes. O que mais chamou atengao foi uma possivel relacao entre
cédons adjacentes. Aparentemente existe uma relagao entre a terceira base de

um codon e a terceira base do cddon vizinho.

Foi contabilizada a freqliéncia com que duplas de cdédon ocorriam a fim de
estabelecer possiveis influéncias de um cdédon sobre a trinca seguinte. Como
mostra a tabela 3 existe uma relacdo positiva entre a terceira base do cédon
anterior e a terceira base do céodon seguinte, isto é na posicdao onde ocorrem a
maior parte de mutagoes silenciosas, mutacdes onde a substituicao de uma
base ndo altera o aminoacido traduzido (Knight et al. 2001). Ndo foram

observadas relagdes entres bases em outras posigoes das trincas.

Tabela 2. Freqliéncia com que ocorrem cada um dos quatro
nucleotideos na ultima posicdo de um trinca em fungdo do
nucleotideo imediatamente anterior a ela.

Terceira Base do Segundo Coédon
A C G T

Terceira | A 0,223015 0,217838 0,25117 0,307978
Base do | C 0,129092 0,383287 0,286629 0,200991
Primeiro | G 0,166527 0,29331 0,321884 0,218279
Cddon T 0,215205 0,236789 0,230391 0,317614

5.7. Contexto de Iniciagao

A Traducao por ribossomos citosélicos geralmente ocorre no primeiro AUG do
RNA mensageiro. No entanto, em mMRNAS de eucariotos, o reconhecimento
eficiente de um cédon AUG como ponto de inicio da traducdo, depende de
varios fatores, em especial da seqiéncia de nucleotideos que flanqueia o sitio

de inicio (Kozak, 2005). Existem evidéncias de que o contexto que envolve o
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cédon de iniciacao contribui para o controle do inicio da traducdo (Kawaguchi
et al. 2005). A seqliéncia ao redor do primeiro AUG, em especial a regido nao
traduzida, também pode modular eficiéncia com a qual este AUG é reconhecido
como inicio da traducao (Mignone et al. 2002). Se o primeiro AUG reside em
um contexto favoravel, a sintese protéica sera iniciada. Quando o quadro é
menos favoravel, a sintese protéica podera ter inicio no préoximo AUG do
mRNA.

Com alinhamento das seqliéncias codificantes baseado no ATG inicial foi
verificada a freqiéncia com que cada base ocorre em cada posicdo (fig.10) e
definido como contexto de iniciacdo a seguinte seqliéncia: gngggggnggc
a:gA:Ga:cgAUG Gcgaigng:cgng:ca:gaggn g:c, que apresenta alta
similaridade com os contextos apresentado por Joshi et al. (1997) para

monocotiledoneas e eudicotiled6neas.
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Figura 10. Freqliéncia relativa dos nucleotideos ao redor do AUG inicial.

Esses dados corroboram a metodologia utilizada para identificacdo das ORFs
que foi utilizada, pois mostram que as seqléncias identificadas apresentam

contexto de iniciacdo bem semelhante aos descritos na literatura.

Joshi et al. (1997) observaram que eudicotiled6neas apresentam uma regiao
rica em A antes do AUG inicial, jd monocotiledoneas apresentam a mesma

regiao rica em G e C, e que existe uma periodicidade de G nas posigoes -3, -6
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e -9 e nas posicdes +6 +9 +12 neste grupo de plantas. Segundo estes dados
o contexto de iniciagao do Eucalipto apresenta muito mais similaridade com
contexto de monocotiledoneas do que com eudicotiledéneas, grupo ao qual

pertence.

5.8. Contexto de Terminacao

O término da traducao é determinado por um dos trés cdodons de terminacdo
(UAA, UGA ou UAG). O processo de término é bastante eficiente e os erros
ocorrem a uma taxa estimada de 0,3% em leveduras. O principal erro que
pode ocorrer é a incorporacdo de um aminoacido no lugar do cdédon de
terminacdo. Um fator conhecido e determinante no término da traducdo é a
seqlUéncia de nucleotideos que circunda o cédon de parada. Numerosos
resultados indicam que o nucleotideo imediatamente seguinte a trinca de
término é um determinante crucial para o término eficiente. Estudos de larga
escala demonstraram que a distribuicdo deste nucleotideo ndo é aleatdria
(Namy et al. 2001)

