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Um desafio no ensino de Genética na graduagio é mostrar ao aluno a dimensio da diversi-

dade genética existente nas populages, principalmente em relagio ao fator molecular. Tra-

Zemos neste artigo o relato de uma experiéncia didatica que temos empregado com sucesso.

Utilizamos o sistema de eletroforese de gel de agarose, usado para separar icidos nucléicos

que sio muito comuns em laboratdrio de genética e biologia molecular para analisar amostras

de DNA e RNA. Com sistema de eletroforese e alguns reagentes de ficil acesso (insetos dos

cereais, amido de milho e solugio de iodo) é possivel que os alunos realizem uma atividade

prética que permite vislumbrar a diversidade genética de isoenzimas de amilase.

Em nossas atividades os alunos colocam a
mio na massa fazendo o experimento. Sio
questionados a interpretar os resultados e,
posteriormente, sio abordados aspectos his-
téricos sobre as pesquisas com isoenzimas.
Nio apresentamos aqui uma receita de uma
atividade pratica, mas o relato de como foi
feito. Sugerimos aos interessados em imple-
mentd-la em sala de aula que realizem tes-
tes e facam as adaptagdes necessdrias para o
contexto em que estio inseridos. Entretanto,
antes de descrever a atividade prética, apre-
sentaremos uma contextualizacio histérica,
para que, principalmente para os que nio vi-
veram o perfodo de pesquisa em genética em
que as isoenzimas eram uma ferramenta de
vital importincia, possam compreender as
questdes daquela época.

Um pouco
de historia

A metodologia de detecgio de isoenzimas
por eletroforese em gel foi de grande im-
portancia na pesquisa genética a partir dos
anos 1960. Ela permitiu desvendar uma di-
versidade genética antes desconhecida. Na
primeira metade do século XX, a andlise
genética estava restrita A observacio de fe-
nétipos morfoldgicos e a presenca de diver-
sidade genética era percebida em lécus cujos
alelos provocavam variagdes visiveis. Nos
laboratérios, os primeiros geneticistas guar-
davam cole¢des de organismos com alelos
mutantes como, por exemplo, mosquinhas
droséfila com diferentes cores para os olhos,
incluindo olhos brancos, rosa, marrom, cor
de péssego e outras tonalidades. Os pesqui-
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sadores que trabalhavam com milho tinham
cole¢des de sementes para plantas que pro-
duziam espigas com grios de cores e formas
variadas.

Na natureza parecia ser diferente, nio se
observavam tantas variantes nas populagoes
selvagens, fossem de animais ou de plantas.
Fora dos laboratérios, é raro encontrar indi-
viduos de Drosophila melanogaster que nio
tenham olhos vermelhos. Os organismos
de uma mesma espécie seriam, na natureza,
todos geneticamente muito parecidos? As
comparagbes entre as populacdes naturais
e as mantidas em laboratério criaram mui-
tas duvidas sobre a variabilidade genética
presente nas populacdes. A primeira ideia
foi atribuir ao processo de sele¢io natural a
exclusio de todas as variagdes genéticas que
surgem na natureza, deixando nas popula-
¢oes somente os alelos selecionados. Por isso,
os organismos de uma espécie seriam todos
muito semelhantes entre si, tanto na morfo-
logia quanto nos genes.

As interpretagdes sobre a presenca e impot-
tincia da variabilidade genética nas popula-
¢oes comegou a mudar a partir da década de
1960, com o desenvolvimento de novas téc-
nicas para analisar contetido de proteinas em
amostras bioldgicas. No final dos anos 70,
tornaram-se muito frequentes as pesquisas
utilizando separagio de proteinas em campo
elétrico, chamadas de estudo de isoenzimas
por eletroforese em gel. Isoenzimas ou iso-
zimas é o nome dado a enzimas que catali-
sam a mesma reagio quimica, mas diferem
na sequéncia de aminodcidos. As isoenzimas
podem ser produto do mesmo lécus génico,
nesse caso representam a expressio de dife-
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rentes alelos, mas também podem ser pro-
dutos de genes diferentes (Box 1). Quando
as isoenzimas sio devidas a alelos diferentes,
também podem ser chamadas de aloenzimas
ou alozimas.

Para o estudo de isoenzimas por eletrofore-
se, amostras de um tecido ou organismo sdo

homogeneizadas e aplicadas em um gel, geral-
mente feito de amido, agarose ou de poliacri-
lamida. O gel com as amostras é submetido
a um campo elétrico e as proteinas que estio
nas amostras se deslocam no interior do gel. A
migracio das proteinas ocorre de acordo com
a carga elétrica, a forma ou o tamanho delas.
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BOX 1.

lentamente, pois tem maior tamanho.

A
K -1

Na parte A da figura, o gene K tem dois alelos, K- e K-2. O alelo K-2 tem duas mudancas de bases em relagao a K-7, acarre-
tando substituicdes de aminoacidos de carga (-) por aminoacidos com carga (+); assim, os alelos K-7 e K-2 codificam proteinas
que tém cargas elétricas diferentes. O gene W nao apresenta variaces alélicas e codifica para uma enzima de maior tamanho.
Na parte B da figura, as isoenzimas em um gel, representado pelas linhas formando uma rede, estdo sob acao de um campo
elétrico e vao migrar (setas). As proteinas com carga elétrica liquida positiva vao migrar para o polo negativo. Quanto mais
carregado positivamente, mais rapida sera esta migracao. Isoenzimas com diferentes pesos moleculares migrardao também com
velocidade diferente. As moléculas menores migram mais rapidamente que as maiores porque estas vao ter mais dificuldade de
percorrer a matriz formada pelos polimeros que compdem o gel. Neste caso, a isoenzima codificada pelo gene W migra mais
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Depois que o processo de eletroforese termi-
na, as enzimas podem ser detectadas no gel
utilizando-se os substratos que elas reconhe-
cem. A reagio que uma enzima catalisa deve
ocorrer e o produto da rea¢io enzimdtica
serd visualizado geralmente pela produgio
de alguma alteragio de cor no local da reagio.

As isoenzimas podem ser estudas em con-
junto porque utilizam o mesmo substrato e
realizam a mesma catdlise, mas por terem di-
ferencas em suas estruturas primdrias (pre-
sen¢a de aminodcidos com cargas elétricas
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diferentes) elas se deslocam com velocidades
distintas durante a eletroforese. A velocida-
de de migracio tipica de cada isoenzima faz
com que elas aparecam em posicdes diferen-
tes no gel. Assim, através da separagio por
eletroforese, é possivel acessar uma parcela
de variantes enzimdticas que existem nos ot-
ganismos, ou seja, é possivel observar a exis-
téncia de isozimas que tenham migrag6es em
velocidades de deslocamento diferentes du-
rante a eletroforese. Essa é apenas uma parte
da variabilidade genética possivel para as en-
zimas (Figura 1).
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A técnica de eletroforese para separacio de
isoenzimas revelou-se muito eficiente e vi-
rios grupos de pesquisa, mundo afora, mon-
taram laboratérios que permitiam processar
um grande niimero de amostras e muitas en-
zimas diferentes foram estudadas em relagio
A presenca de variantes isoenzimicas. Os re-
sultados dessas pesquisas rapidamente indi-
caram que a variabilidade genética no mundo
das enzimas era muito maior do que se ima-
ginava até entdo. As populagdes naturais po-
dem ter baixa variabilidade morfoanatomica,
mas se apresentam muito diversificadas em
relagio A presenca de formas variantes de en-
zimas.

No final do século XX, o avango das me-
todologias de clonagem molecular, ampli-
ficagio e sequenciamento de DNA per-
mitiram estudar os genes diretamente. A
variabilidade genética passou a ser anali-
sada através da sequéncia de nucleotideos
do DNA e as conclusées obtidas com a
anilise de isoenzimas foram confirmadas e
ampliadas — as populac¢des apresentam-se
muito mais varidveis molecularmente do
que se imaginava,
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Com o desenvolvimento das técnicas de Bio-
logia molecular, o estudo de isoenzimas foi
perdendo relevincia. Hoje, poucos labora-
térios ainda mantém a metodologia de ele-
troforese de isoenzimas como rotina; nesses
casos, o principal objetivo é caracterizagio
funcional de enzimas. As pesquisas sobre
variabilidade genética passaram a priorizar
estudo de polimorfismos de DNA, primei-
ro com a andlise de amplificagdes por PCR
e, mais recentemente, através da anailise de
polimorfismo de nucleotideos através de se-
quenciamento do DNA.

Neste artigo apresentamos uma atividade
de eletroforese de isoenzimas, destinada aos
cursos de graduagio da 4rea bioldgica e que
tem sido aplicada como atividade pritica em
disciplinas de Genética e Biologia molecular.
A enzima escolhida é a amilase e uma das
vantagens da atividade é o sistema de eletro-
forese e géis utilizados serem os usualmen-
te empregados em laboratérios de Biologia
molecular para visualizagio de DNA/RNA.
Além disso, os reagentes necessirios para a
revelacio das isoenzimas sio de ficil obten-
¢do e de baixo custo.

Um exemplo de padrao
eletroforético para isoenzimas.
Pode-se observar diferentes
isoenzimas pelas posicoes

que elas ocupam no gel apés
0 processo de migracao. As
amostras 3, 4,9, 10 e 12 sao
homozigotas e carregam o
mesmo alelo. Os individuos 5, 8
e 9 também sdo homozigotos,
evidenciado por terem uma

s6 banda, mas tém alelos
diferentes, pois migram

em posicoes diferentes no

gel. Asamostras 1,2, 6 e

7 representam genotipos
heterozigotos pois a coloracao
no gel indica a presenca de
duas bandas.
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A atividade tem como objetivo principal
apresentar aos alunos a variabilidade ge-
nética observivel em relacio as proteinas.
A execugio da pratica permite também re-
visar contetdos de biofisica e bioquimica.
A técnica de eletroforese e sua aplicagdo a
investigagio de isoenzimas também propi-
cia discussoes sobre a histdria recente das
pesquisas em Genética, considerando que
esta metodologia permitiu redimensionar a
presenca da variabilidade genética das po-
pulacdes e fomentou a discussio das teorias
neutralistas e selecionistas. Os selecionistas
defendiam que a principal for¢a para moldar
aevolugio é a seleio natural. Os neutralistas
apontavam que a deriva genética é uma for¢a
importante, capaz de explicar a grande varia-
bilidade genética observada molecularmente.
As evidéncias mostraram que os neutralistas
estavam certos e que, embora a selegio na-
tural seja responsavel pela evolugio adaptati-
va, ocorrem mudangas evolutivas, por deriva
genética, em caracteres que nio estio sobre
pressdo adaptativa.

Com a mao
na massa

Além de estimular a curiosidade sobre as-
. . .

pectos histéricos e discussoes cldssicas sobre
a importincia da variabilidade genética nas
populagdes e sobre as teorias que explicam
a manutengio dessa variabilidade, também é
possivel discutir o uso das isoenzimas como
ferramenta para estudos filogenéticos.

O sistema de eletroforese

O gel é de dgar bacteriolégico ou agarose
(1%) em tampio TAE usado para eletro-
forese de DNA: (“T” de tris hidroximetil
aminometano - 40 mM; “A” de 4cido acético
-20 mM e “E” de EDTA - 1 mM). O siste-
ma de eletroforese é o de mini-gel horizon-
tal submarino (Figura 2-A) e os pogos para
aplicagio da amostra também sio feitos com
o mesmo pente usado para eletroforese de

DNA (Figura 2-B).

Para a aplicagio das amostras, também foi
usado o procedimento tipico de aplicagio
de DNA em gel; as amostras contendo as
isoenzimas foram misturadas com tampio
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de amostra (glicerol 90%; completar com so-
lugdo de bromofenol 2%, em tampiao TAE).
A adi¢io do tampio de amostra facilitard a
aplicagio no gel (Figura 2-C) e permitira,
pela presenca do azul de bromofenol, acom-
panhar o processo de migracio das amostras
no gel.

Preparacao das amostras
e eletroforese

A amilase é uma enzima presente em muitos
organismos. No experimento aqui descrito,
sdo analisadas amilases de cinco amostras:
saliva humana; cotilédones de feijao; Sito-
philus oryzae (animais adultos); larvas de Tri-
bolium castaneums; e larvas de Stegobium pani-
ceum. As larvas sio de coleSpteros também
conhecidos como gorgulhos, sio ficeis de
encontrar porque sio pragas muito comuns
em cereais armazenados. Os cotilédones de
feijio foram coletados de plantulas com 3 a 4
dias de germinagio em algodio e dgua.

