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Alice and the Cheshire Cat 

 

““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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Lithwick e Margalit (2003) analisaram três caracteres envolvidos na tradução 

em procariotos: o potencial de pareamento entre rRNA e a seqüência de Shine-

Delgarno  presente no mRNA, identidade do códon de parada e codon usage 

bias, sendo este último fator o que mostrou maior correlação com níveis de 

expressão protéica.  

A incompatibilidade na utilização preferencial de códons pode prejudicar a 

expressão de genes heterólogos. Uma solução plausível é ampliar o “pool” de 

tRNA intracelular do hospedeiro. Isso pode ser feito super expressando genes 

de tRNAs raros. Embora a super-expressão de tRNA apareça inicialmente como 

uma solução atraente, há alguns empecilhos. Diferentes tRNAs precisariam ser 

super-expressados para genes de organismos diferentes e essa estratégia não 

é tão atrativa para hospedeiros que sejam mais difíceis 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 número de códons pouco freqüentes que um gene 

contém, maiores são as chances da expressão protéica atingir níveis 

insatisfatórios (Kane 1995). Ademais, níveis baixos de expressão são 

intensificados se os códons raros ocorrem em grupos ou na região N-terminal 

da proteína. Uma estratégia comum para aumentar a expressão é alterar os 

códons do gene alvo de forma que eles se assemelhem mais ao padrão de 

utilização de códons do hospedeiro. Para este objetivo são utilizadas técnicas 

que vão desde mutações sitio direcionadas (Kink et al. 1991) até a síntese de 

genes completos (Nambiar et al. 1984). 

Com o conhecimento do padrão de uso de códon de um organismo é possível 

realizar a otimização dos códons do transgene que se deseja expressar no 

organismo receptor. Esse ajuste ocorre por uma substituição de um códon de 

baixa freqüência por outro de alta freqüência, conforme a distribuição de 

freqüência da espécie desejada. Esse procedimento não altera a seqüência da 

proteína e permite maximizar a sua síntese, pois aumenta a eficiência da 

tradução do seu mRNA. A utilidade dessa estratégia é amplamente conhecida, 

como no caso da humanização da proteína 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 especulação relativa às forças evolutivas que produziram estas 

diferenças na preferência por determinados códons (Grosjean e Fiers 1982). A 

distribuição de códons responde ao conteúdo de GC genômico e as mudanças 

na utilização de códons são explicadas, pelo menos em parte, por um equilíbrio 

mutação-seleção entre os códons sinônimos (Knight et al. 2001). Alguns 

pesquisadores hipotetizaram que a utilização preferencial de códons tende a 

diminuir a diversidade de tRNAs isoaceptores, reduzindo a carga metabólica e 

sendo então benéfica a organismos que gastam parte de suas vidas sobre 

condições de crescimento rápido (Andersson e Kurland 1991). Quaisquer que 

sejam as razões para existência de codon usage bias, está claro que este uso 

preferencial pode ter um impacto profundo na expressão de proteínas 

heterólogas (Kane 1995).  
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Tabela 1. Exemplos de otimização e resultados obtidos 

(Gustafsson,2004)

 

 

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

expressão, seria incorreto sugerir que este é o único fator envolvido. A escolha 

de vetores de expressão e de promotores também é importante (Higgins e 

Hames 1999). As seqüências de nucleotídeos que cercam a região N-terminal 

da proteína parecem particularmente sensíveis, tanto para a presença de 

códons raros (Hoekema et al. 1987, Deana et al. 1998) quanto para a 

identidade dos códons imediatamente adjacentes ao AUG iniciador (Stenstrom 
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e Isaksson 2002). Também existem certas interações entre nível de tradução e 

estabilidade de mRNA que não foram completamente compreendidas (Wu et 

al. 2004), sendo que a estrutura da região 5` do mRNA também tem um efeito 

significativo (Griswold et al. 2003). 

Analises estatísticas dos nucleotídeos presentes ao redor do AUG, códon de 

início da tradução, em diferentes organismos mostraram a preferência por 

certos nucleotídeos em determinadas posições (Lukaszewicz et al. 2000). Em 

eucariotos, a tradução por ribossomos citosólicos geralmente começa a partir 

do primeiro AUG transcrito (Kozak 1991).  

Entretanto o reconhecimento de um AUG como ponto de início da tradução 

depende de diversos fatores, tais como: distância da extremidade 5`, a 

estrutura secundária ao redor do AUG e a seqüência de nucleotídeos que 

flanqueia o sitio de iniciação, chamada de contexto de iniciação (Boyd e 

Thummel 1993, Kozak 1991, Roy et al. 1990).  

A composição da região vizinha ao AUG iniciador de genes disponíveis nos 

bancos de dados públicos tem sido extensivamente analisada e a análise de 

5074 seqüências de plantas permitiu a identificação de um consenso para 

monocotiledôneas (a:c A:G A:C c AUG G C) e dicotiledôneas (a A A:C a AUG G 

C) onde as bases -3 e +4 são as mais importantes, considerando o A do códon 

AUG como posição +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 maiúscula caso a freqüência relativa 

de um único nucleotídeo em uma determinada posição seja maior que 50% e 

duas vezes maior que a freqüência do segundo nucleotídeo mais freqüente. 