As analises de codon usage bias identificaram o cédon UGA como o mais
utilizados para sinalizar a terminacao da traducao nos genes de Eucalipto
(figura.11). Esta trinca ocorre em 51% das ORFs enquanto UAA e UAG
ocorrem em 26% e 23% respectivamente. Muitos autores sugerem que a
terminacao da traducdao nao seja desencadeada apenas por um dos trés
cédons de parada, mas sim por um contexto de terminacao que, além da
trinca que indique a terminagao, apresente bases especificas presentes em sua
vizinhanca. Dentre estas a que parece ser a mais importante é a que ocorre
adjacente ao Ultimo nucleotideo da trinca de parada. No entanto nao
identificamos a ocorréncia preferencial de nenhum nucleotideo apds o cédon de

terminacgao.

A observacdo da figura 11 mostra que antes do céodon de parada existe um
padrao periédico na forma como os nucleotideos ocorrem e que esta

periodicidade deixa de ocorrer apds o ponto de término da tradugdo. Este
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mesmo fendmeno também pode ser observado na figura 10, onde comeca a

ocorrer a partir da base -6 antes do AUG inicial.

E amplamente conhecido que seqliéncias codificantes apresentam esse tipo de
padrao e inclusive alguns autores sugerem a utilizacdo deste fendbmeno na
construcao de ferramentas que possibilitem a identificacdo de éxons (Eskesen
et al. 2004).
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Figura 11. Freqliéncia relativa dos nucleotideos ao redor dos trés possiveis
codons de terminacdo.
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5.9. Construcao dos Vetores

Trabalhos recentes reportam a transformacao de eucalipto tanto por
intermédio de Agrobacterium quanto por biolistica. A maioria destes trabalhos
utilizou o gene nptll, que confere resisténcia ao antibidtico kanamicina, como
gene de resisténcia (Gonzalez et al. 2002; Satoretto et al. 2002). Desta forma
optamos por vetores da série pCAMBIA que além de conter o gene nptll
pudessem ser utilizados tanto em ensaios de biolistica quanto em

transformacao via Agrobacterium.

Como nenhum vetor da série pCAMBIA contém simultaneamente os genes
MGFP5 e nptll foi construido um vetor com essas caracteristicas. Os genes
sintéticos também foram inseridos em vetores semelhantes, de forma que a
Unica diferenca entre as trés construgoes (2302, 2302-BC e 2302-BCC) fosse a
regiao codificante de GFP. Todo o resto, promotor, terminador, gene de

resisténcia, posicdo no vetor, deveria ser idéntico.

Ensaios de digestao com diversas enzimas de restrigdo mostraram que estes
objetivos foram alcancados: os genes foram inseridos corretamente e os

vetores sao idénticos entre si (excegao feita a regido codificante de GFP).

5.10. Transformacao de Epitélio de Cebola

A transformacdo via biolistica de células de epitélio de cebola permite a
deteccdo da expressao de genes reporteres de uma forma relativamente
simples. Apesar dos ensaios de restricao mostrarem que os genes de interesse
haviam sido clonados corretamente, era importante saber se estes genes
expressariam de forma correta a proteina verde fluorescente. A transformacao
das células de cebola (figura 12) mostrou que todos os plasmidios estdo
expressando GFP corretamente e podem ser utilizados na transformacdo de
eucalipto. Como o promotor 35S utilizado em nossas construgdes, &€ mais
eficiente em eucotiledoneas do que em monocotiledoneas acreditamos que

niveis ainda melhores de expressao serdao obtidos nos ensaios com eucalipto.
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1302 2302 2302-BC 2302-BCC

GFP
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Figura 12. Células de epitélio de cebola transformadas por biolistica expressando GFP
e RFP. O plasmidio 1302 pertence a familia pCambia e ndo foi alterado, sendo utilizado
como controle do experimento. Todos os plasmidios 2302 sao derivados do 1302, mas
possuem como agente seletivos o gene nptll. Todos plasmidios 2302 codificam as
mesmas proteinas. As diferencas entre eles sdo restritas a seqliéncia de nucleotideos
referentes a proteina GFP. A expressdo da proteina RFP foi obtida através da co-

transformacao com o vetor RFP-POL.

