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1- Biologia Molecular € o estudo das propriedades dos organismos vivos, sistemas bioldgicos e
derivados no nivel molecular. O seu desenvolvimento nas Ultimas décadas tem despertado o
interesse geral, principalmente para a ampliacdo do conhecimento, técnica, tecnologia e “know-how”
na area bioldgica. DefinigGes auxiliares: a) gendtipo- é a constituicdo genética total de um individuo;
b) genbmica- estuda o conjunto de cromossomos de uma espécie; ¢) protedbmica- estuda o conjunto
das proteinas expressas pelos genes, através técnicas instrumentais; d) metabolémica- estuda o
conjunto das mudancas nas rotas metabdlicas e compostos quimicos para a caracterizacao
individual da importancia nutricional ou toxicoldgica. Estdo em curso estudos sobre epigendmica e
transcriptomas!

2- Utilizando os fundamentos de outras disciplinas, a biologia molecular tem promovido um avanco
significativo em areas muito importantes para a saide humana, agricultura e produc¢éo industrial.
Uma dessas disciplinas bem articuladas com a Biologia Molecular é a propria Genética Molecular,
gue em sua esséncia significa “o estudo das propriedades do material genético no nivel molecular”.

3- As técnicas mais recentes de biologia molecular vieram como um somatério a esses campos do
saber, no sentido de complementar a investigacgéao cientifica, provendo recursos para a criagéo e
fortalecimento da engenharia genética, iniciada por Stanley Cohen em 1972, que deu margem ao
inicio da geragéo dos organismos geneticamente modificados (OGM).

4- Por seu turno, o avango consequente da geracdo, aprimoramento e aplicacédo das ferramentas
biotecnolégicas foram fatores primordiais para o sustentaculo da biologia molecular.

5- A prépria definicdo da biotecnologia ja mostra que se trata da aplicagdo de qualquer tecnologia
usando sistemas bioldgicos, organismos e derivados para fabricar ou modificar processos e
produtos para um fim especifico, podendo ser enriquecida com o uso de técnicas de biologia
molecular e celular (células, organelas, moléculas, organismos).

6- Com essa viséo, tem sido notavel o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, tendo
como bons exemplos as técnicas do DNA recombinante e marcadores moleculares. Funcionamento
da tecnologia do DNA recombinante- a partir do organismo doador, o procedimento basico é extrair
e cortar o DNA do genoma doador em fragmentos contendo de um a varios genes (com o uso das
enzimas de restricdo- atuam como tesouras) e permitir que os fragmentos se insiram
individualmente em pequenas moléculas de DNA automaticamente replicantes e abertas, como os
plasmideos (pequenos segmentos de DNA que se replicam automaticamente em células de
procariontes e eucariontes- sao usados como vetores na engenharia genética) bacterianos. Essas
pequenas moléculas circulares atuam como transportadoras ou vetores para os fragmentos de DNA
porque consistem de novas combinac¢des de DNA do genoma doador (que pode ser de qualquer
organismo) com o DNA vetor de uma fonte totalmente diferente (em geral, um plasmideo bacteriano
ou mesmo de virus). Enzimas sao proteinas envolvidas na catalise de rea¢6es metabdlicas
especificas. . Principais técnicas de obtencéo de plantas transgénicas: a) Agrobacterium
tumefaciens (dicotiledéneas), A. rhizogenes (monocotiledéneas), A. vitis (infecta exclusivamente a
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videira)- consiste no uso de bactérias para a transformacao genética de plantas. O género
Agrobacterium pertence a familia Rhizobiaceae, que também agrupa os géneros Rhizobium e
Bradyrhizobium, que s&o bactérias fixadoras de nitrogénio. Além das bactérias acima citadas
existem ainda: A. rubi (induz tumores especificamente em Rubus spp) e A. radiobacter (saprofita,
isto &, ndo patogénica). Mais de 600 espécies vegetais (a maioria Angiospermas dicotileddnea e
Gymnospermas, e raramente Angiospermas monocotileddneas) séo infectadas por A. tumefacies e
por A. rhizogenes. Embora a incidéncia seja baixa, a galha-da-coroa pode tomar proporc¢des
desastrosas em certas culturas, conduzindo a perda quase total da produc¢éo, principalmente em
algumas espécies ornamentais, frutiferas e florestais, que sao propagadas vegetativamente. O
plasmideo vetor com os genes do doador € passado para a Agrobacterium e dai para a planta
receptora. b) Eletroporacao de Protoplastos- € um método utilizado para introduzir macromoléculas
em células vegetais. Protoplastos séo células vegetais desprovidas da parede celular e,
tecnicamente, podem ser isolados de qualquer tecido vegetal. Em condi¢cdes bem estabelecidas de
cultura de tecidos, os protoplastos reconstituem suas paredes, dividem-se, formam col6nias,
produzem calos e regeneram plantas (totipoténcia), por embriogénese ou organogénese. A técnica
consiste na inducéo de poros reversiveis em membranas celulares, resultando em fluxo de ions e
moléculas através da membrana deformada. Utiliza pulsos elétricos de 250 V/cm através de
descargas com capacidade de 58 uF. c) Biobalistica- utiliza micro-projéteis em alta velocidade
(1.500 km/h) para introduzir &cidos nucleicos e outras moléculas em células e tecidos in vivo. Essas
particulas (de ouro ou tungsténio) penetram na parede e ha membrana celular de maneira ndo-letal,
alojando-se aleatoriamente nas organelas celulares. Posteriormente, o DNA é dissociado das
microparticulas pela acdo do liquido celular e integrado ao genoma nuclear do organismo receptor.
Planta transgénica- gendtipo que possui gene que nao se encontra em seus paternais e que nele foi
adicionado com o uso da tecnologia do DNA recombinante.Também, pode-se retirar um gene dessa
planta que se encontra nos paternais!

7- Foi vislumbrada a capacidade de “transformar” a vida ao serem desvendados os segredos das
“ferramentas moleculares”, segredos que desde sempre estdo explicitados na natureza, que por
conhecé-los, manipula-os segundo suas regras e responde a toda interferéncia humana.

8- Assim, com perseveranga e curiosidade, cientistas de varias areas contribuiram para o
desvendamento da estrutura do DNA e do cddigo genético. Com isso, contribuicbes importantes
foram feitas para o avanco do conhecimento da estrutura e da fungdo das moléculas informacionais,
levando a proposicgéo (e ao questionamento) do dogma central da biologia molecular (replicacao,
transcricdo e traducao).

9- A esse e a muitos outros conhecimentos gerados pela bioquimica, biofisica, bioinformatica,
microbiologia, genética e imunologia se deve o embasamento das técnicas de biologia molecular.

10- Aos poucos foi possivel o dominio da geracéo e aplicacéo das técnicas de isolamento e
manipulagdo das moléculas da vida, ora conhecendo as suas sequéncias, ora retirando ou
substituindo partes de seus fragmentos, criando novas moléculas “quiméricas”, capazes de interferir
na expressédo do material genético das células.

11- Esse fervilhar de ideias e descobertas foi uma caracteristica das décadas de 1970 e 1980 e
tem se propagado até aos dias atuais. Com isso varias instituicdes de PD&l e CT&I se preocuparam
no preparo de equipes de pesquisadores e professores, criacdo e aprimoramento de infraestrutura
de laboratérios e apoio técnico e administrativo, culminando com excelentes avan¢os como o
sequenciamento do DNA, identificacdo e uso de células-tronco, além de outros formidaveis avangos
do conhecimento para o beneficio da humanidade.

12- Considerando o conhecimento sobre técnicas basicas em biologia molecular podem ser
incluidos os seguintes topicos: quantificacdo de acidos nucleicos e de proteinas por métodos
espectrofotométricos, extracao e purificacdo de DNA, principais enzimas modificadoras de acidos
nucleicos, amplificagdo de DNA por PCR, andlise de DNA por eletroforese (técnica para a
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separacdo de moléculas, principalmente proteinas e DNA, através de um campo elétrico) em gel de
agarose, transformacéo bacteriana, extracdo de RNA total, analise de proteinas por eletroforese em
gel de poliacrilamida desnaturante, aplicacao dos diversos tipos de marcadores moleculares ja
desenvolvidos, aminoacidos, natureza do cédigo genético e suas propriedades, técnica do DNA
recombinante e geracéo de OGM.

