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Resumo 6

O método de DNA shuffling (“Embaralhamento de DNA”) € empregado para recombinar
sequéncias homologas de DNA randomicamente fragmentadas, durante a evolucéo
molecular in vitro. O procedimento original € constituido por diferentes etapas, incluindo a
obtencéo de substrato (genes parentais a serem recombinados), digestdo enzimatica dos
genes parentais, recombinacao e recuperacao de novas sequéncias, atraves de repetidos
ciclos de anelamento na presenca da enzima DNA polimerase. O método inicialmente
proposto, denominado Family shuffling sofreu modificacbes a fim de minimizar as
limitacdes relacionadas a baixa taxa de recombinacéo entre sequiéncias que possuem alta
homologia. Em todas as situacdes, obtém-se infinitas variantes que séo selecionadas
segundo caracteristicas previamente estabelecidas. A metodologia apresenta-se
promissora com perspectivas de aplicacdo nos processos biotecnolédgicos, em especial
no melhoramento genético de plantas, a fim de desenvolver novos genes que conferem
tolerancia a herbicidas e resisténcia a insetos-praga ou doencas. Neste contexto, nossa
equipe, na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, vem aplicando a metodologia
do DNA shuffling para gerar bibliotecas de genes mutantes de inibidores de a-amilases e
toxinas Cry de Bacillus thuringiensis. As moléculas com atividades novas ou melhoradas,
selecionadas dessas bibliotecas, seréao utilizadas no controle de pragas de importancia
econdmica na agricultura.



1. Introducao 7

Durante a ultima década, varios laboratorios exploraram a possibilidade de reproduzir
processos evolucionarios, in vitro, com o intuito de desenvolver proteinas com caracteristicas
intrinsecas melhoradas. A exemplo, disponibilizaram-se enzimas com novas propriedades,
maior atividade e especificidade, atraves de procedimentos envolvendo ciclos sucessivos
de mutagénese in vitro (Caldwell & Joyce, 1992; Chen & Arnold, 1993; You & Arnold, 1994;
Reidhaar-Olson et al., 1994). No entanto, o melhoramento das propriedades das proteinas
requer grandes populacdes de mutantes em associacao a processos de selecdo estringente,
devido a alta taxa de mutacdes randdémicas deletérias ou neutras. Frente ao problema,
Stemmer (1994 a,b) inovou com a introducédo da tecnologia do DNA shuffling
(“embaralhamento de DNA"), proporcionando melhorias nas técnicas de evolu¢cao molecular
dirigida de modo a favorecer mutacdes desejaveis e remover as deletérias.

A tecnologia do DNA shuffling vem sendo disseminada com sucesso no meio
cientifico, como verificado recentemente no “7™" International Congress of Plant Molecular
Biology” em Barcelona (Lassner, 2003). Trata-se de uma ferramenta poderosa para a
construcao de bibliotecas combinatorias de genes mutantes, cujo produto resulta na geracao
de grande variedade de novos genes e permite a selecdo das proteinas com caracteristicas
almejadas, segundo critérios previamente estabelecidos. Em nivel comercial, as enzimas
sdo as mais susceptiveis de aplicacdo da tecnologia, minimizando os problemas de
incompatibilidade entre os processos industriais e a atividade enzimatica em condi¢cbes
drasticas de valores de pH, altas temperaturas e forca idnica (Nedwin, 1997). O método,
ainda permite desenvolver compostos indcuos aos humanos, aumentando a biosseguranca
alimentar e gerando novas proteinas distintas das existentes e patenteadas. O
aprimoramento dos protocolos de DNA shuffling tem permitido estudos envolvendo analises
estruturais da interacéo proteina-proteina, resultando em excelente alternativa nas situacoes
em que as moléculas ndo possuem estrutura cristalina determinada.

Esta revisdo tem como objetivo descrever as etapas do método original de DNA
shuffling e apresentar as estratégias para minimizar as limitacées do protocolo original.
Em adicao, encontram-se exemplos de aplica¢cfes, desta tecnologia, no melhoramento de
plantas e perspectivas de utilizacdo na obtencdo de bibliotecas de genes mutantes,
codificando proteinas melhoradas envolvidas no controle de insetos-praga de interesse
econdmico na agricultura.
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2. A metodologia de DNA shuffling

A metodologia do DNA shuffling foi desenvolvida para estudar a evolugao molecular
dos genes codificadores de B-lactamase (Stemmer, 1994a, 1994b) e, posteriormente,
aplicada com o intuito de obter proteinas funcionalmente melhoradas (Zhao&Arnold, 1997).

