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1. INTRODUÇÃO

Apesar da ampla revisão bibliográfica, não foi

possivel encontrar, dentro do acesso das bibliotecas da ESALQ,

trabalhos que abordem os pontos solicitados pela disciplina

Em razão disso, e com aquisciência do professor responsável

procuramos desenvolver o tópico supra-citado direcionando o

assunto para aspecto molecular.

Vários modelos moleculares tem sido proposto

para explicar a recombinação gênica em organismos superiores .

Porém, a maioria baseia-se em processos moleculares identific~

dos em microorganismos, outros tem procurado racionalizar o fe
~

nomeno da conversão gênica.

Células meióticas de lirio, microsporócitos

tem sido amplamente usadas para estudos bioquimicos combinados.

O sincronismo natural das células meióticas, a duração relati-

vamente longa da prófase ( 2 a 5 dias ) e a habilidade das ce

lulas desenvolverem-se "in vitro", possibilitou analisar cada

intervalo da sintese de DNA separadamente.
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2. TM~HO E FORMA DAS MOLtCULAS DE DNA

A fim de verificar o tamanho e forma das molécu

las de DNA de microspor6cito de Llllum longl6lo~um em diferen-

tes estágios da meiose, WOLSTENHOIklli (1971) examinou ao rnicros-

c6pio ,eletrônico microspor6citos ligados de diferentes tamanhos.

A relação entre comprimento de gema e microsporogênese foi seme

lhante ao encontrado por TAYLOR e MAcMASTERS (1954). Longos

complexos sinaptonêmicos (> 1,5 ~) ..•. .eram V1SlvelS em -seçoes

finas de microspor6citos de gemas com 17 mm e 18 IDm. Secções

curtas de estruturas que lembravam complexos sinaptonênicos fo

ram também encontrados em gemas de 16 mm e de gemas com 19 e 20

rnm ,

Em todas as preparações,longos filamentos linea

res tendo as conhecidas caracteristicas de DNA supla-fita fo

ram observados. Pelo menos 500 moléculas foram examinadas para

cada preparação de DNA. Moléculas não circulares foram encon-

tradas em todas as preparações. O comprimento médio das molé-

culas de DNA variou de 59~ a 75~ e eles tinham uma amplitu-

de de comprimento que variava de 1 a 115~ e 1 a 210~. Existe

uma correlação não aparente entre as diferenças em comprimento,

das moléculas de DNA e o estágio da microsporogênese. Também

nenhum estágio era distinguivel pela presença ou ausência de um
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particular tamanho de classe de molécula. Um material tendo a

parência felpuda foi encontrado na porçao terminal de 2 a 5 %

das moléculas de DNA de todas as preparações. Estas regiões

tinham sido descritas previamente na porçao terminal de molécu

Ias de DNA de glândulas salivares e esperma de Chi~onomu~ ten

tan~ e C. thummi, e interpretada corno DNA fita simples.

A massa por micron de DNA preparado por mi

croscopia eletrônica, sob as condições utilizadas no experimen

to é estimada em 2,07 x 106 daltons. Se, todavia, 40.000 daI

tons é tornado corno o peso médio molecular da cadeia polipeptí-

dica codificada pelo DNA de lírio, então as moléculas de DNA

observadas nas preparações de microsporbcitos de lírio pode

riam incluir entre 3 e 740 cópias de um gene (este argumento ,

assume um peso médio molecular de um aminoácido em 135 daI

tons) .

\
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3. SíNTESE DE DNA

3.1. Análise da síntese

Dois fatos estabelecidos sobre o metabolismo do

DNA em células meióticas de Lilium são que a maioria, se nao

o total, da replicação do DNA nuclear ocorre durante a fase S

premeiótica, e que uma pequena mas significante quantidade de

DNA sintetizado, ocorre durante dois intervalos da prófase meió

tica, zigóteno e paquíteno (HOTTA et al., 1966).

Não ocorre síntese de DNA durante o primeiro es

tágio da prófase, leptóteno, mas os estágios subsequentes zigó-

teno e paquíteno possuem cada um, distinto e diferente -padrão

de síntese de DNA.

Já foi mencionado que a quantidade de DNA sinte

tizado durante o zigóteno representa cerca de 0,3% do DNA nu

clear. Esta síntese representa uma replicação atrazada. Além

disso, a densidade de flutuação distinta do DNA zigotênico e

característico de todas as espécies testadas. Parece que nas

células meióticas, pelo menos em liliáceas, uma única -porçao

do genôma é retardada em sua replicação até as células atingi -

rem o estágio de zigóteno. