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Procariontes:


Segundo a organização do material genético os organismos podem ser divididos em Eucariontes (com o material genético organizado em um núcleo) e os Procariontes (material genético disperso no interior da célula). Nos eucariontes, duas cópias completas do genoma estão presentes nas células (diplóide) havendo recombinação entre os cromossomos homólogos quando da formação dos gametas (haplóides). Os procariontes, por sua vez, são considerados como haplóides por possuírem, normalmente, um único cromossomo circular em seu interior. 

Expressão gênica em procariontes:

A expressão de genes em procariontes é distinta daquela observada em eucariontes. Em primeiro lugar, os genes procariontes não se encontram divididos em introns e exons. Em segundo lugar, o  processo traducional muitas vezes está acoplado ao processo transcricional, isto é, um RNA-m que ainda está sendo transcrito já começa a ser traduzido. E finalmente, em terceiro lugar, os genes procariontes estão organizados de maneira que um conjunto de genes que codificam para enzimas de função correlata esteja sob regulação das mesmas seqüências regulatórias. Genes que estão sob controle de uma mesma seqüência regulatória constituem um Operon. Em eucariontes cada gene possui a sua própria seqüência regulatória, não existindo um sistema de controle do tipo Operon. Por exemplo, no Operon lac de E. coli os genes da (-galactosidase, da Permease e da Transacetiliase são expressos coordenadamente. A (-galactosidase é a enzima responsável pela conversão de lactose em galactose + glicose. A permease é a enzima que permite a entrada da lactose para dentro da célula e a transacetilase estaria envolvida na desintoxicação de metabólitos secundários da (-galactosidase. 

Considerando a necessidade que as bactérias possuem em apresentar uma rápida resposta ao meio ambiente é natural que genes que atuam sobre um mesmo composto sejam co-traduzidos.  No caso do  operon lac o controle de transcrição é feita pela seqüência operadora o, que está adjacente ao sítio de início de transcrição e ao sítio ao qual a RNA polimerase se liga, ou seja, a região promotora p.  A seqüência operadora está sob regulação do produto gênico do gene i, que reprime o operador. O repressor i pode ser desativado na presença de lactose, através de uma ligação da lactose com a proteína repressora i. Assim, ao final, na presença de lactose o operon estará ativo e os três genes serão traduzidos, na ausência de lactose, o repressor i se ligará ao operador e impedirá a transcrição do operon. Mutantes no gene repressor i  terão, portanto, expressão constitutiva do operon lac, isto é, ele sempre será transcrito independentemente da presença ou ausência de lactose no meio, o que evidentemente acarretará num dispêndio desnecessário de recursos para a bactéria mutante. Mutações na seqüência operadora também pode acarretar na expressão constitutiva do operon, pois essa seqüência deixaria de responder ao repressor i. 


Resumindo, o operon lac é um grupo de genes estruturais que especificam enzimas do metabolismo de lactose. Estes genes são controlados por seqüências promotoras e operadoras. A atividade dessas regiões, por sua vez, é determinada por uma proteína repressora codificada por um gene fora do operon. A proteína repressora é inibida na presença de lactose no meio. É comum encontrar em procariotos genes agrupados por terem função na mesma via metabólica, agrupados, inclusive, na mesma seqüência que eles atuam. 
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Esquema do Operon lac
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I Recombinação em Bactérias:

As eubactérias são organismos haplóides cujo genoma consiste de uma única molécula circular de DNA, denominada de cromossomo bacteriano. Apesar das bactérias serem normalmente haplóides, ocasionalmente elas podem apresentar duas cópias de alguns de seus genes, constituindo uma diploidia parcial (ou merozigoto). Essa situação de diploidia parcial pode ser encontrada sempre que houver entrada de DNA exógeno no interior da bactéria. As bactérias se dividem por um processo chamado de fissão, no qual as células filhas são idênticas as células mães. Assim seu processo de reprodução é dito assexuado por não haver mudança no material genético de uma geração para outra. Entretanto, as bactérias podem receber material genético de outras bactérias por diferentes mecanismos, que caracterizam a reprodução sexuada desses organismos.