Quando apenas um nucleotídeo não preenche estes critérios, um par de bases 

pode ser determinado como consenso caso a soma das freqüências relativas 

destes dois nucleotídeos na mesma posição seja maior que 75%. Quando 

nenhum destes critérios é estabelecido em uma posição, é indicado o 

nucleotídeo mais freqüente em letras minúsculas. 

Estudos in vitro demonstraram uma menor importância do contexto de 

iniciação 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 importância das posições -3, -2, +4 e +5 (Lukaszewicz et al. 

2000).  

A observação de que contextos de iniciação sub-ótimos estão presentes em 

muitos genes sugere a hipótese que este contexto pode estar envolvido com a 

modulação da expressão gênica. Esse pode ser o caso para transcritos que 

codificam duas proteínas que diferem em suas regiões N-terminal. Alguns 

transcritos codificam proteínas que podem operar tanto no citosol quanto em 

alguma organela. O peptídeo maior, iniciado no primeiro AUG em um contexto 

sub ótimo, inclui a seqüência direcionadora, já o menor, que foi sintetizado a 

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

A terminação da síntese protéica é desencadeada por um dos três códons de 

terminação (UAA, UAG, e UGA) e resulta na liberação do polipeptídio recém 

sintetizado do ribossomo. Contudo, existem casos nos quais o trinucleotídeo 

(códon de parada) não é suficiente para terminar a tradução eficientemente. 

(Tate et al. 1996). Os códons que precedem o códon de parada, a identidade 

do códon de parada e a base seguinte a ele têm influência na eficiência da 

terminação da tradução (Poole et al. 1995). Foi mostrado que códons de 

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

Devido ao nucleotídeo seguinte ao códon de parada ter se mostrado 

importante para a eficiência da terminação, os códons de terminação são 

freqüentemente considerados como compostos por quarto bases (Poole et al. 

1995). Foi mostrado que o códon de terminação UAAU é o mais eficiente em E. 

coli (Poole et al. 1995). Lithwick and Margalit (2003) demonstraram que 

certamente existe uma preferência significante por UAAU em genes altamente 

expressos em E. coli e em H. influenzae.  

São significativamente suprimidos padrões de dinucleotídeos CpG 

imediatamente após o códon de parada (Jacobs et al. 2000). Já a região 

anterior também parece apresentar alguns padrões, ainda que esta região, por 

ser codificante, deva ser influenciada por outros fatores tais como: codon 

usage bias, composição de aminoácidos ou estrutura protéica. Por exemplo, 
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GpG dinucleotídeos são freqüentemente observados na região imediatamente 

anterior ao códon de terminação (Cavener e Ray, 1991), e tem sido reportado 

que apenas o último aminoácido tem influencia sobre a eficiência do processo 

de terminação (Mottagui-Tabar and Isaksson 1997).  

O “Codon Adaptation Index” -CAI- relaciona a freqüência de códons em uma 

proteína com a freqüência destes códons em um grupo de referência de 

proteínas altamente expressas. Convencionalmente, proteínas ribossomais são 

usadas como grupo de referência de proteínas altamente expressas. Os valores 

de CAI variam entre 0 e 1, e quanto mais alto o valor o mais semelhante é o 

uso de códons no peptídeo particular em relação ao padrão de utilização que 

ocorre em genes altamente expressos (Sharp e Li 1987). Ozawa et al. (2002) 

observaram em eucariotos uma correlação positiva entre valores de CAI e o 

conteúdo de informação nas posições +1 e +2 depois do códon de parada. 

Como genes com valores de CAI elevado são geralmente mais expressos, os 

resultados de Ozawa et al. (2002) sugerem que genes expressos em níveis 

elevados tenham um consenso favorável ao redor do códon terminador. 

 

3.2. A Cultura do Eucalipto no Brasil 

 

O Eucalipto tem sua origem na Austrália 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 País (Ministério da Ciência e Tecnologia, 2003) 

Atualmente o Brasil é o maior produtor mundial de celulose -6,3 milhões de 

toneladas por ano- e possui a maior área plantada de eucaliptos do mundo, 

mais de 3 milhões de hectares distribuídos do norte ao sul do país. (Figura 4).  
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Estado Área Plantada (ha)

Minas Gerais 1.067.744

São Paulo 798.522

Bahia 527.386

Espírito Santo 204.035

Rio Grande de Sul 179,690

Paraná 114.996

Mato Grosso do Sul 113.432

Pará 106.033

Santa Catarina 61.166

Maranhão 60.745

Amapá 60.087

Goiás 47.542

Mato Grosso 42.417

Outros 27.409

TOTAL 3.407.205  

Figura 4. Área e distribuição 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 índice médio de produtividade do mundo, sendo 

de 40m3 por hectare ao ano (Ministério da Ciência e Tecnologia, 2003). 