13- No referente a aminoacidos existem mais de 300, mas somente 20 sdo utilizados no organismo
humano, sendo denominados de aminoacidos primarios ou padrdes. Sd0 os seguintes: alanina,
cisteina, acido aspartico, acido glutanico, fenilalamina, glicina, histidina, isoleucina, lisina, leucina,
metionina, asparagina, prolina, glutamina, arginina, serina, treonina, valina, triptofano e tirosina.
Dentre estes se encontram oito amino4cidos essenciais, isto €, aqueles que néo sao produzidos
pelo corpo humano. Sdo os seguintes: fenilalamina, isoleucina, leucina, metionina, arginina. serina,
valina e triptofano. Para evitar a deficiéncia alimentar é necessaria a ingestao de alimentos que
contenham as proteinas que possuam os citados aminoacidos, como certos vegetais e carne de
animais.

14- O codigo genético é o conjunto de 64 trincas possiveis de bases nitrogenadas, com 4
nucleotideos de mRNA que especificam os 20 aminoacidos que v&o formar as proteinas. E a
relagcdo entre a sequéncia de bases no DNA e a sequéncia correspondente de aminoacidos na
formacéo das proteinas.

15- As nove propriedades do cddigo genético: trés nucleotideos por cédon, um cddigo em trincas,
sem virgula, ndo sobreposto, degeneracéo e oscilacdo, ambiguidade, tem ponto inicial, tem ponto
final, universal (exce¢&o: mitocdndrias do ser humano, leveduras e outras espécies).

16- Origem e evolucdo do material genético- os organismos atuais séo sistemas compostos por
macromoléculas que evoluiram de sistemas macromoleculares mais simples de eras passadas.

17- A origem do material genético foi precedida por trés estadios: a origem dos aminoéacidos e das
bases organicas, dos polipeptideos e nucleotideos, além dos poli-nucleotideos.

18- Ha cerca de 4 bilhdes de anos , a atmosfera da Terra era rica em hidrogénio, metano, amonia e
agua, mas pobre em oxigénio livre e gas carbénico. Pelo uso de fontes de energia tais como:
descargas elétricas, calor, elétrons com alta energia, raios X, luz solar e luz ultravioleta, os seguintes
aminoacidos foram sintetizados: glicina, alamina, acido aspartico e acido glutanico. Outros
compostos formados incluem adenina, uracil, acido férmico, acido acético, acido succinico, assim
como alguns agucares e acidos graxos.

19- Ha muito tempo, a luminosidade pode ter sido uma importante fonte de energia para a
producédo de tais moléculas. Os meteoritos fazendo com que algumas moléculas passassem muito
rapidamente através de liquidos e gases, podem também ter promovido intera¢des entre moléculas.
A medida que ocorria mais sintese, especialmente nos oceanos, os produtos se acumulavam para
formar uma “sopa orgéanica”.

20- A atmosfera mudou quando o oxigénio foi libertado e convertido em ozona, formando a camada
sobre a Terra. Uma vez que a ozona absorve a luz ultravioleta, essa camada impede que a luz de
comprimento de onda (e energia) do UV alcance a Terra. Consequentemente, as principais fontes
de energia solar, dai por diante, se transformaram em luz visivel e calor.

21- Foi descoberto que, em presenca de excesso de acido aspartico e glutamico, uma mistura de
aminoacidos forma ligacdes peptidicas e polimeriza em proteinoides a temperatura de 200°C ou
menos, em uma sintese a seco. Praticamente, todos os aminoacidos comuns as proteinas estao
incluidos nesses proteinoides, que devem ter servido como catalizadores rudimentares na sintese
de compostos organicos mais complexos a partir da “sopa orgéanica”, tais como nucleotideos,
poli-fosfatos e pigmentos.

22- O material genético serve para manter e replicar os sistemas de proteinas- nos organismos
atuais, o material genético esta intimamente ligado as proteinas: sua sintese é dirigida por proteinas
e sua informagéo é traduzida em proteinas. As primeiras intera¢des entre proteina e acido nucleico
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foram muito provavelmente, o resultado de colisdes ao acaso. Em face da especificidade entre
partes do complexo, pode-se considerar a por¢do aminoacida como um molde para a por¢ao
nucleotidica, ou vice-versa. Pode mesmo ser afirmado que esses dois componentes codificam um
ao outro de uma maneira primitiva.

23- A grande similaridade entre DNA e RNA sugere fortemente a presenca de um precursor
comum. Um processo especializado ocorreu de tal forma que o DNA (mais estavel que o RNA) se
tornou no molde de transcri¢do, enquanto gue o RNA menos estavel, no molde de tradugdo. Outro
avanco evoluciondrio teve lugar quando o organismo de tornou apto a reproduzir-se.
Subsequentemente, o sistema proteico inteiro poderia ser replicado através da informacgéo do acido
nucleico.