A entrada de DNA exógeno numa bactéria pode ocorrer, basicamente, por três maneiras: 

1. Através do contato de uma bactéria doadora (ou bactéria macho) com uma bactéria receptora (ou bactéria fêmea). Processo denominado de Conjugação.

2. Através da entrada de DNA livre no meio de cultura = Transformação.

3. Via inserção de material genética viral contendo genes bacterianos = Transdução.  
1- Conjugação


Joshua Lederberg e Edward Tatum isolaram, em 1946, uma grande coleção de mutantes da bactéria Escherichia coli, algumas resistentes a antibióticos e outras incapazes de crescer em meio mínimo (ou seja, meio sem aminoácidos e vitaminas). Os pesquisadores estavam interessados em verificar possíveis trocas de material genético entre diferentes linhagens. Ao misturar uma linhagem A, que crescia em meio mínimo somente se fosse suplementada com metionina e biotina com uma linhagem B. que somente apresentava crescimento com a suplementação de treonina, leucina e tiamina; eles procuraram recombinantes que cresciam no meio mínimo sem qualquer suplementação. 

Podemos representar a linhagem A como met- bio- thr+ leu+ thi+ e a linhagem B como met+ bio+ thr- leu- thi-, e a linhagem recombinante desejada de met+ bio+ thr+ leu+ thi+ . Após incubar as duas linhagens (A e B) no mesmo frasco de cultura contendo os cincos nutrientes especificados acima, Lederberg e Tatum plaquearam as bactérias em meio mínimo, e tiveram como resultado que a cada 10 milhões de células plaqueadas, uma sobrevivia indicando que houve troca de genes entre as duas linhagens. 

Entretanto, esse experimento não excluía a possibilidade de que as linhagens não estivessem trocando genes, mas sim nutrientes entre elas. Essa hipótese foi descartada fazendo-se o experimento de incubação em um tubo em “U” no qual os dois braços estavam separados por um filtro contendo poros suficientemente pequenos para impedir a passagem de bactérias, mas que permitiam a passagem de nutrientes. Nessas condições foi impossível obter bactérias que crescessem em meio mínimo.
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Em 1952, William Hayes fez um cruzamento semelhante ao de Lederberg e Tatum, utilizando as linhagens abaixo representadas:

Linhagem A 


X 

Linhagem B
met- thr+ leu+ thi+ 



met+ thr- leu- thi- 

Entretanto, antes de fazer o cruzamento Hayes tratou as duas linhagens separadamente com estreptomicina, um antibiótico que impede as bactérias de se dividirem, mas não as mata de imediato. Hayes observou que quando a linhagem A era tratada com o antibiótico a mesma porcentagem de recombinantes era observada. Mas, quando a linhagem B era tratada não se obtinha recombinantes.

 Esse experimento demonstrou que a troca genética no processo de Conjugação em E. coli não é recíproca, isto é, enquanto uma linhagem atuava como doadora, ou macho (linhagem A) a outra linhagem era receptora, ou fêmea (linhagem B). 

Segundo Hayes a condição de doador devia-se à presença de um fator de fertilidade, ou F+ , e a condição de receptora devia-se à ausência desse fator, ou F-. Ele chegou a essa conclusão ao verificar que uma linhagem doadora poderia perder essa condição assim como uma linhagem receptora poderia se tornar doadora. 

Mais tarde foi possível verificar que o fator F é uma pequena molécula circular de DNA capaz de existir e duplicar-se de maneira autônoma do DNA cromossômico, sendo então denominado de plasmídeo.  