Segundo relatório publicado pela Sociedade Brasileira de Silvicultura (ABRAF, 

2007) a produção do eucalipto brasileiro se destina basicamente à produção de 

celulose e papel e ao carvão que abastece as siderúrgicas (Figura 5). As 

indústrias brasileiras que usam o eucalipto como matéria prima para a 

produção de papel, celulose e demais derivados representam 4% do nosso PIB, 

8% das exportações e geram aproximadamente 150 mil empregos (Ministério 

da Ciência e Tecnologia, 2003). 
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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 seqüenciamento do genoma 

expresso do eucalipto (ESTs), na segunda, foram realizadas correlações entre 

os genes seqüenciados às funções da planta. A Fapesp investiu 530 mil dólares 

na primeira fase, e as quatro empresas participantes (Votorantim, Suzano, 

Duratex e Ripasa), cerca de 250 mil reais. Os dados resultantes da pesquisa 

são compartilhados pelas empresas. O Genolyptus - do qual participam 

universidades, empresas e a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 

(Embrapa) - tem abordagem diferente. São observadas e cruzadas árvores 

com diferentes características. Com o uso de mapeamento genético, 

seqüenciamento de DNA e mapeamento físico do genoma do eucalipto, serão 

identificadas as regiões do genoma que controlam funções ligadas 

principalmente a qualidade da madeira e resistência a doenças.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Identificação das ORFs e Elaboração do Conjunto de Dados 

 

A primeira etapa do projeto foi a identificação das regiões codificantes de 

proteínas (ORFs) a partir das seqüências depositadas no banco de dados do 

projeto FORESTs. Para isso foi elaborada com a linguagem de programação 

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 públicos; obter o quadro correto de leitura e procurar pela 

metionina inicial e pelo códon de terminação, que não fossem identificados 

diretamente por similaridade. Além disto, esta mesma ferramenta apresenta 

funções de alinhamento e verificação da freqüência de cada nucleotídeo em 

diferentes posições da seqüência gênica. As verificações de homologia foram 

feitas com seqüências depositadas nos bancos NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) e 

SWISSPROT (www.ebi.ac.uk/swissprot). Para obter um conjunto de dados 

mais confiáveis foram utilizadas apenas seqüências “Full Lenght” – aquelas que 

possuem similaridade tanto na região iniciadora quanto na terminadora. 

 

4.2. Identificação de Variações na Utilização de Códons Sinônimos 

 

Diversas análises foram realizadas para verificação da utilização de códons 

sinônimos. Para isso utilizamos os programas CodonW 

(http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/codonw.html), GCUA (General 

Códon 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 três optamos por trabalhar com InCA. Este 

programa contabiliza a freqüência relativa de cada códon (codon usage), 

mostra o tamanho de cada ORF, o conteúdo de GC, além de desempenhar 

outras funções. Os dados foram submetidos a análises executadas com os 

programas R e Microsoft Excel. Estes estudos foram realizados com auxílio do 

grupo de bioinformática do Genômica Funcional.  
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4.3. Distribuição dos Genes em Classes 

 

Após a elaboração do conjunto de dados, os genes selecionados foram 

agrupados de acordo com classe protéica (obtida por homologia), níveis e 

locais de expressão (dados FORESTs). Para isto extraímos do grupo de ORFs 

aquelas que representavam os 10 genes mais expressos, os 100 mais 

expressos e os 100 menos expressos de acordo com os dados de expressão in 

silico gerados pelo projeto FORESTs. Os locais de expressão também foram 

determinados por meio das informações de expressão in silico, e seguiram o 

agrupamento de tecido preferencial de expressão apresentado por Vicentini et 

al. (2005). 

 

4.4. Estudo do Contexto de Iniciação e Terminação da Tradução 

 

As análises do contexto de iniciação e terminação foram feitas através da 

ferramenta ORFIS que permitiu contabilizar a freqüência de cada base em cada 

posição e identificar possíveis consensos nestas regiões. 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 maiúscula caso a 

freqüência relativa de um único nucleotídeo em uma determinada posição seja 

maior que 50% e duas vezes maior que a freqüência do segundo nucleotídeo 

mais freqüente. Quando apenas um nucleotídeo não preenche estes critérios, 

um par de bases pode ser determinado como consenso caso a soma das 

freqüências relativas destes dois nucleotídeos na mesma posição seja maior 

que 75%. Quando nenhum destes critérios é estabelecido em uma posição, é 

indicado o nucleotídeo mais freqüente em letras minúsculas. 

 

4.5. Construção do Software 

 

A partir dos padrões de utilização de códons identificados foi construído o 

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

e pode ser acessado através do endereço: https://ipe.cbmeg.unicamp.br/cgi-

https://ipe.cbmeg.unicamp.br/cgi-bin/pipeCodon/codon.cgi
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utilizando relações entre códons vizinhos (mGFP5-BCC). Os genes sintéticos 

foram construídos pela empresa alemã GENEART. 

 

4.7. Construção dos Vetores de Transformação 

 

A partir dos plasmídios pCAMBIA 1302 e 2301 foi construído um vetor 

contendo os genes mGFP5 e nptII. O gene mGFP5 foi retirado do vetor 1302 

com as enzimas de restrição HindIII e BstEII e clonado no vetor 2301 digerido 

pelas mesmas enzimas. Essa construção foi chamadada de pCAMBIA 2302 e 

será 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 após digestão 

com as enzimas NcoI e BstEII e inseridos no vetor 1302. Este vetor 

intermediário foi digerido com HinDIII e BsteII 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 

digestão com as enzimas XhoI, BamHI  PvuII e EcoRV para confirmar as 

construções. 