Todas as amostras foram maceradas em dgua,
mas com volumes adequados a cada tipo de
material. A padronizagio dos volumes para
cada amostra foi uma etapa importante para
possibilitar a repetibilidade dos resultados e
as comparagdes entre as amostras. Os volu-

mes preestabelecidos de 4gua sio apresenta-
dos na Tabela 1.
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Sitophilus oryzae

Tribolium castaneum
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m Quantidade de agua Quantidade aplicada Tabela 1.
Preparacdo das amostras.
6 gorgulhos do arroz 50 pl 15 ul
1 cotilédone de feijao 300 pl 10 pl
2 larvas de gorgulho da farinha 100 pl 15 pl
1 larva de Tribolium 300 pl 20 pl
100 pl de saliva 100 pl 20 pl

As amostras foram processadas diretamente
em tubos de microcentrifuga, empregando
um embolo de homogeneizagio. Os volumes
de amostra aplicados no gel também foram
adequados para cada material e sio informa-
dos na Tabela 1. Volumes iguais de amostra e

tampio de amostra foram misturados e apli-
cados nos pogos dos géis com auxilio de mi-
cropipeta, como mostrado na Figura 2-C. A
migragio ocorre com o gel imerso na solugio
tampio TAE, com a aplica¢io de corrente
elétrica de 75V por cerca de 35 minutos.

Revelando as isoenzimas

Uma vez terminada a migragio, o gel é re-
tirado da cuba e imerso em uma solugio de
amido. Esta solugio deve estar 4 temperatura
ambiente, sendo previamente preparada com
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200 mg de amido de milho (maisena) dissol-
vido em 100 mL de 4gua. E necessério ferver
a mistura de 4gua e amido por 1 minuto para
que ocorra a dissolugio do amido.

O gel ficard mergulhado na solugio de ami-
do por 15 minutos e depois deverd ser lavado

Figura 2.

Separacao de isoenzimas

por eletroforese. A) Sistema
para eletroforese em mini-
gel horizontal, comumente
empregado para separagao de
DNA; B) Preparacdo do gel
de agarose com o pente para
a formacdo dos pocos onde
as amostras sao aplicadas; C)
Aplicacdo das amostras com
auxilio de uma micropipeta no
gel submerso em tampdo na
cuba para eletroforese.

Sociedade Brasileira de Genética

78



em 4gua corrente para remover a solugio de
amido. Depois de lavado, o gel deve ser ex-
posto a gotas de lugol ou tintura de iodo 2%.
A solugio de iodo 2% pode ser comprada em
farmdcia, pois é usada como desinfetante lo-
cal. O gel deve ficar na solugio de iodo por
cerca de 5 minutos e, depois desse periodo,
serd novamente lavado em 4gua corrente
para remover o excesso de iodo e permitir a
visualiza¢do das bandas.

As regides claras observadas no gel corres-
pondem s bandas das isoenzimas (posigio
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das isoenzimas no gel), contrastando com
o fundo escuro no qual nio hi presenca de
amilase (Figura 3). Esse padrio de coloragio
é explicado pelo fato de a solugio de amido
ter se difundido no gel (por isso todo o gel
cora com a solugio de iodo) mas, nas regides
do gel onde estio as moléculas de amilase, o
amido foi degradado (por isso a coloragio
serd mais clara). A solugio de iodo interca-
la-se & do amido, dando uma cor escura e as

amilases consomem o amido que entra em
contato com elas, reduzindo a coloragio nas
regides onde estio presentes.

Alguns pontos sdo relevantes para o profes-
sor conduzir questionamentos com os alu-
nos e assegurar um melhor aproveitamento
da atividade pratica. Por exemplo, pode-se
questionar por que a amilase da saliva foi a
inica amostra a migrar para o polo positivo?
Notar ainda que esta amostra pouco migrou.
Indicar uma revisdo bibliogréfica sobre pon-
to isoelétrico de uma proteina.

Esta técnica também permite projetos inves-
tigativos. Por exemplo, os alunos podem ser
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incentivados a buscar outras fontes de amila-
se e caracterizar as enzimas por eletroforese.
Muitas plantas possuem amilase. Pode-se
questionar os alunos: diferentes variedades
de feijio ou de milho podem ter isoenzimas
de amilase variantes?

Outro aspecto interessante a ser explora-
do é o aspecto histérico, colocando a and-
lise de isoenzimas como fonte importante
de argumentos para a discussio entre as
escolas neutralistas e selecionistas que
debateram intensamente sobre o papel
da sele¢do natural e da deriva genética no
processo evolutivo no final do século pas-
sado.

O gel de agar-dgar tratado
com amido hidrolisado ap6s
revelacdo com solugao de
jodo. Podem ser vistas as
bandas claras no fundo escuro:
1) Gorgulho do arroz; 2)
Cotilédone de feijdo; 3) Larvas
de gorgulho da farinha; 4)
Tribolium; 5) saliva humana.

A amostra 5, ao contrario das
demais, migrou um pouco para
o polo positivo.
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