Os plasmídeos, como será visto futuramente, são essenciais na clonagem de genes e na construção transgênicos de microorganismos e de plantas.
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Um grande passo na elucidação do mecanismo de recombinação ocorreu quando Luca Cavalli-Sforza obteve uma linhagem doadora que apresentava 1000 vezes mais recombinantes que os originados normalmente com as linhagens contendo o fator F. Essa linhagem foi denominada de Hfr (“high frequency of recombination”) e foi observado que ela continha o fator F integrado com o seu cromossomo. Essa conclusão foi possível de ser tirada após a compreensão de quando os genes de um Hfr são transferidos para o F-. 

Integração do Fator F no cromossomo bacteriano.

[image: image4.png]chromosome

Direcion of ransfer




Elie Wollman e François Jacob cruzaram uma linhagem Hfr sensível a estreptomicina com as marcas genéticas a+, b+, c+, d+ com uma linhagem F- resistente à estreptomicina com as marcas a-, b-, c-, d- , e a intervalos específicos de tempo após o cruzamento, amostras foram coletadas, agitadas por alguns segundos em um liquidificador a fim de interromper o cruzamento e plaqueadas em meio contendo estreptomicina para selecionar a progênie. Este é um experimento chamado de acasalamento interrompido, no qual concluiu-se que: 

1. Cada gene doador aparece no receptor num tempo específico 
2. A freqüência de recombinação é inversamente proporcional ao tempo de entrada do gene no receptor.

3. O cromossomo Hfr é transferido para F- de maneira linear. Quanto mais distante da origem de transferência estiver um gene mais tardiamente ele será transferido.
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No exemplo dado acima, a+ significava resistência a azida sódica azir, b+ resistência ao bacteriófago T1 tonr, c+ capacidade de metabolizar lactose lac+ e d+ capacidade de metabolizar galactose gal+. Através desses cruzamentos Wollman e Jacob começaram a construir  mapas de ligação entre os genes, sendo que a distância entre eles seria expressa em unidade tempo a partir do aparecimento do primeiro recombinante. A unidade de tempo estabelecido foi o minuto, então se b começa a entrar em F- 10 minutos depois que a , conclui-se que a distância entre a e b é de 10 unidades de mapa. 

Tempo necessário para recombinação, a partir da origem (O) para cada uma das marcas. 
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Esquematicamente estaria ocorrendo o seguinte processo de   conjugação: [image: image7.png]8 8 2 g
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Dessa maneira, cruzamentos sucessivos de linhagens Hfr diferentes permitiram o mapeamento de todo o cromossomo de E. coli e demonstrou também a sua circularidade. Observe a tabela:

	Linhagem Hfr                          seqüência de transferência de genes

	H
	O
	Thr
	Pro
	Lac
	Pur
	Gal
	His
	Gly
	Thi

	1
	O 
	Thr 
	Thi 
	Gly
	His
	Gal
	Pur
	Lac
	Pro

	2
	O 
	Pro
	Thr
	Thi 
	Gly
	His
	Gal
	Pur
	Lac

	3
	O
	Pur
	Lac
	Pro
	Thr 
	Thi 
	Gly
	His
	Gal

	4
	O
	Thi
	Thr
	Pro
	Lac
	Pur
	Gal
	His
	Gly



Verifica-se que a seqüência de genes é a mesma nas diferentes linhagens. Por exemplo, todo gene his tem gal de um lado e gly do outro. O mesmo se aplica para todos os outros genes menos aqueles que estão em pontas opostas de cada mapa de ligação. Este resultado só é possível de ser explicado em um cromossomo circular.

Assim, verificou-se que a integração do fator F ao cromossomo bacteriano, que dá origem à linhagem Hfr, determina a polaridade do cromossomo Hfr. Dessa maneira, em uma ponta do fator F integrado estaria a origem, onde começa a transferência do cromossomo Hfr. A ponta terminal na outra extremidade seria raramente transferida, pois há uma grande probabilidade do cromossomo se quebrar antes do término da transferência. Resumindo:

1- A integração do fator F pode ocorrer em diversos pontos do cromossomo bacteriano.