 

4.8. Transformação de Epitélio de Cebola 

 

Tiras de epiderme de cebola foram bombardeadas utilizando um canhão de 

hélio. Foi utilizado DNA plasmidial de cada construção (2302, 2302-BC e 2302-

BCC) e do vetor pCAMBIA 1302, que foi utilizado como controle para expressão 

de GFP. Também como controle foi feita co-transformação com o plasmídio 

POL-RFP. Este plasmídio codifica a proteína RFP (red fluorescent protein) com 

um sinal que direciona esta proteína para mitocôndrias. Vinte quatro horas 

após o bombardeamento foi verificada a expressão de GFP e RFP por 

microscopia de fluorescência. 
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4.9. Transformação de Eucalipto 

 

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

metodologia apresentada por Sartoretto et al. 2002.  

 

4.9.1. Obtenção de Plântulas 

 

Sementes de eucalipto fornecidas pelo Centro de Energia Nuclear na 

Agricultura (CENA – USP) foram esterilizadas por imersão em etanol 70% (v\v) 

por 1 minuto seguido de 10 minutos em solução diluída de hipoclorito de sódio 

contendo chlorine 8% (w/v). Após esse tratamento foram lavadas quatro vezes 

em água estéril.  

As sementes esterilizadas  foram colocadas em meio básico MS [meia força 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 121oC. 

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

fotoperíodo de 16h e intensidade luminosa de 40 mmoles fótons/m/s. 

 

4.9.2. Indução 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 - 10μM 2,4D/ 2,5μM 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. Transformação dos Calos 

 

A metodologia de bombardeamento foi semelhante à utilizada para 

transformação de epitélio de cebola. Foi utilizado DNA plasmidial de cada 

construção (2302, 2302-BC e 2302-BCC) e do vetor pCAMBIA 1302, que foi 

utilizado como controle para expressão de GFP. Também como controle foi 

feita co-transformação com o plasmídio pCAMBIA 2301. Este plasmídio contem 

o gene repórter gusA e o gene de seleção nptII.  

Para realização do teste histoquímico GUS, calos bombardeados foram 

incubados em solução X-GLUC durante 12h, no escuro, a 37 oC. A avaliação do 

teste foi realizada com auxílio do microscópio estereoscópico, observando-se a 

presença de coloração azulada no tecido analisado. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Identificação das Seqüências Codificantes e Elaboração de um 

Conjunto de Dados de Referência 
 

Os genes contêm seqüências de nucleotídeos que são compostas por regiões 

reguladoras e uma região codificadora chamada de CDS. O CDS é a seqüência 

de nucleotídeos que corresponde aos aminoácidos na proteína predita. A busca 

pela CDS em uma seqüência desconhecida é feita por meio da verificação das 

possíveis ORFs (Open Reading Frames). O termo ORF indica uma porção de 

DNA com potencial para dar origem a um polipeptídio; Para isto uma ORF deve 

conter um códon de iniciação AUG e terminar com um dos três possíveis 

códons de terminação. 

A primeira etapa deste projeto consistiu na identificação de ORFs e posterior 

extração de CDS das seqüências ESTs depositadas no banco FORESTS.  

Existem diversas metodologias para identificação de ORFs, mas as duas 

principais são: algoritmos matemáticos capazes de predizer e localizar 

possíveis genes e ferramentas que “caçam” as ORFs através do rastreamento 

de todos os quadros de leitura do EST. 

Dentre as ferramentas computacionais que tem como objetivo localizar 

possíveis genes, utilizando métodos preditivos matemáticos e estatísticos,as 

mais eficientes tem como base algoritmos de Hidden Markov Model (HMM), 

heurística ou uma combinação desses com outros métodos(mukherjee et al. 

2005). Entre os programas mais utilizados estão 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, disponível no site do NCBI, “lê” a seqüência EST em 

todos os possíveis quadros de leitura abertos, traduzindo a seqüência com a 

utilização do código genético padrão ou de um alternativo, específico para o 

organismo em estudo, e apresenta como resultado as regiões compreendidas 

entre um códon de início e um códon de terminação, fornecendo indícios sobre 
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o quadro de leitura correto de uma seqüência de DNA e sobre onde as regiões 

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

A etapa seguinte à identificação das ORFs na seqüência de DNA é a 

comparação da seqüência de nucleotídeos e da seqüência de aminoácidos das 

proteínas codificadas por esses possíveis genes com seqüências depositadas 

em bancos de dados. Existem vários bancos de dados de acesso livre que 

agrupam informações que atendem as mais diversas questões biológicas. Os 

bancos de dados mais completos que armazenam seqüências de DNA e de 

proteínas são: 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 seqüências 

similares cuja função já tenha sido descrita experimentalmente e permitir 

identificar com maior precisão os CDSs. 