O protocolo original envolve as seguintes etapas: (i) isolamento do gene ou dos genes
a serem fragmentados; (ii) digestdo enzimética do(s) gene(s), (iii) recombinagcdo dos
fragmentos génicos e (iv) amplificacdo das novas seqiéncias. A Figura 1 apresenta a
ilustracéo para estas etapas, detalhadas a seguir:

(1) Obtencéao do substrato. O substrato da reacéo consiste de gene(s) apresentando
variada taxa de homologia, isolados através de digestdo com enzimas de restricdo ou
amplificacdo em Reacéo de Polimerase em Cadeia (PCR). Os oligonucleotideos iniciadores,
utilizados na obtencao do gene, devem conter sitios para enzimas de restricbes a fim de
permitir futuras subclonagens em vetores de expresséao.

(2) Fragmentacédo do(s) gene(s). O substrato é fragmentado randomicamente,
utilizando principalmente a enzima DNAse | sob condi¢gdes controladas. Alternativamente,
utilizam-se enzimas de restricao, podendo neste caso, se estimar o tamanho dos fragmentos
gerados (Kikuchi et al.,1999). Nesta etapa, € recomendavel a obtencdo de uma mistura de
fragmentos contendo entre 50 a 300 pares de bases.

(3) Recombinacéo génica. Uma PCR, sem adi¢éo de oligonucleotideos iniciadores,
é realizada utilizando como molde o produto da etapa (2). Os fragmentos isolados ao se
anelarem formam “homoduplexes” (originados de anelamento de sequéncias do mesmo
gene) ou “heteroduplexes” (anelamento de sequiéncias de genes distintos) que funcionardo
como “iniciadores” da reacdo. Uma taxa maior de heteroduplexes, em relacdo aos
homoduplexes, € desejada com intuito de atingir maior diversidade na recombinacg&o. Durante
a etapa de extensao, os pequenos duplexes se sobrepdem, formando pontos de juncéo
entre os diferentes segmentos de sequéncias homoélogas.

(4) Amplificacdo dos genes recombinados: Uma aliquota do produto da primeira
PCR (etapa 3) é submetida & nova PCR, porém com adi¢do de oligonucleotideos iniciadores
contendo sequiéncias 5’ e 3’ dos genes originais. Os homo ou heteroduplexes estendidos
atuam como moldes para amplificacdo dos genes recombinados com o0 mesmo tamanho
do gene original.

Ge’ °s ngmf“'?;ao Desnaturacio Anelamento Extensdo Fruglm_;ntos Bib:::;:tsu de
homélogos randdmica recombinados recombinados
=R
mm e = FEE
G EREER T, Mg W g EEmE
T IEEE - v v - s B
D EEEE O, m m m  Eaahe  EER R
\S = iR
L Ciclos de PCR sem “primers” _f Recombinagdo m

Fig. 1. Representagdo esquematica das etapas do método de DNA shuffling, partindo de uma familia de genes homdélogos e
utilizando digestao enzimatica para gerar fragmentagdo randémica. Os fragmentos hibridizam entre si durante a PCR, sem adicéo
de oligonucleotideos. A mistura de fragmentos hibridizados é submetida a outra PCR, utilizando oligonucleotideos especificos,
para obter a populagdo de genes mutantes no tamanho do(s) gene (s) parentais, originando a biblioteca de recommbinantes.
(Adaptada de Moore & Maranas, 2002).
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A populacéo de genes recombinados € inserida em vetores de expressao apropriados
para a selecéo de proteinas recombinantes com caracteristicas desejadas. Neste contexto,
a combinacao da metodologia de DNA shuffling com a técnica de Phage Display (Figura
2) tem sido utilizada para explorar a grande diversidade de mutantes, apresentados em
bibliotecas de fagos, expressando proteinas funcionais. A progénie, proveniente do primeiro
ciclo de DNA shuffling, podera servir de genes parentais (substrato) para os ciclos
subsequentes, de modo que o0 processo podera ser repetido até se atingir as propriedades
desejadas.

sencs
parentais €
v DNA shuffting
Biblioteca de — -
genes mutantes % Repetigdes
Expressdo e selecdio nec::sr.'trio

L

Bni CH—
Progénie melhorada

Fig. 2. Esquema de evolugdo molecular in vitro utilizando a técnica de DNA shuffling associada a metodologia de Phage display.
A progénie resultante de um ciclo de shuffling pode ser utilizada como “genes parentais” para ciclos subseqientes de hibridizagéo,
até a obtencédo de mutantes com atividade almejada.
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3. Modificagdes do método original de DNA shuffling

Embora bastante disseminado em experimentos de evolucdo molecular dirigida, o
método original de DNA shuffling (Stemmer 1994a,b; Zhao&Arnold, 1997) tem sofrido
diversas adaptacdes com o objetivo de superar limitagdes e aumentar o grau de diversidade
de genes mutantes gerados.

Natabela 1, encontra-se resumido as diferentes estratégias envolvendo o método de
DNA shuffling.

Tabela 1. Sumario das estratégias envolvendo a metodologia de DNA shuffling

Métodos Substratos para serem Fragmentacéo Beneficios e/ou desvantagens dos | Referéncias
recombinados métodos

1. Family “shuffling” 1. A. DNA fita simples de genes 1.A.1. Enzima DNase | 1.A.1.1. Apresenta redugéo na taxa | Kikuchi et al., 2000
homélogos e complementares entre de formagao de homoduplexes.
si
1. B. DNA fita dupla de dois ou mais | 1.B.1. Enzima DNase | 1.B.1.1. Pode gerar maior nimero de | Crameri et al., 1998
genes homdlogos mutantes funcionais;

1.B.1.2. Apresenta alta taxa de
formagao de homoduplexes.

1.B.2. Enzimas de restri¢ao 1.B.2.1. Possibilita a predicéo do Kikuchi et al., 1999
nimero e o tamanho dos fragmentos
génicos;

1.B.2.2. A diversidade de mutantes
fica limitada & existéncia de sitios de
restrigéo;

1.B.2.3. Pode elevar a taxa de
recombinac&o génica e propiciar
maior diversidade.

2. SPOP 2.A. cDNA amplificado por PCR 2.A.1. Enzima DNase | 2.A.1.1. Envolve ciclos consecutivos | Stoop et al., 2000
(“Shuffed Proteins on de DNA shuffling, confeccdo de
Phages™) biblioteca combinatéria em fagos e

selegdo functional.

2.A.1.2. Pode gerar mutantes
interessantes para os estudos de
interacdo proteina-proteina

3. Scrathy (Itchy + DNA 3.A. Biblioteca de fragmentos de 3.A.1. Enzima DNase | 3.A.1.1. Possibilita recombinactes Lutz et al., 2001
shuffling) genes fusionados, truncados e génicas independentes da homologia

selecionados de acordo com a de sequiéncias.

funcéo.
4. DNA shuffling sintéticoe |4.A. Fragmentos génicos desenhados | Néo se aplica 4.A.1.Aumenta a taxa de Ness et al., 2002;
DHR (Recombinag&o de e sintetizados contendo todos os cruzamentos de alta resolucéo e a Coco et al., 2002
Homoduplexes polimorfismos existentes entre recombinagéo de genes independe da
Degenerados) seqUiéncias génicas de espécies homologia de seqliéncias.

diferentes.

3.1 Método de Family Shuffling

Family Shuffling é a denominacdo para o método original descrito por Stemmer
(1994b) quando da utilizagédo de dois ou mais genes homélogos como substrato (Vieira &
Messing, 1987; Zhang et al., 1997; Crameri et al., 1998; Yano et al., 1998; Kikuchi et al.,
1999; Kikuchi et al., 2000). A baixa diversidade de mutantes encontrada em alguns
experimentos de shuffling é, muitas vezes, atribuida a alta formacdo de homoduplexes
oriunda de sobreposic¢ao dos fragmentos durante a etapa de recombinacao utilizando PCR.
Estratégias utilizando DNA fita dupla e enzimas de restricdo, em substituicdo a enzima
DNase | (Kikuchi et al., 1999) ou DNA fita simples como substrato (Kikuchi et al., 2000) séo
alternativas para amenizar este problema.

3.1.1 Utilizando DNA fitasimples

A modificacdo no protocolo original consiste no preparo do substrato, cuja utilizagao
de DNA fita simples reduz a formacdo de homoduplexes, permitindo o aumento da
diversidade de mutantes (Figura 3). O substrato pode ser obtido a partir da clonagem do
gene a ser recombinado em fagomideo, que inicialmente € usado para transformar
Escherichia coli, seguido por infeccdo com o fago auxiliar (M13K07), purificacdo das
particulas virais contendo DNA fita simples e fragmentacdo com a enzima DNase I.



11
Este procedimento surgiu apos aplicacdo da técnica de Family shuffling na

transformacao dos genes xyl E e nah h, ambos codificadores da enzima termoestavel 2,3
dioxigenase catecol (C230s), resultando em taxa de recombinacéo inferior a 1% (Kikuchi
etal., 1999). O fato foi atribuido ao alto grau de identidade dos genes (80%), com predominio
na formacao de homoduplexes em relacdo a heteroduplexes. Diante deste problema, a
utilizacdo de DNA fita simples favoreceu a formacéo de heteroduplexes e elevou o indice de
recombinacao para 14% (Kikuchi et al., 1999).