5.11. Transformacao de Eucalipto

A Ultima etapa deste projeto consiste na validacdo in vivo da metodologia de
otimizacdo de seqiiéncias génicas a serem expressas em eucalipto. Para isso,
0s genes sintéticos desenhados com o software LFG-EGO foram obtidos e
utilizados na transformacdo de tecidos de eucalipto, mas nao foi possivel obter
sucesso nestes experimentos. Desta forma os ensaios in vivo foram adiados e

estdo sendo realizados em pareceria com a empresa Suzano Celulose e Papel.
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A empresa Suzano Papel e Celulose possui uma metodologia propria e eficiente
de transformacdo de eucaliptos e se prop6s a realizar as transformacgdes. No
entanto a empresa nao tem interesse em trabalhar com o gene GFP mas sim
com o gene nptll, agente seletivo utilizado na selecdo de eucaliptos
transgénicos. Por este motivo todo o processo de otimizacdo, sintese e

clonagem realizado para o gene GFP foi reaplicado ao gene nptllI.

Os vetores contendo as diferentes versoes do gene nptll estao ao cuidados da
Suzano que esta realizando as tentativas de obtencao de eucalipto transgénico

destes genes
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6. CONCLUSOES

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e uma metodologia de otimizagao da
sintese protéica em eucalipto em que através de mudancas nas bases de um
gene fosse possivel alterar seu nivel de expressdo sem promover qualquer

alteragao na seqliéncia da proteina.

Dentro deste objetivo a primeira etapa foi identificar os padrdoes de utilizagao
de coédons existentes nas seqiiéncias de eucalipto. Esta etapa foi realizada com

sucesso e consistiu em:

e Construir um programa chamado ORFIS, capaz de identificar as ORFs

das sequencias depositadas no banco FORESTSs;

e Identificar os padroes de utilizacdo de cdédons apresentado pelo

eucalipto;

o Identificar relagdes entre nivel de expressao, tecido e classes protéicas e

variagdes na utilizagdo de cédons sindbnimos

e Identificar o contexto de iniciacdo nas seqliéncia de eucalipto - bases

vizinhas ao cddon sinalizador do inicio da tradugao;
o Identificar e determinar as relagdes existentes entre cdédons vizinhos.

A segunda etapa do projeto consistiu na analise dos dados obtidos e na
construcdo de um programa de computador capaz de desenhar seqiéncia
génicas otimizadas de maneira automatizada. Este programa foi construido e
recebeu o0 nome de LGF-EGO. E estd etapa também foi concretizada com

SuUcCesso.
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7. PERSPECTIVAS

A validacdo do processo de otimizacdo estd em andamento. A producao de
calos transgénicos de eucalipto estd sendo conduzida pela empresa Suzano
Papel e Celulose. O método de transformacdo é feito através da utilizacdo de
agrobacterium e os calos produzidos serao utilizados para verificar a expressao

dos genes otimizados.

Os vetores utilizados na transformacdo contém dois genes que serao expressos
em eucalipto: o gene nptll e o gene gusA. Estdo sendo construidas trés
variedades de calos transgénicas. O gene gusA é igual em todas elas. O gene
nptl, no entanto, é varidvel. Uma linhagem de calos expressa uma versao
sintética construida apenas com cddons 6timos, outra linhagem expressa um
gene construido de acordo com a metodologia de cédons vizinhos e uma

terceira linhagem expressa o gene sem alteragoes.

A andlise da expressdo protéica sera realizada através de metodologias ja
conhecidas de quantificacdo da expressao dos gene nptll e gusA. Através
destes dados sera possivel mensurar in vivo qual o ganho promovido pelo

processo de otimizagao.
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ANEXO - FIGURAS AMPLIADAS
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Figura 6 Padrao de codon usage bias apresentado pelas ORFs extraidas dos dados FORESTSs.
O eixo Y refere-se a diferenca entre o codon usage observado em cada trinca e o valor
referente a ocorréncia aleatéria da mesma; resultados positivos indicam uma utilizagcao
superior ao aleatoério ja valores negativos indicam uma utilizagdo inferior. No eixo X estao
representados os aminoacidos e as trincas correspondentes. Este artificio permite uma rapida
analise grafica comparativa do padrao de codon usage bias e foi utilizado nas figuras 1,2,3 e
4,
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Codon Usage (obs-esp)
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Figura 9 Perfil de cddon usage bias de mRNAs expressos preferencialmente em diferentes
tecidos. FB-flores e brotos; LV-folhas; ST- caule, plantas com seis meses; RT - raiz, plantas
com seis meses, WD - corpo lenhoso, plantas entre 6 e 8 anos, BK - casca, plantas de 6 a 8
anos. Os numeros ao lado de cada tecido indicam o numero de seqiiéncias que foram
contabilizadas
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