Na grande maioria dos trabalhos científicos as seqüências de interesse são 

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 à sua 

rapidez na obtenção 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 seqüência de interesse (query) contra as seqüências 

de banco de dados (subject) (Altschul et al. 1990) 

Uma comodidade da ferramenta Orf Finder é que as seqüências deduzidas 

podem ser alinhadas com as seqüências do GenBank utilizando a versão on-

line do BLAST. Uma desvantagem é que esse processo é manual e deve ser 

feito para cada uma das seqüências. 

Conforme apresentado, existem diversas metodologias disponíveis que 

permitem a extração de ORFs de dados obtidos através de seqüenciamento de 

cDNA. Submetemos nossos dados ao software ESTSCAN (Iseli et al., 1999) 

que utiliza algoritmos matemáticos para identificar seqüências codificantes, 

além de propor a capacidade de corrigir possíveis erros de seqüenciamento. 
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Apesar deste programa ser amplamente utilizado os dados que obtivemos com 

ele em testes preliminares não foram satisfatórios, pois o número de 

seqüências com erros de quadro de leitura foi muito elevado. 

Já o método de identificação Orf Finder mostrou menos erros deste tipo, e 

demonstrou ser conveniente ao estudo. No entanto ele não permite a análise 

de grande volume de dados. 

Pensando em um método que permitisse identificar as ORFs e realizar a busca 

de similaridade com seqüências já conhecidas (BLAST) de maneira otimizada e 

com grande volume de dados foi desenvolvida a ferramenta ORFIS. Que 

funciona com pressupostos semelhantes á ferramenta Orf Finder. 

O programa ORFIS funciona em etapas, em um primeiro momento é feito Blast 

onde as seqüências ESTs são comparadas com seqüências depositadas em 

bancos públicos e de acordo com a seqüencia de maior similaridade é definido 

o quadro de leitura do EST. Na etapa seguinte o programa compara os códons 

de início e término da seqüência conhecida com a ORF identificada na 

seqüencia EST e determina o início e o fim do CDS, agora identificado. 

Todos as seqüências consenso do banco FORESTs (cerca de 30.000) foram 

submetidas à ferramenta ORFIS que encontrou 2636 seqüências full lenght  

quando comparou as seqüências depositadas no banco de dados do projeto 

FORESTs com as seqüências depositadas no NCBI. A comparação com dados 

depositados no banco SWISSPROT identificou 1527 possíveis seqüências. O 

padrão de utilização de códons foi verificado para ambos os conjuntos e 

nenhuma diferença significativa foi observada entre eles. Objetivando um 

maior espaço amostral as análises posteriores foram feitas sobre o conjunto 

obtido com auxílio do banco NCBI. 

Os dados obtidos com o programa ORFIS se mostraram de boa qualidade e 

validaram a metodologia que foi desenvolvida para a identificação de CDSs em 

grandes volumes de dados. 
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5.2. Identificação de Variações na Utilização de Códons Sinônimos 
 

Conforme apresentado na introdução do presente trabalho o código genético é 

degenerado, isto é: um mesmo aminoácido pode ser codificado por trincas de 

nucleotídeos diferentes. E a freqüência como diferentes trincas codificantes de 

uma mesmo aminoácido – chamadas também de códons sinônimos - são 

utilizadas não é igual. Por exemplo, para o aminoácido histidina que pode ser 

codificado por dois códons distintitos – CAU e CAC – esperar-se-ia que cada 

uma das trincas fosse utilizada em metade das vezes em que o aminoácido 

ocorre, no entanto não é isso que acontece. Uma trinca é mais utilizada. Esse 

fenômeno recebe o nome de Codon Usage Bias ou utilização preferencial de 

códons. 

Para identificar como os códons são utilizados nas seqüências de eucalipto 

submetemos os dados referentes aos CDSs extraídos do banco FORESTs ao 

programa INCA. O que este programa faz é contabilizar quantas vezes 

determinado aminoácido ocorre e também quantas vezes cada trinca de 

nucleotídeos ocorre. 

 

 

 

Figura 6. Padrão de codon usage bias apresentado pelas ORFs extraidas dos dados FORESTs. 
O eixo Y refere-se à diferença entre o codon usage observado em cada trinca e o valor 
referente a ocorrência aleatória da mesma; resultados positivos indicam uma utilização 
superior ao aleatório já valores negativos indicam uma utilização inferior. No eixo X estão 
representados os aminoácidos e as trincas correspondentes. Este artifício permite uma rápida 
análise gráfica comparativa do padrão de codon usage bias e foi utilizado nas figuras 1,2,3 e 
4. 
 

Como pode ser observado na figura 6 existe utilização preferencial de códons 

em eucalipto. Existem alguns aminoácidos que apresentam maior diferença na 



 

37 

 

utilização de códons sinônimos que outros. Foram realizados testes de qui-

quadrado que mostraram que para todos aminoácidos a utilização das trincas 

não é aleatória e que a diferença na utilização é significativa. 

É interessante notar o fato de que na maioria das vezes as trincas que ocorrem 

com maior freqüência são aquelas terminadas em C ou G. É notória a relação 

entre os padrões de Codon Usage Bias e o conteúdo de G+C genômico (Knight 

et al. 2001). No entanto não é possível afirmar quem é causa e quem é 

conseqüência. O conteúdo de GC identificado no eucalipto foi de 53%. 

 

5.3. Codon Usage Bias de Acordo com Níveis de Expressão 
 

Diversos trabalhos sugerem que genes expressos em níveis elevados possuem 

um padrão de utilização de códons que reflete as trincas mais freqüentes 

(Ikemura 1985). Identificar estas trincas é um dos objetivos principais deste 

trabalho. Para isto extraímos do grupo de ORFs aquelas que representavam os 

10 genes mais expressos, os 100 mais expressos e os 100 menos expressos de 

acordo com os dados de expressão in silico gerados pelo projeto FORESTs. O 

padrão de utilização de códons desses conjuntos foi comparado com o 

apresentado por todo o conjunto de ORFs (figura 7). A grande maioria das 

trincas seguem a mesma orientação nos três grupos,  mas é possível observar 

que existe um aumento na variação do codon usage observado menos o 

esperado no grupo de proteínas mais expressas (10+ e 100+), sugerindo que 

existe um maior grau de codon usage bias em genes altamente expressos. 

 

Figura 7. Padrão de códon usage bias apresentado pelas ORFs extraídas dos grupos de genes 
expressos em diferentes níveis 
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Este resultado é muito significativo, pois indica um vício mais intenso por 

códons ótimos em genes altamente expressos o que corrobora a idéia de que 

existe pressão seletiva agindo sobre o processo traducional, e mais 

especificamente agindo sobre a presença ou ausência de trincas de acordo com 

sua ocorrência no organismo. 

 

5.4. Codon Usage Bias de Acordo com Classes Protéicas 

 

As ORFs foram distribuídas em grupos distintos de acordo com a classe 

protéica que apresentavam segundo os dados de homologia. Isso permitiu que 

fosse verificada a possível existência de padrões diferenciais na utilização de 

códons dentro destas classes. Adicionalmente, possibilitou uma consolidação 

das análises sobre níveis de expressão visto que algumas proteínas, tais como 

proteínas ribossomais e histonas, são consideradas altamente expressas 

segundo a literatura (Kanaya et al. 2001).  

 

Como mostra a figura 8 não foram observadas diferenças substanciais nos 

códons mais utilizados nas diferentes classes testadas, com exceção da trinca 

de terminação UAA, mais freqüentemente utilizada em histonas. 
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Figura 8. Perfil de códon usage bias em diferentes classes protéicas. O valor ao lado de 
cada classe indica o numero de seqüências que foram contabilizadas 

. 

5.5. Códon Usage Bias de Acordo com Local de Expressão 

 

Plotkin et al. (2004) demonstraram que existem diferenças na utilização de 

códons sinônimos em genes expressos especificamente em seis tecidos adultos 

humanos diferentes e sugeriram que um controle traducional mediado por 

códons pode exercer uma importante função na regulação de genes tecido-

específicos. 

Os locais de expressão 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 códons 

preferenciais em todos os seus tecidos (figura 9). No caso da isoleucina é 

possível observar que as trincas mais e menos utilizadas são as mesmas nos 

diferentes tecidos, mas que existe um comportamento não uniforme para a 

trinca AUU. Para o ácido aspártico não foi possível definir apenas uma trinca 
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como ideal, visto que nas diferentes análises foi observado  variação na trinca 

preferencial. 

 

Figura 9. Perfil de códon 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 números ao lado de cada tecido indicam o numero de seqüências que foram 
contabilizadas 
 

É importante salientar que Plotkin et al. (2004) fizeram suas análises com 

genes específicos enquanto as análises de Eucalipto foram feitas sobre genes 

preferencialmente expressos, mas não exclusivos de cada tecido. Isto ocorre 

porque os dados de Plotkin foram retirados de bibliotecas tecido específicas, o 

que não ocorreu com nossos dados. 

A análise conjunta dos dados de codon usage referentes ao nível de expressão, 

expressão em tecidos preferenciais e classe protéica permitiu apontar os 

códons mais freqüentes para cada aminoácido e para indicar o fim da tradução  
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5.6. Influência de Códons Vizinhos Sobre o Padrão de Utilização 

Preferencial de Códon 

 

Durante as análises foram identificados alguns outros padrões que poderiam 

ser interessantes. O que mais chamou atenção foi uma possível relação entre 

códons adjacentes. Aparentemente existe uma relação entre a terceira base de 

um códon e a terceira base do códon vizinho.  

Foi contabilizada a freqüência com que duplas de códon ocorriam a fim de 

estabelecer possíveis influências de um códon sobre a trinca seguinte. Como 

mostra a tabela 3 existe uma relação positiva entre a terceira base do códon 

anterior e a terceira base do códon seguinte, isto é na posição onde ocorrem a 

maior parte de mutações silenciosas, mutações onde a substituição de uma 

base não altera o aminoácido traduzido (Knight et al. 2001). Não foram 

observadas relações entres bases em outras posições das trincas. 

 

Tabela 2. Freqüência com que ocorrem cada um dos quatro 
nucleotídeos na ultima posição de um trinca em função do 
nucleotídeo imediatamente anterior a ela. 
 