3 l 5 Fragmentagéo Randémica

5 2 5 3
—l — —
ssDNA — = . Anelamento
i — o — —
ssDNA 4————r S — — 2
3 T 5 5 3
Gene? . ' Formagdio de
’ ? heteroduplexes

Fig. 3. Representacdo esquematica da técnica de Family shuffling utilizando fragmentos de DNAs de fita simples. Os DNAs fita
simples e complementares entre si sdo purificados, a partir de particulas de fagos, e usados como substratos para o shuffling,
favorecendo a formacado de heteroduplexes e conseqlientemente, aumentando a diversidade de recombinantes. (Adaptada de
Kikuchi-Nodate & kagami, 2002)

3.1.2 Utilizando DNA fita dupla e enzimas de restricao

A fim de incrementar a taxa de recombinacao, Kikuchi et al. (2000) sugeriram o uso
de enzimas de restricdes para a fragmentacdo de dois ou mais genes homologos, em
substituicdo a DNase | (Figura 4). Como aplicacéo, utilizaram novamente, os genes xyl E e
nah H e atingiram taxa de 100% de recombinacéo.

Embora este procedimento apresente vantagens quanto a previsdo do numero e
tamanho dos fragmentos génicos, a diversidade dos produtos recombinados pode ficar
restrita a disponibilidade de sitios de enzimas de restricdes. Dependendo da seqiiéncia
génica a digestao enzimatica pode gerar fragmentos demasiadamente grandes, favorecendo
a baixa taxa de recombinacao. No entanto, a utilizacdo de varias enzimas pode minimizar
este problema e a deciséo de utilizar esta alternativa, na obtencéo de fragmentos de DNA,
deve ser analisada em cada situacéo, considerando a analise minuciosa dos mapas de
restricbes dos genes homologos.

Recombinagdo por
- . PCR
cenct [N o estende
o =
i, o =>
Fragmentagdo com e % -
enzimas de restrigdo Formagdo de
I-- ndo estende heteroduplexes
N G ;
-l 3 ’
cenc2 [ —

Fig. 4. Representagcdo esquematica da técnica de Family shuffling utilizando fragmentos de DNAs de fita dupla obtidos com
enzimas de restricdo. O uso de enzima de restricdo, ao invés de DNase |, durante a etapa de fragmentacdo impede que a
sobreposicdo entre fragmentos do mesmo gene se estenda (dificultando a formacdo de homoduplexes). A elongacdo do DNA
ocorre apenas nas moléculas hibridizadas, favorecendo o aumento da taxa de formag&o de heteroduplexes. (Adaptada de
Kikuchi-Nodate & kagami, 2002)
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3.2 Método SPOP (* Shuffled Proteins On Phages”)

O método consiste de ciclos consecutivos de DNA shuffling, cada qual seguido da
expressao da proteina alvo na superficie dos fagos (Phage Display) e posterior varredura
para selecdo de mutantes funcionais. Dois critérios sdo essenciais na aplicacdo do método
SPOP: a proteina alvo deve (i) ser funcional apdés expressao em fagos e (i) possuir
caracteristicas previamente estabelecidas para a selecéo. Esta variagcdo no método original
de DNA shuffling permite estudos da relacéo estrutura-atividade ou interagao entre proteinas,
identificando os aminoacidos envolvidos no processo (Stoop et al., 2000).

Na validacdo do método, escolheu-se o sistema de ativacdo do inibidor | de
plasminogénio humano (PAI-1) ja que a molécula inibidora possui marca de selecao, estrutura
tridimensional definida e pode servir de modelo nos estudos de estrutura-atividade de serino-
proteinases e seus inibidores tipo serpinas. Apds cinco ciclos de DNA shuffling, seguido
de selecdo mediada por anticorpos monoclonais e aplicacdo da técnica de ressonancia
plasmoénica de superficie, elegeram-se aleatoriamente 27 clones, expressando mutantes
de PAI-1, apresentando em média substituicdes de nove aminoacidos, distribuidas em 114
posicOes na superficie de interacdo da proteina. Muitos dos mutantes selecionados
apresentaram apenas ligacao parcial com alguns anticorpos monoclonais (clones
defectivos). O alinhamento das sequéncias desses clones (selecéo negativa) possibilitou a
identificacdo de um aminoacido dominante na ligacdo com cada um dos anticorpos
monoclonais. Posteriormente, esses resultados foram confirmados através da construcéo
de mutantes pontuais e avaliacdo da ligacdo com anticorpos monoclonais (Stoop et al.,
2000).

3.3 Método SCRATHY

A estratégia denominada Scratchy (Lutz et al., 2001) surgiu a fim de evitar a
recombinacéo tendenciosa entre genes em loci com alta homologia, em favorecimento aos
de baixa, uma vez que a identidade entre as sequéncias génicas que compdem o substrato
do método de DNA shuffling constitui uma limitacao na diversificacdo de mutantes.