2 - Obrigatoriamente nesses pontos deve haver seqüências de DNA homólogas a segmentos do fator F que permitirão o emparelhamento e a permuta.

3 -  O sentido no qual o fator F é inserido determina a polaridade da transferência de genes 

Linhagens Hfr diferentes (H, 1, 2, 3 e 312) tiveram o fator F inserido de maneira diferente. O sentido no qual o fator F é inserido determina a polaridade da transferência de genes
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Outra característica importante é a possibilidade de um fator F integrado se soltar do cromossomo carregando consigo um pedaço cromossômico que não possuía anteriormente. Esse novo fator F é chamado de F’, e ao se conjugar com uma bactéria F- fará a transferência dos genes que carregou ao se soltar do cromossomo da célula Hfr. 

Uma bactéria Hfr não morre ao doar seu cromossomo à bactéria receptora, pois ao mesmo tempo em que seu cromossomo é transferido, ele é também duplicado. A ponte física que faz a ligação entre a bactéria doadora e a receptora é feita através de estruturas fibrosas na parede da bactéria doadora.


No processo de conjugação em E. coli temos que:

1. As linhagens F-  são receptoras, ou fêmeas, não contém o fator F e, portanto não transferem DNA por conjugação

2. Linhagens F+ são doadoras, ou machos, e contém o fator F livre no citoplasma.

3. Linhagens Hfr também são doadoras, mas apresenta um maior número de recombinantes por possuírem o fator F integrado no cromossomo da bactéria.  

Através do cálculo da freqüência de recombinação pode-se chegar também à distância entre dois genes. Por exemplo, a fim de se determinar à distância entre duas marcas (ade e lac) foram utilizadas doadoras ade+ lac+ e receptoras ade- lac-. Os recombinantes ade+ foram selecionados plaqueando-se a mistura parental em meio mínimo, no qual cresceram 250 colônias. Essas 250 colônias foram replaqueadas em meio mínimo contendo lactose como fonte de carbono, nessa situação 195 colônias continuaram viáveis. Portanto essas 195 seriam ade+ lac+  , e as 55  ade+ lac-  restantes .  A proporção de recombinantes ade+ lac- fornece uma estimativa da distância entre as duas marcas pois indica o número de recombinações que ocorreu entre as duas marcas:

ade+ lac- / ade+    =   55/250 = 0,22 ou 22%.

Portanto, a frequência de recombinação é diretamente proporcional à distância entre os genes.

2 – Transformação

O primeiro método de transformação foi empregado por Frederick Griffith, com seu experimento com cepas virulentas e não virulentas de Streptococus pneumoniae, que permitiram anos mais tarde a identificação do DNA como a molécula contendo o princípio transformante. 


No mecanismo de transformação o DNA de uma bactéria doadora é todo fragmentado e liberado no meio de cultura. Ao acaso uma bactéria receptora captaria esse DNA e através de um mecanismo recombinatório o incorporaria em seu genoma. Esse processo pode ocorrer de forma natural, por exemplo, uma bactéria ao morrer libera seu material genético para o meio circundante o qual pode ser incorporado por outra bactéria. Entretanto a maioria das bactérias é pouco receptiva à DNA exógeno solto no meio. Experimentalmente, entretanto, é possível criar condições que tornam as bactérias receptivas à DNA exógeno.  Esse processo de torná-las aptas para incorporação de DNA externo é chamado de formação de competência, ou preparação de células competentes. 


E. coli, normalmente, não é competente, mas pode tornar-se após tratamento com CaCl2 seguido de choque térmico, ou através de um choque elétrico (eletroporação). Tais tratamentos permitem a abertura de canais para entrada de DNA para o interior da bactéria.  


A transformação bacteriana ocorrer por recombinação devido ao emparelhamento entre o DNA receptor e o DNA transformante. 
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3 – Transdução


Na transdução a transferência genética entre duas bactérias é feita mediante a ação de bacteriófagos – tipo de vírus, também chamados de fagos, que infectam as bactérias, e utilizam sua maquinaria genética para se multiplicarem.  