  Terceira Base do Segundo Códon 

  A C G T 

Terceira 

Base do 

Primeiro 

Códon 

A 0,223015 0,217838 0,25117 0,307978 

C 0,129092 0,383287 0,286629 0,200991 

G 0,166527 0,29331 0,321884 0,218279 

T 0,215205 0,236789 0,230391 0,317614 
 

 

5.7. Contexto de Iniciação 

 

A Tradução por ribossomos citosólicos geralmente ocorre no primeiro AUG do 

RNA mensageiro. No entanto, em mRNAS de eucariotos, o reconhecimento 

eficiente de um códon AUG como ponto de início da tradução, depende de 

vários fatores, em especial da seqüência de nucleotídeos que flanqueia o sítio 

de início (Kozak, 2005). Existem evidências de que o contexto que envolve o 
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códon de iniciação contribui para o controle do início da tradução (Kawaguchi 

et al. 2005). A seqüência ao redor do primeiro AUG, em especial a região não 

traduzida, também pode modular eficiência com a qual este AUG é reconhecido 

como início da tradução (Mignone et al. 2002). Se o primeiro AUG reside em 

um contexto favorável, a síntese protéica será iniciada. Quando o quadro é 

menos favorável, a síntese protéica poderá ter início no próximo AUG do 

mRNA. 

Com alinhamento das seqüências codificantes baseado no ATG inicial foi 

verificada a freqüência com que cada base ocorre em cada posição (fig.10) e 

definido como contexto de iniciação a seguinte seqüência: g n g g g g g n g g c 

a:g A:G a:c g AUG G c g a:g n g:c g n g:c a:g a g g n g:c, que apresenta alta 

similaridade com os contextos apresentado por Joshi et al. (1997) para 

monocotiledôneas e eudicotiledôneas.  

 

 

Figura 10. Freqüência relativa dos nucleotídeos ao redor do AUG inicial. 
 

Esses dados corroboram a metodologia utilizada para identificação das ORFs 

que foi utilizada, pois mostram que as seqüências identificadas apresentam 

contexto de iniciação bem semelhante aos descritos na literatura. 

Joshi et al. (1997) observaram que eudicotiledôneas apresentam uma região 

rica em A antes do AUG inicial, já monocotiledôneas apresentam a mesma 

região rica em G e C, e que existe uma periodicidade de G nas posições –3, -6 
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e –9 e nas posições +6 +9 +12 neste grupo de plantas. Segundo estes dados 

o contexto de iniciação do Eucalipto apresenta muito mais similaridade com 

contexto de monocotiledôneas do que com eudicotiledôneas, grupo ao qual 

pertence. 

 

5.8. Contexto de Terminação 

 

O término da tradução é determinado por um dos três códons de terminação 

(UAA, UGA ou UAG). O processo de término é bastante eficiente e os erros 

ocorrem à uma taxa estimada de 0,3% em leveduras. O principal erro que 

pode ocorrer é a incorporação de um aminoácido no lugar do códon de 

terminação. Um fator conhecido e determinante no término da tradução é a 

seqüência de nucleotídeos que circunda o códon de parada. Numerosos 

resultados indicam que o nucleotídeo imediatamente seguinte à trinca de 

término é um determinante crucial para o término eficiente. Estudos de larga 

escala demonstraram que a distribuição deste nucleotídeo não é aleatória 

(Namy et al. 2001)  

 

As análises de codon usage bias identificaram o códon UGA como o mais 

utilizados para sinalizar a terminação da tradução 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 

terminação da tradução não seja desencadeada apenas por um dos três 

códons de parada, mas sim por um contexto de terminação que, além da 

trinca que indique a terminação, apresente bases específicas presentes em sua 

vizinhança. Dentre estas a que parece ser a mais importante é a que ocorre 

adjacente ao último nucleotídeo da trinca de parada. No entanto não 

identificamos a ocorrência preferencial de nenhum nucleotídeo após o códon de 

terminação.  

A observação da figura 11 mostra que antes do códon de parada existe um 

padrão periódico na forma como os nucleotídeos ocorrem e que esta 

periodicidade deixa de ocorrer após o ponto de término da tradução. Este 
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mesmo fenômeno também pode ser observado na figura 10, onde começa a 

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

É amplamente conhecido que seqüências codificantes apresentam esse tipo de 

padrão e inclusive alguns autores sugerem a utilização deste fenômeno na 

construção de ferramentas que possibilitem a identificação de éxons (Eskesen 

et al. 2004). 

 

 

 

Figura 11. Freqüência relativa dos nucleotídeos ao redor dos três possíveis 
códons de terminação. 
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5.9. Construção dos Vetores 

 

Trabalhos recentes reportam a transformação de eucalipto tanto por 

intermédio de Agrobacterium quanto por biolística. A maioria destes trabalhos 

utilizou o gene nptII, que confere resistência ao antibiótico kanamicina, como 

gene de resistência (Gonzalez et al. 2002; Satoretto et al. 2002). Desta forma 

optamos por vetores da série pCAMBIA que além de conter o gene nptII 

pudessem ser utilizados tanto em ensaios de biolística quanto em 

transformação via Agrobacterium. 