O procedimento envolve manipulacdo génica adicional consistindo na combinacéo
de dois métodos: o ITCHY (Incremental Truncation for the Creation of Hybrid Enzymes) e o
DNA shuffling. O primeiro método consiste em gerar uma biblioteca de fuséo entre os genes
a serem utilizados como substrato no DNA shuffling. A combinacéo dos dois métodos &
necessaria, uma vez que a biblioteca de ITCHY permite que os membros que a compdem
apresentem apenas uma recombinacao por gene, e em combinacdo com o DNA shuffling
torna-se possivel introduzir recombinac¢des multiplas entre os genes de interesse.

Os genes que codificam para glicinamida ribonucleotideo-formiltransferase (GART)
de E. coli (PurN) e de humano (hGART) (Figura 5) foram usados como modelos nos
experimentos para validar a hipotese de que Scratchy pode gerar bibliotecas com
recombinacao multipla entre genes de interesse, independente da homologia de seqiéncia
(Lutz etal., 2001).
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Fig. 5. Fluxograma do método Scratchy: (A) Biblioteca de fragmentos truncados (denominado ltchy) gerados a partir de
construcdes fusionadas com os genes isolados de E. coli e humanos, codificadores para a enzima glicinamida ribonucleotideo-
formiltransferase, clonados em direcdes opostas. (B) Apos a selegdo funcional os transformantes sdo submetidos ao (C) DNA
shuffling. (D) Uma selegéo final identifica as constru¢des que codificam para moléculas com atividades enzimaticas melhoradas.
ER refere a sitios de enzimas de restricdo. (Adaptado de Lutz et al., 2001).

3.4 DNA shuffling sintético e DHR (Recombinacdo de Homoduplexes Degenerados)

Recentemente, em alguns estudos de shuffling tém-se utilizado oligonucleotideos
sintéticos para suprir as limitagdes da metodologia original no que diz respeito a auséncia
de cruzamentos de alta resolucéo (devido, por exemplo, a sitios de recombinacdo muito
proximos entre si) e a dependéncia na homologia dos genes (Ness et al., 2002; Coco et al.,
2002; Ostermeier, 2003) ( Figura 6).

Os métodos de recombinacdo usando oligonucleotiodeos sintéticos sdo vantajosos
sobre os outros métodos (Tabela 1), por possibilitar a obtencdo de genes hibridos com
cruzamentos de melhor resolucéo, devido a destruicéo de ligacdes entre pares de bases
nas sequéncias parentais, levando ao aumento da frequiéncia de cruzamentos em regioes
de baixa homologia. Além disso, a utilizag&o inicial de oligonucleotideos permite a insercéo
de qualquer diversidade artificial desejada nos genes originais, possibilita a otimizac&o
com o uso de codons mais apropriados para cada microorganismo e permite o
monitoramento da freqiiéncia de um aminoacido em qualquer posicéo, a fim de aumentar a
variabilidade da biblioteca.
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A maioria dos métodos para DNA shuffling in vitro difere na forma como os fragmentos

sdo gerados, mas recombina os genes usando amplificacdo por PCR. A estratégia
denominada de DHR (Recombinacdo de Homoduplexes Degenerados) é diferente (Coco
et al. 2002). Os oligonucleotideos sédo desenhados e sintetizados para incorporar
degeneracdes que envolvam todos os polimorfismos existentes entre os genes de diferentes
espeécies a serem recombinados. Os oligonucleotideos da fita inferior (Figura 6) funcionam
simplesmente como pontes, uma vez que eles ndo podem ser ligados por néo possuirem o
grupo 5’ fosfato e ndo podem ser estendidos pela polimerase devido as modificagbes do 3’
amino terminal. Esses oligonucleotideos sdo usados como moldes para o restabelecimento
do DNA fita simples superior, através do preenchimento dos espacos pela acdo da enzima
polimerase e pela unido das extremidades. Até este ponto, o DHR néo utiliza amplificacéo
por PCR, pois o produto génico consiste apenas de hibridizacéo e ligacdo dos varios
oligonucleotideos, enquanto que o shuffling sintético envolve amplificacdo por PCR
convencional. A partir de entdo, a diferenca dos metodos esta relacionada a temperatura.
Enquanto o DHR utiliza acréscimo lento de temperatura na fase de anelamento (amplificacao
da fita superior), favorecendo a formacao de homoduplexes, o shuffling sintético utiliza

acrescimo rapido, o que favorece mais a formacao de heteroduplexes e evita situacdes
tendenciosas nas bibliotecas.