Os fagos são compostos de uma cápsula proteíca que protege seu ácido nucleíco. Eles ao entrarem em contato com a parede celular de uma bactéria soltam uma enzima capaz de enfraquecê-la, permitindo assim a entrada de seu material genético no interior da bactéria. Uma vez dentro da bactéria o ácido nucleíco viral poderá entrar no chamado ciclo lítico ou no ciclo lisogênico.
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No ciclo lítico, os fagos são chamados de virulentos, e o ácido nucleíco viral, comandará sua multiplicação através da destruição do DNA bacteriano e da montagem de novas cápsulas proteícas, as quais o envolverá antes da parede celular da bactéria se romper. As enzimas que promovem a clivagem do DNA bacteriano e a montagem dos novos capsídeos normalmente estão codificadas no material genético do fago, mas que somente é lido no interior da célula hospedeira. Eventualmente algumas cápsulas proteícas terão incorporado em seu interior DNA bacteriano ao invés do material genético do fago.  Esse “fago” contendo DNA bacteriano em seu interior entrará em contato com uma outra bactéria e transferirá o DNA que carrega em seu interior para a nova hospedeira. Entretanto, como ele carrega somente material genético bacteriano, haverá a transferência de genes da bactéria previamente infectada para a nova hospedeira. Esse tipo de transferência de DNA de uma bactéria para outra, mediante a ação de fagos, é chamado de transdução generalizada. Chama-se generalizada por que o DNA contido no capsídeo viral poderia ser de qualquer região do cromossoma bacteriano.
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No ciclo lisogênico, os fagos são denominados de temperados, o ácido nucleíco viral se integrará em uma região específica do genoma bacteriano. Por exemplo, em E. coli o fago lambda (() se insere sempre entre os genes gal e bio (Genes que conferem capacidade de metabolizar galactose e sintetizar biotina respectivamente).  O DNA do fago só sairá desse estado lisogênico caso haja algum estímulo do meio para isso. Por exemplo, pode-se induzir a saída do fago do cromossomo bacteriano com irradiação com luz ultravioleta. Ao sair do cromossomo bacteriano o DNA do fago poderá então iniciar um novo ciclo lítico. Eventualmente, o DNA do fago ao se excisar do cromossomo poderá carregar consigo pedaços do DNA bacteriano. No exemplo dado com fago ( em E.coli muitas vezes ele carrega consigo os genes gal e bio. Ao infectar uma nova bactéria, esse fago contendo um pedaço de DNA bacteriano, pode entrar no ciclo lisogênico e, dessa maneira, haver troca com os genes bacterianos que o DNA viral traz com o DNA cromossomal da nova bactéria hospedeira. Esse tipo de transferência de DNA bacteriano, no qual uma região específica do DNA cromossomal é normalmente trocada via ação de fagos, é denominada de transdução especializada. 
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A presença de um vírus em estado lisogênico no interior de uma bactéria impede que novos vírus tentem entrar nessa bactéria. 

A transdução generalizada também possibilita a construção de mapas de ligação entre os genes bacterianos, através da medida da freqüência pela qual dois genes são co-transduzidos. Por exemplo, em um experimento de transdução, usando uma doadora arg+met+ e uma receptora arg- met-, como podemos demonstrar que estas marcas são co-transduzíveis? Ao separar a mistura de transdução de células doadoras com bactérias receptoras, selecionou-se, primeiramente, as que eram capazes de crescer na ausência de arginina (selecionou-se, portanto os arg+). As colônias viáveis foram então replaqueadas em meio seletivo para metionina (selecionando-se as met+), de um total de 830 colônias arg+ somente 320 eram met+ também. A freqüência de co-transdução pode ser calculada como a razão entre o número de recombinantes arg+met+ pelo número de recombinantes arg+, ou seja, 320/830 = 0,39 ou 39%.  É muito importante notar que a freqüência de co-transdução é inversamente proporcional à distância entre dois genes, portanto quanto maior a freqüência de co-transdução, menor à distância entre dois genes. 

II Recombinação em vírus


Em 1946, simultaneamente à descoberta de recombinação gênica em bactérias, foi verificado por Delbruck, Bailey e Hershey que recombinação gênica também ocorria entre diferentes linhagens de vírus. 


A genética de fagos, tal como a de outros organismos, é baseada no estudo de mutantes. Existem dois tipos principais de mutações que são utilizadas em experimentos genéticos de vírus:


1- As que levam a produção de placas de lise com morfologia alterada (mutantes de tipo de placa)


2- As de efeito letal sob determinadas condições (mutantes condicionais).


A morfologia das placas de lise formadas quando uma camada de bactérias é lisada, pode ser um fator de distinção entre alguns mutantes. Por exemplo, o tipo selvagem do fago T4 de E. coli (r+) forma uma placa pequena e pouco nítida, mas mutantes para o gene r- (lise rápida) formam placas muito maiores e com bordas definidas. 


Os mutantes condicionais comportam-se de maneira normal em alguns hospedeiros (h+) ou sob determinadas temperaturas, ou seja, em condições permissivas, por exemplo, mas são incapazes de crescer em condições restritivas (h-). 


Assim Delbruck e Hershey isolaram duas linhagens parentais de fago r+h- e r-h+ e então fizeram uma infecção dupla, ou mista, de bactérias com os dois tipos de fago. Foi possível identificar 4 tipos de placas. 2 do tipo parental (r+h- e  r-h+ ) e  2 recombinantes (r-h- e r+h+.) A distância entre o gene r e o gene h pode ser dado pelo número de recombinantes dividido pelo número total de placas analisadas. Em números absolutos obtiveram 24 placas recombinantes num total de 100 placas de lise, indicando uma freqüência de recombinação de 24%. 
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III – Material Genético dos Vírus.


Os vírus são parasitas intracelulares obrigatórios, que consistem basicamente de um capsídeo protéico que envolve seu material genético. Em alguns casos o capsídeo é ainda envolvido por uma bicamada lipídica, o envelope. O material genético contido no capsídeo pode estar presente em diversas formas. 


Os chamados vírus de DNA podem se apresentar de duas formas: como dupla-fita (dsDNA) comum a todos os outros organismos vivos, ou simples-fita (ssDNA) no qual a fita de DNA presente pode ser a fita codificante ou não. 

Os retrovírus possuem RNA como material genético. Esse RNA pode estar presente em dupla-fita,(dsRNA) ou fita simples (ssRNA) codificante (ssRNA+) ou fita simples não codificante (ssRNA-). Dada a maior reatividade do RNA, e a presença na maioria dos casos de uma única fita, os retrovírus apresentam maior taxa de mutabilidade que os vírus de DNA.

No ssRNA+ a molécula de RNA viral ao entrar na célula hospedeira já pode iniciar o processo traducional, enquanto na ssRNA- a molécula de RNA viral servirá como molde para a molécula de RNA com sentido traducional correto. Entretanto, nem sempre isso é verdadeiro, o HIV, por exemplo, é um vírus ssRNA+, mas que antes de ser traduzido ele é transformado em uma molécula de DNA como veremos abaixo. 


Seja ele qual for o material genético, o vírus tem de introduzí-lo dentro de uma célula hospedeira para poder ser replicado. No caso de ser dsDNA, ele comandará do núcleo do hospedeiro a síntese de novos capsídeos bem como a sua replicação.  ssDNA e os retrovírus poderão servir de molde no hospedeiro para a formação de uma molécula dsDNA, o qual comandará a síntese de capsídeos e a formação de novas moléculas de RNA. A formação de DNA a partir de RNA é feita pela enzima transcriptase reversa, presente no citossol, a qual faz a transcrição de RNA em cDNA (DNA complementar).  cDNA é, portanto, a molécula de DNA que foi sintetizada pela transcriptase reversa a partir de uma molécula de RNA.


