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Informacao complementar

Transformacao bacteriana
com o plasmideo pGLO

Introducéao

As bactérias, além de possuirem um cromossoma circular, grande, que contém toda a informacdo necesséria
a sua vida, contém naturalmente uma ou mais pequenas moléculas circulares de DNA em cadeia dupla,
com capacidade de auto-replicagdo e que se designam por plasmideos. Os plasmideos contém genes que
em algumas situacdes melhoram a sobrevivéncia da bactéria, proporcionando, por exemplo, resisténcia aos
antibiéticos. Na Natureza, as bactérias podem transferir plasmideos entre si, 0 que permite a adaptagdo a
novas condigdes ambientais.

Os plasmideos sdo faceis de extrair e manipular em laboratério, podendo introduzir-se em plasmideos,
fragmentos de DNA de outros organismos, desde que sejam cortados com a mesma enzima de restricao.
O plasmideo recombinante é designado por vector e pode replicar-se se for introduzido em bactérias.
Estas irfio expressar a informagédo contida no novo gene.

Desenvolvimento

O trabalho que Ihe propomos € a transformacdo da bac-
téria Escherichia coli, utilizando um plasmideo chamado
pGLO. Este plasmideo permitira as bactérias sobreviverem
num meio de cultura com o antibiético ampicilina e a possi-
bilidade de produzir uma proteina fluorescente, a proteina
GFP (uma proteina verde fluorescente — proveniente da
medusa Aequora victoria). O gene GFP produz uma proteina
fluorescente, visivel a luz ultravioleta. As bactérias que irdo
ser utilizadas nesta transformacdo néo sdo resistentes ao
antibigtico ampicilina, mas o plasmideo contém o gene de
resisténcia a ampicilina, permitindo as bactérias transforma-
das a sua sobrevivéncia em meios com este antibidtico.
O plasmideo possui ainda um sistema de regulagdo que
permite controlar a expressdo do gene GFP nas células
transformadas. Este gene so é expresso (transcrito e tra-
duzido) quando é adicionada arabinose ao meio.

Fig. 1 pGLO, plasmideo recombinante.

A arabinose é um glicido que pode ser usado pela bactéria como fonte de energia e de carbono.
A regulacdo da express&o génica, que permite a utilizacdo da arabinose pela célula bacteriana, € feita por
um operdo onde se encontram 0 gene promotor, 0 operador e trés genes estruturais. Na presenca de arabinose,
as bactérias produzem as trés enzimas que participam na degradagdo do glicido. Na auséncia de arabinose,
0s genes estruturais ndo sdo transcritos. O DNA do plasmideo pGLO foi modificado geneticamente para
incorporar o gene promotor e operador do operéo da arabinose, tendo os genes estruturais sido substituidos
pelo gene GFP. A consequéncia desta alteracdo € a expressdo do gene GFP na presenca da arabinose.

A transcrigdo dos genes estruturais depende da ligagdo da RNA polimerase ao promotor e da accdo de
uma proteina alostérica de ligagdo designada araC. Na auséncia de arabinose no meio de cultura bacteriano,
a proteina araC liga-se ao operador e impede a ligacdo da RNA polimerase ao promotor; consequentemente
ndo ocorre a transcri¢do dos genes estruturais. Contudo, se no meio de cultura existir arabinose, esta interage
com a proteina araC, originando uma alteracéo na forma desta proteina alostérica. Como consequéncia, a
proteina araC ndo se liga ao operador, sendo assim possivel a ligacdo da RNA polimerase ao promotor, resultando
na transcricdo dos genes estruturais (Fig. 2).
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Fig. 2 Operéo da arabinose.

Quando os genes estruturais sdo substituidos pelo gene GFP, o sistema funciona da mesma forma mas
com a expressdo do gene GFP, permitindo, na presenca de arabinose, o fabrico da proteina verde fluorescente,
0 que tem como consequéncia o facto de as bactérias emitirem fluorescéncia na presenca de luz ultravioleta.

Na auséncia de arabinose, a proteina araC liga-se ao operador e impede a ligacdo da RNA polimerase
ao promotor, pelo que o gene para a proteina GFP ndo é transcrito. Nesta Ultima situagdo, as bactérias tém
um aspecto esbranquicado e ndo emitem fluorescéncia.
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Fig. 3 Expressdo do gene GFP.
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