X e X = sitios de um polimorfismo
NN NN N Y Gene 1
A . A AT A ) )
HH > Gene 2
*Shuffling"” sintético DHR
Oligos degenerados
. 3 sintetizados
S MK HHX H— S N —¢3
I X ¥—5 3 - x* e 5
¢ Recombingdo por PCR )
Preenchimento dos espagos
B — I 3¢ N
yod IR, S
....)(... Gk g iy - <7
#ihruess 7% 7N 7N 7% sy ~
S b R i
.-X ------ .+ ;é as o aE ;E BE _“x ;é
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Muitos ciclos A 4
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Fig. 6. Esquema comparativo dos métodos de DNA sintético e DHR (adaptado de Ostermeier, 2003) usando dois genes com sete
pontos de polimorfismo (“x” em azul e cor-de-rosa). No DNA sintético o gene é dividido em comprimentos equivalentes, que se
sobrepdem, formando oligonucleotideos degenerados, que serdo recombinados por PCR. No método DHR, em contraste,

oligonucleotideos sdo desenhados para minimizar a divergéncia na regido de sobreposicdo e atuam como suportes para a
recombinag&o que ocorre sem a utilizagdo de PCR.

O método DHR é preferido, em muitas situacdes, por possibilitar a criagéo e avaliacdo
de todas as combinacdes polimérficas. Contudo, a indu¢cdo do aumento de diversidade &
guestionavel (Ostermeier, 2003). Em muitos casos nao € possivel avaliar uma biblioteca
completa porque a degeneracao rapidamente excede o tamanho da biblioteca que pode
ser construida ou avaliada. Portanto, apesar de se reconhecer que a diversidade &
necessaria para criar mutantes melhorados € preciso ter consciéncia que o aumento
exagerado da diversidade de genes podera ser contra-produtivo.
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4. Métodos computacionais para prever recombinacdes

Os modelos computacionais para DNA shuffling sdo Uteis na complementacéo dos
procedimentos experimentais e compreensao de questdes referentes a frequéncia dos
mutantes na diversidade de uma biblioteca. Alguns programas séo citados a seguir, sendo
gue o detalhamento devera ser encontrado em suas fontes originais.

O primeiro programa proposto (Moore et al., 1997) consistiu em um sistema
matematico simples de recombinacdo para diferentes moléculas envolvidas em
experimentos de DNA shuffling. No entanto, esse programa limita os tamanhos dos
fragmentos a ser recombinados a valores menores que as distancias entre as mutacoes. O
modelo matematico desenvolvido por Sun (1999) pode ser aplicado nas situacdes onde se
deseja o calculo da quantidade do produto de shuffling, de acordo com um numero
determinado de mutagdes e/ou a construcdo do mapa fisico usando DNA shuffling. O modelo
utiliza, inicialmente, o método de Lander & Waterman (1988) usado com sucesso para
modelar a distribuicdo de fragmentos clonados randomicamente ao longo do DNA genémico
(mapeamento fisico). No DNA shuffling o mapeamento é utilizado para visualizar a
distribuicdo das regides que serdo recombinadas ao longo dos genes, provenientes de
espécies diferentes. Quando os dados experimentais produzidos por Stemmer (1994a,b)
e Zhao & Arnold (1997) foram utilizados para validacédo deste programa, observou-se a
aproximacao dos resultados obtidos com o modelo teérico (Sun, 1999).

O programa denominado eShuffle (Moore et al., 2001) modela a etapa de anelamento,
através de informacao da sequéncia completa dos genes e dos calculos de energia livre.
Dados estatisticos, obtidos para os eventos de anelamento, sdo combinados com o
algoritmo de recombinacédo inferindo localizacdes de mutacdes em seqléncias
recombinadas. O programa permite estimar a fracédo de sequéncias recombinadas, a partir
de um ou mais cruzamentos, e indica a probabilidade de determinados nucleotideos
ocorrerem em posic¢des definidas e pertencerem ao sitio do evento de recombinacéo.

O eCodonOpt € um sistema que visa orientar posi¢cdes de recombinacdes, gerando
perfis da identidade e energia livre de um grupo de sequéncias através da otimizagcao do
codon preferencial (codons de bases nucleotidicas preferidos por determinados organismos
para codificacao de biomoléculas) (Moore et al., 2002). O modelo computacional é constituido
de férmulas especificas para: (i) maximizagcdo do niamero médio de cruzamentos por
sequéncias recombinadas, (i) minimizacéo de tendéncias de recombinacéo de uma familia
de genes (por exemplo, formacédo de homoduplexes), e (iii) maximizacdo da frequéncia
relativa de recombinacao em estruturas tridimensionais especificas (por exemplo, regides
de alcas).
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5. Aplicacdo da metodologia de DNA shuffling no melhoramento genético de plantas.

A aplicacdo da tecnologia do DNA shuffling permite o melhoramento de genes que
poderédo solucionar problemas especificos da agricultura, tais como o desenvolvimento de
resisténcia a estresse biodtico e/ou abidtico. Exemplos classicos do emprego desta
metodologia, na selecéo de genes com caracteristicas importantes, ja foram relatados no
melhoramento de marcadores moleculares, desenvolvimento de tolerancia a herbicidas e
resisténcia a insetos-praga.

5.1 Genes marcadores

O gene de B-glucoronidase (GUS) de E coli € um dos mais utilizados nas pesquisas
envolvendo engenharia genética de plantas, funcionando freqientemente, como marcador
nos sistemas de transformacéo de plantas. A principal limitacéo deste sistema € a baixa
atividade da enzima na presenca dos fixadores formaldeido ou glutaraldeido. A fim de
minimizar as limitacdes do sistema, Matsumura et al. (1999) submeteram o gene a trés
ciclos de recombinacdo usando DNA shuffling e selecéo sob concentracdes crescentes de
glutaraldeido, resultando no isolamento de genes codificadores para GUS com tolerancia
melhorada em relacdo ao fixador. O melhor mutante apresentou aproximadamente 80% de
atividade enzimatica apos tratamento com 0,2% de glutaraldeido. Posteriormente, estudos
com 0 mesmo gene, isolado da bacteria termofilica (Thermotima maritoga), apos dois ciclos
de shuffling e selecéo para atividade em 37°C identificaram uma proteina mutante melhorada
em mais de 30 vezes em relacdo a proteina original, nesta temperatura (Lassner & McElroy,
2002). Resultados interessantes foram também relatados para o gene marcador que codifica
para a proteina fluorescente GFP (“green fluorescence protein”), proveniente da “Agua-viva”
(Classe Scyphozoa). Variantes desta proteina apresentaram elevado aumento na atividade,
apos a aplicacao datécnica de DNA shuffling (Crameri et al., 1996; Shivprasad et al., 1999).

5.2 Tolerancia a herbicidas

Os herbicidas sdo amplamente utilizados na agricultura mundial com a finalidade de
controlar o desenvolvimento de ervas daninhas, além de reduzir custos de producéo através
da minimizacdo do uso de mao-de-obra. Os mais utilizados pertencem a classe das triazinas
e glifosatos, sendo a descoberta de enzimas, que os degradam, de extrema importancia no
desenvolvimento de plantas resistentes aos herbicidas, evitando a detec¢éo de residuos
gue poderiam gerar problemas na comercializacdo de graos. Estudos empregando
metodologia de DNA shuffling foram realizados para enzimas que degradam herbicidas, a
fim de produzir novas moléculas com atividades melhoradas. Com este objetivo, construiu-
se uma biblioteca combinatdria de mutantes para os genes de triazinas hidrolases (AtzA e
TriA, efetivas contra cloro e amina, respectivamente) (Raillard et al., 2001) e o produto,
contendo 1.600 recombinantes, foi funcionalmente selecionado contra 15 grupos quimicos
de triazinas, resultando no incremento de até 150 vezes na atividade enzimatica e na deteccéo
de moléculas com capacidade de degradar até 7 grupos quimicos do herbicida. Com o
mesmo intuito, He et al. (2001) recombinaram genes de duas fontes diferentes, que codificam
para a enzima EPSPS (5-enolpiruvilshikimate-3-fostato sintase, responsavel pela
degradacéo do glifosato), resultando no aumento da degradacédo do herbicida e no
melhoramento dos parametros cinéticos das novas ESPPS desenvolvidas. Estratégias como
estas podem prover novas solu¢des no melhoramento protéico funcional, anteriormente obtido
apenas por mutagénese randémica e/ou mutagénese baseada em predicao.
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5.3 Resisténcia ainsetos

As proteinas de defesa dividem-se em trés classes, conforme funcéo desempenhada.
A primeira classe agrupa produtos capazes de mudar diretamente as propriedades
extracelulares da matriz, aumentando a defesa por reforcar, reparar ou alterar a parede
celular. O grupo inclui proteinas estruturais constituidas de glicoproteinas ricas em
hidroxiprolina/glicina e enzimas envolvidas na construcdo/modificacédo de polimeros da
parede celular (lignina, suberina, compostos fendlicos e calose) (Gomes & Xavier-Filho,
1994). O segundo grupo contém proteinas com atividade antimicrobiana direta,
exemplificando-se hidrolases pertencentes a quitinase e a-1,3-glucanase, catalisadores da
sintese de antimicrobianos ou contra herbivoros (inibidores de proteinases e a-amilases),
proteinas toxicas (lectinas, tioninas ou inativadores de ribossomos e proteinas Cry de B.
thuringiensis), além de enzimas envolvidas na sintese de metabdlitos secundarios como
taninos, quinonas e fitoalexinas com atividade antimicrobiana (Bowles, 1990; Franco et al.,
2002). A terceira classe envolve proteinas com resposta de defesa relacionada com
patogenicidade (PR) (Gomes & Xavier-Filho, 1994).