24- O material genético sofreu uma evolugdo quantitativa- 0s organismos altamente complexos
atuais formam sistemas super macromoleculares cuja organizacao esta codificada no acido
nucleico. Uma vez que a complexidade dos organismos aumentou no decorrer da evolucéo, a
guantidade de informacao (portanto, a quantidade de material genético) necessaria para especificar
um organismo também aumentou.

25- Em algumas plantas, o aumento do grau de ploidia e subsequente diferenciacdo de genomas
resultou em maiores niveis de complexidade, diversidade e adaptabilidade. Estima-se que cerca de
um quarto das espécies atuais fanerégamas (produzem sementes) se originou de alopoliploides.

26- A autopoliploidia provavelmente ndo desempenhou um papel importante no aumento do
namero de genes de organismos de reproducao sexuada, uma vez que a ocorréncia de
multivalentes (ao invés de bivalentes) durante a meiose resulta em numerosos gametas
aneuploides. Devido ao possivel desequilibrio genético que causa o ganho de cromossomos
inteiros, do mesmo modo, ndo parece ser o melhor mecanismo para aumentar a quantidade do
material genético. No entanto, em plantas de multiplicacdo vegetativa como a seringueira (Hevea
spp), a obtencao de autopoliploides, como os tetraploides, pode ser um processo altamente valioso
para a criacdo de gendtipos com elevada producao de latex. Além disso séo individuos com alta
toleréncia a seca, dentre outras excelentes caracteristicas, em face do tamanho e estrutura dos
seus estdmatos.

27- O material genético sofreu uma evolugéo funcional- a mutagao fornece a matéria-prima para o
processo evolutivo, pois é a principal forga que possibilita a produgdo de organismos de genotipos
superiores (€ o principal fator que cria a variabilidade genética). Por exemplo, se varias espécies de
organismos tipo selvagem dependessem do mesmo aminoacido existente no meio ambiente, o
suprimento daquele aminoacido determinaria 0 nimero de organismos que poderiam sobreviver.
Assim, organismos anormais que pudessem sintetizar esse aminoacido poderiam ter maior
probabilidade de sobreviver do que o tipo selvagem. Seriam favorecidos também aqueles
organismos nos quais um erro permitisse a utiliza¢cdo de outro aminoacido em lugar do aminoacido
raro. A mutagdo, portanto, permite ao organismo maior independéncia em rela¢éo ao seu meio. O
namero das diferentes mutagdes possiveis € infinito, sendo que a maioria é prejudicial ao
organismo. Ela pode ocorrer no nivel do citoplasma, génico ou de ponto e cromossémico. Em
conjunto com a migracao, recombinacao, selecdo natural e oscilacdo genética, a mutacéo faz parte
das forcas evolucionarias!

28- Evolucéo de proteinas e populacfes- considerando as proteinas dos dias atuais, muito se pode
dizer a respeito do seu material genético pela seguinte razao: tais proteinas sao tradugées da
informacéo genética de acordo com um cdodigo que é essencialmente universal e cuja
degenerescéncia é limitada. Além disso, considerando a ocorréncia dessas proteinas entre grupos
de organismos como também individualmente é possivel inferir quanto ao processo da evolugdo de
proteinas, seus genes e populacgdes.

29- No referente a evolugéo das populagdes, aquelas de fertilizacdo cruzada que obedecem ao
principio do equilibrio de Hardy-Weinberg (p + g = 1) tém um fundo génico estatico (equilibrio de
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ligacdo- auséncia de mutacdo e migracdo- populagédo panmitica).

30- Assim, um membro de uma populacéo de fertilizagdo cruzada geralmente tem a oportunidade
de se cruzar com um grande numero de outros individuos (ex: compostos sintéticos de plantas-
principio usado pelo Dr. Afonso Celso Candeira Valois para a sintese do composto de milho
‘Manaus’). Os gametas de todos os genotipos constituem um fundo do qual sdo utilizados genes
para a préxima geracao.

31- Outro tema de relevancia que pode ser destacado na aplicacédo da Biologia Molecular é quanto
ao estudo da base molecular da interagdo Rhizobium — Leguminosa na realizacéo do processo que
€ considerado, apo6s a fotossintese, o mais importante fenémeno biolégico do Planeta, que é a
fixac&o bioldgica do nitrogénio (FBN). Esse aproveitamento natural pode ser entendido como uma
das tecnologias de sustentacdo do plano ABC (agricultura com baixa emissdo de carbono).