Uma seqüência genômica típica de retrovírus contém três genes: gag (responsável pela proteína estrutural que se associa ao RNA da região central do vírus), pol (codifica para a transcriptase reversa) e env (codifica a glicoproteína do envoltório lipoproteíco). Em suas extremidades localiza-se regiões longas de repetições, ou abreviadamente,LTR.
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IV – Elementos Genético Móveis (Transposons)


Os elementos genético móveis se caracterizam pela capacidade de se mover pelo genoma de um organismo. Esses elementos se auto-multiplicam e se espalham pelo genoma por mecanismos diversos e como conseqüência acarretam na duplicação de genes ou seqüências específicas de DNA. Além disso, dependendo do local que se inserem no genoma, como, por exemplo, no interior de um gene, esse processo pode ser mutagênico.


O primeiro indicativo da existência de elementos (genes), que se moviam pelo genoma de um organismo, foi verificado entre 1930 e 1950 por diversos pesquisadores da área vegetal, em particular por Barbara McClintock. Esses pesquisadores não conseguiam mapear alguns genes do milho que pareciam mudar de posição a cada geração.  Barbara McClintock chamou um desses genes de fator de dissociação (DS), o qual promovia constantes quebras cromossômicas. 
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Entretanto, essa quebra cromossômica não era sempre presente, em alguns casos o fator DS simplesmente mudava de posição. O fator DS não possuía uma localização fixa nos cromossomos do milho sempre que um segundo gene estivesse sendo expresso, McClintock chamou esse segundo gene de fator de ativação (Ac).

A compreensão desse fenômeno genético só foi possível muitos anos mais tarde, quando foi elucidado os mecanismos de ação dos elementos que se movem pelo genoma. Constatou-se, também, que esses elementos móveis estão presentes em todos os organismos vivos até então estudados, indo desde bactérias e leveduras até as plantas e os animais.  


Em bactérias, como discutido anteriormente, os plasmídeos extra-cromossômicos eram capazes de se inserir no cromossoma bacteriano através de um processo recombinacional entre seqüências homólogas do plasmídeo e do cromossomo. Na maioria dos casos, essas sequências são denominadas de sequências de inserção (IS). Dentro das sequências de inserção observa-se regiões de repetição invertida de nucleotídeos, as quais flanqueiam um gene que codifica uma enzima que é capaz de juntas essas sequências, e num novo processo recombinacional soltar o fragmento do cromossomo bacteriano, liberando-o para se integrar numa nova região temos então um transposon. 

Normalmente, a enzima que catalisa a junção das sequências IS é a transposase. As sequências IR estão invertidas uma em relação a outra, o que facilita o processo recombinacional. Os transposons podem, também, sair diretamente do DNA plasmidial e se integrar no cromossomo bacteriano carregando em seu interior genes que conferem resistência a antibióticos, permitindo assim alguma vantagem seletiva ao DNA cromossomal hospedeiro.  
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Quando dois transposons atuam em conjunto carregando um segmento maior de genes bacterianos temos um complexo de transposição.

Após a transposição em um novo local, os transposons geram seqüências curtas de repetição, comumente de 9 ou 5 pares de bases que facilitaram a sua saída do local recém inserido.

Em eucariotos os transposons estão presentes em grande número. Em mamíferos o número de tranposons pode representar até 40% do genoma. Os transposons eucarióticos podem se multiplicar de maneira análoga a encontrada em bactérias, ou seja, o DNA se solta do cromossomo e diretamente se insere em uma nova região. Os elementos Ac e DS descritos por Barbara McClintock no milho estão dentro dessa classe. 