As pesquisas vém se acelerando nos ultimos anos visando identificar novas
substancias produzidas por plantas e microrganismos ou melhorar geneticamente as ja
existentes, capazes de participar direta ou indiretamente nas estratégias de defesa contra
insetos e patdgenos. Estas substancias pertencem ao grupo de fendis, aminoacidos nao
protéicos, alcaloides, lectinas, inibidores de proteinases e de o-amilases (Gatehouse et al.,
1992), proteinas Cry de B. thuringiensis (Marzari et al., 1997), toxinas “killer” produzidas por
leveduras (Weiler & Schmitt, 2003), entre outras.

A producao de plantas transgénicas expressando proteinas Cry e inibidores
enzimaticos, que atuam no controle de pragas de importancia econémica na agricultura,
representa um dos principais enfoques da biotecnologia atual. Nesse contexto, pesquisas
na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia vém sendo desenvolvidas utilizando
bibliotecas de mutantes de proteinas Cry, de inibidores de a-amilases e de inibidores de
proteinases, com objetivo de prospectar genes codificadores de moléculas melhoradas,
efetivas no controle de insetos-praga para importantes culturas.

5.3.1 Biblioteca combinatoria de proteinas Cry

As proteinas Cry apresentam atividades especificas e restritas a determinados
insetos-praga, com a vantagem de apresentar inocuidade aos vertebrados, principalmente
aos humanos e ao meio ambiente (Crickmore et al., 1998), fazendo deste agente um
componente-chave no controle de insetos-praga. O uso de técnicas moleculares na obtencéo
de toxinas melhoradas (DNA shuffling) e construcéo de biblioteca combinatéria apresentada
em fagos (Phage display), permitem selecionar toxinas com atividade dirigida ao inseto
alvo, contribuindo para a segurancga quanto ao uso de plantas geneticamente modificadas.
Nossa equipe, na unidade de pesquisa da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
vem desenvolvendo pesquisas visando a obtencao de bibliotecas combinatorias de genes
cry para selecdo de proteinas ativas contra pragas, em particular contra o bicudo do
algodoeiro (Anthonomus grandis). O bicudo do algodoeiro € considerado, atualmente, uma
das pragas de maior relevancia da agricultura mundial, devido aos danos causados e
dificuldades de controle. O combate desse inseto pelos métodos convencionais com a
aplicacao de pesticidas, além de oneroso e prejudicial ao meio ambiente € ineficiente,
devido a fase larval do patégeno ser endofitica (desenvolvimento no interior do botéo floral
ou das macas). Portanto, o uso de bibliotecas de genes recombinados na selecéo de toxinas
com atividade especifica para o bicudo do algodoeiro poderéa contribuir de forma marcante
no desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas resistentes a insetos.
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5.3.2 Biblioteca cominatdria de inibidores de a-amilase

Os inibidores de a-amilases encontrados em sementes de plantas como trigo, feijao,
centeio, milho, entre outros, séo conhecidos por conferir resisténcia aos insetos. Em patrticular,
o inibidor de a-amilase (0lAl-1), presente em feijao comum (Phaseolus vulgaris) e a isoforma
aAl-2, presente no feijao selvagem apresentam diferentes especificidades: enquanto o oAl-
1 inibe a a-amilase pancreética de porco e as a-amilases dos bruquideos Calossobruchus
maculatus e Calossobruchus chinensis, o inibidor cAl-2 inibe apenas a a-amilase de
Zabrotes subfasciatus (Grossi-de-Sa et al., 1997). Com o objetivo de entender a interacao
molecular entre o-amilases e inibidores de a-amilases de plantas, identificar residuos de
aminoacidos responsaveis pelas diferencas de especificidade entre as isoformas (Grossi-
de-Sa et al., 1997; Franco et al., 2002; Silva et al., 2000; Silva et al., 2004) e desenvolver
novos inibidores com atividade contra pragas de interesse econdémico, aplicamos a
tecnologia do DNA shuffling seguida de Phage display para a geracédo de uma biblioteca
de genes mutantes de inibidores de a-amilases (0Al-1 e olAl-2). A biblioteca combinatoria
contendo 10° mutantes esta sendo avaliada para a selecdo de inibidores novos e/ou
melhorados. O estudo estrutural e funcional de mutantes selecionados, em complexo com
as o-amilases dos insetos, possibilitardo a identificacdo de aminoacidos essenciais para
o desenho de outros inibidores especificos contra pragas danosas a agricultura, com
consequente aplicacdo na producao de plantas transgénicas resistentes a insetos-praga.
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