Como nenhum vetor da série pCAMBIA contém simultaneamente os genes 

mGFP5 e nptII foi construído um vetor com essas características. Os genes 

sintéticos também foram inseridos em vetores semelhantes, de forma que a 

única diferença entre as três construções (2302, 2302-BC e 2302-BCC) fosse a 

região codificante de GFP. Todo o resto, promotor, terminador, gene de 

resistência, posição no vetor, deveria ser idêntico.  

Ensaios de digestão com diversas enzimas de restrição mostraram que estes 

objetivos foram alcançados: os genes foram inseridos corretamente e os 

vetores são idênticos entre si (exceção feita a região codificante de GFP). 

 

5.10. Transformação de Epitélio de Cebola 

 

A transformação via biolística de células de epitélio de cebola permite a 

detecção da expressão de genes repórteres de uma forma relativamente 

simples. Apesar dos ensaios de restrição mostrarem que os genes de interesse 

haviam sido clonados corretamente, era importante saber se estes genes 

expressariam de forma correta a proteína verde fluorescente. A transformação 

das células de cebola (figura 12) mostrou que todos os plasmídios estão 

expressando GFP corretamente e podem ser utilizados na transformação de 

eucalipto. Como o promotor 35S utilizado em nossas construções, é mais 

eficiente em eucotiledôneas do que em monocotiledôneas acreditamos que 

níveis ainda melhores de expressão serão obtidos nos ensaios com eucalipto. 
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Figura 12. Células de epitélio de cebola transformadas por biolística expressando GFP 

e RFP. O plasmídio 1302 pertence a família pCambia e não foi alterado, sendo utilizado 

como controle do experimento. Todos os plasmídios 2302 são derivados do 1302, mas 

possuem como agente seletivos o gene nptII. Todos plasmídios 2302 codificam as 

mesmas proteínas. As diferenças entre eles são restritas a seqüência de nucleotídeos 

referentes à proteína GFP. A expressão da proteína RFP foi obtida através da co-

transformação com o vetor RFP-POL. 

 
 

5.11. Transformação de Eucalipto 

 

A última etapa deste projeto consiste na validação in vivo da metodologia de 

otimização de seqüências gênicas à serem expressas em eucalipto. Para isso, 

os genes sintéticos desenhados com o software LFG-EGO foram obtidos e 

utilizados na transformação de tecidos de eucalipto, mas não foi possível obter 

sucesso nestes experimentos. Desta forma os ensaios in vivo foram adiados e 

estão sendo realizados em pareceria com a empresa Suzano Celulose e Papel. 
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A empresa Suzano Papel e Celulose possui uma metodologia própria e eficiente 

de transformação de eucaliptos e se propôs a realizar as transformações. No 

entanto a empresa não tem interesse em trabalhar com o gene GFP mas sim 

com o gene nptII, agente seletivo utilizado na seleção de eucaliptos 

transgênicos. Por este motivo todo o processo de otimização, síntese e 

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

Os vetores contendo as diferentes versões do gene nptII estão ao cuidados da 

Suzano que está realizando as tentativas de obtenção de eucalipto transgênico 

destes genes 
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7. PERSPECTIVAS 

 

A validação do processo de otimização está em andamento. A produção de 

calos transgênicos de eucalipto está sendo conduzida pela empresa Suzano 

Papel e Celulose. O método de transformação é feito através da utilização de 

agrobacterium e os calos produzidos serão utilizados para verificar a expressão 

dos genes otimizados. 

Os vetores utilizados na transformação contém dois genes que serão expressos 

em eucalipto: o gene nptII e o gene gusA. Estão sendo construídas três 

variedades de calos transgênicas. O gene gusA é igual em todas elas. O gene 

nptI, no entanto, é variável. Uma linhagem de calos expressa uma versão 

sintética construída apenas com códons ótimos, outra linhagem expressa um 

gene construído de acordo com a metodologia de códons vizinhos e uma 

terceira linhagem expressa o gene sem alterações.  

A análise da expressão protéica será realizada através de metodologias já 

conhecidas de quantificação da expressão dos gene nptII e gusA. Através 

destes dados será possível mensurar in vivo qual o ganho promovido pelo 

processo de otimização. 
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Figura 1. Padrão de codon usage bias apresentado pelas ORFs extraidas dos dados FORESTs. 
O eixo Y refere-se à diferença entre o codon usage observado em cada trinca e o valor 
referente a ocorrência aleatória da mesma; resultados positivos indicam uma utilização 
superior ao aleatório já valores negativos indicam uma utilização inferior. No eixo X estão 
representados os aminoácidos e as trincas correspondentes. Este artifício permite uma rápida 
análise gráfica comparativa do padrão de codon usage bias e foi utilizado nas figuras 1,2,3 e 
4. 
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Figura 1. Padrão de códon usage bias apresentado pelas ORFs extraídas dos grupos de genes 
expressos em diferentes níveis 
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Figura 1. Perfil de códon usage bias em diferentes classes protéicas. O valor ao lado de 
cada classe indica o numero de seqüências que foram contabilizadas 

. 
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Figura 1. Perfil de códon 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 números ao lado de cada tecido indicam o numero de seqüências que foram 
contabilizadas 
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