32- Microrganismos como os Diazotréficos tém a capacidade de quebrar os dois atomos do
nitrogénio atmosférico (N2) e transforma-los em amoénia (NH4), prontamente assimilavel pelas
plantas através da simbiose entre bactérias Rhizobiales (Rizobios) e plantas da Familia
Leguminosae (soja, feijdo etc.). Trata-se de um macronutriente para as plantas, disponibilizado pela
atmosfera de forma gratuita e limpa, pois € de elevado custo financeiro e ambiental quando retirado
de rochas da natureza.

33- Assim, bactérias dos géneros Rhizobium, Bradyrhizobium e Azorbizobium (referidas como
Rhizobium ou simplesmente rizébios) sdo capazes de induzir a formacéo de estruturas tipicas
(nodulos) em raizes e caules de plantas da Familia Leguminosae. Para estabelecer essa simbiose
sdo produzidos sinais anteriores a interacao entre a planta e o rizébio, provocando respostas
discretas pelos dois simbiontes.

34- Adicionalmente, outras bactérias também executam esse enorme beneficio de FBN quando em
simbiose com outras plantas, como gramineas. Para o caso da cana-de-acglcar, a Embrapa
Agrobiologia, sediada em Seropédica-RJ, desenvolveu um adubo biol6gico composto de estirpes de
cinco bactérias endofiticas (vivem no interior da planta), que sao as seguintes: Gluconacetobacter
diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum rubrisubalbicans, Azospirillum
amazonense e Burkholderia tropica. Essa mistura de bactérias foi a que mais contribuiu para a
fixac&o biolégica de nitrogénio, considerando que a citada instituicao possui uma cole¢cao com mais
de oito mil bactérias aptas para serem usadas em trabalhos de pesquisa quanto a FBN. Trata-se de
uma tecnologia da maior importancia para o Brasil, considerando que o Pais € o maior produtor
mundial de acgucar, cultivando anualmente mais de seis milhdes de hectare, com producao superior
a 655 milhdes de toneladas de cana-de-agUcar na safra 2015-2016, segundo a CONAB. Esse
composto é capaz de proporcionar uma economia anual de 50 mil toneladas de fertilizante
nitrogenado por ano, sem queda de produtividade, além da vantagem adicional de ser uma
tecnologia limpa, pois ndo agride o meio ambiente. Deve-se mencionar a criatividade cientifica da
eminente pesquisadora Dra. Johanna Dobereiner que fundamentou na base esse excelente
resultado de pesquisa, desenvolvimento e inovacao tecnolégica. A mesma foi dos quadros da
Embrapa Agrobiologia, se integrando desde os primérdios da pesquisa agropecuéria a partir do EPE
e DNPEA, de onde se originou a Embrapa. A Dra. Johanna foi a principal responsavel por esse
verdadeiro “Breakthrough” de tecnologia apropriada da agricultura brasileira e mundial. Trata-se de
uma sincera homenagem in memoriam a brilhante cientista!

35- Na interacéo leguminosa-rizébio séo citados mais de 40 genes bacterianos (nod) envolvidos
em nodulacao nas diferentes espécies de rizdbios, cuja transcri¢do é ativada por sinais especificos
da planta (flavonoides). Em retorno, transcritos dos genes nod, envolvidos na sintese de
lipo-oligossacarideos induzem especificamente a organogénese dos nédulos em plantas.

36- A simbiose Rhizobium-Leguminosa €, portanto, um atrativo sistema para o entendimento da
base molecular da especificidade hospedeira. Nos possiveis eventos de sinaliza¢éo entre rizébios e
leguminosa, inicialmente a planta induz expressao dos genes nod na bactéria, conjuntamente com
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a proteina ativadora do nod D, produzida constitutivamente. Tais moléculas s&o produtos do
metabolismo fenilpropanoidico (flavonas e isoflavonas) vegetal. No rizdbio, os genes nod ativados
produzem sinais identificados como lipo-oligossacarideos, os quais provocam enrolamento do pélo
radicular e divisbes das células meristeméticas. O nddulo é entdo desenvolvido e assim,
estabelecida a formidavel fixacéo biol6gica do N2.
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