Quando o gene Ac está presente, seu produto gênico catalisa a transposição da sequência DS para uma outra região do genoma. Essa transposição normalmente é direcionada, isto é, existem sítios alvos para os quais as seqüências DS migram, como por exemplo, o gene C , cujo alelo C permite a pigmentação dos grãos do milho. O elemento DS pode se integrar no alelo C em qualquer momento do desenvolvimento do grão, mas todas as células que se originarem após a transposição deixarão de expressar pigmentação e o grão vai ter um fenótipo manchado. 
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Os elementos de transposição em eucariotos desempenham um papel importante na estabilização do genoma de organismos híbridos, por exemplo. Além disso, a duplicação de alguns segmentos gênicos diminui a pressão seletiva sobre eles, isto é, os genes duplicados poderão sofrer mutações que poderão dar origem a novos genes com novas funções. Como visto anteriormente, as mutações que levam a um ganho de função são muito mais raras que as mutações recessivas ou deletérias.

A forma mais comum de transposição em eucariotos é feita via um intermediário de RNA, esse tipo de transposição não é econtrado em procariontes. Nesse caso a sequência de DNA que irá se transpor via RNA é chamada de retrotransposon. Os retrotransposons em diferentes organismos apresentam características similares aos retrovírus, codificando, inclusive, genes típicos de retrovírus como o gag, pol e env e apresentando em suas extremidades longas seqüências de repetição, as LTR. 
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Assim como os retrovírus, os intermediários de RNA são transcritos em cDNA pela transcriptase reversa. O cDNA então será integrado numa nova região do genoma. Toda essa similaridade entre retrovírus e retrotransposons forçam o questionamento de quem se originou primeiro. Foram os retrovírus que originaram os retrotransposons, ou o contrário? Essa pergunta provavelmente nunca poderá ser totalmente respondida, mas o tipo de comportamento auto-replicador dessas seqüências no genoma de um organismo reforçam a teoria do gene egoísta. Teoria na qual, os organismos seriam máquinas de sobrevivência para a perpetuação de seqüências de DNA.
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Roteiro de Estudo:

1) Como é feita a regulação da expressão gênica em procariotos?

2) As bactérias podem trocar material genético entre si? De que maneiras isso pode ocorrer?

3) O que é o fator F? Qual a sua importância?

4) De onde surgiram as linhagens Hfr?

5) Como se chegou a conclusão que o DNA bacteriano é circular?

6) O que são bactérias competentes?

7) Diferencie: a)ciclo lítico e lisogênico. b) transdução generalizada, transdução especializada.

8) Como é possível estudar recombinação vírus?

9) Diferencie os vírus com respeito ao seu material genético.

10) O que são elementos genético móveis, qual a sua importância?

11) Diferencie a transposição encontrada em procariotos das presentes em eucariotos.
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Transferência do Hfr para célula F-:





Quando a transferência é completa a cópia do cromossomo Hfr está presente tanto na célula doadora como na receptora.





Esquema de um processo de transformação. DNA exógeno entra numa bactéria, por um poro proteíco, o que a caracteriza como competente. Através de um processo recombinatório é incorporado no interior do cromossoma do hospedeiro. 





O fago infectante injecta seu ácido nucleíco no interior da bactéria hospedeira
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Co-infecção viral com dois fagos geneticamente distintos.
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Linhagem Hfr transfere, no processo de conjugação, boa parte de seu cromossomo para uma bactéria F-. 


Após processo de recombinação o segmento cromossômico transferido é integrado na bactéria F- por um processo de recombinação
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A (galactosidase quebra a molécula de lactose em uma molécula de galactose e uma de glicose. 





Esse experimento demonstrou que o contato físico entre as bactérias é necessário para que ocorra recombinação genética.





A presença de lactose no meio inibe o repressor





O repressor impede a transcrição dos genes do Operon
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Cromossomo 9 do milho durante a meiose. Fator Ds+ promove a quebra cromossômica





Ac promove saíde de DS
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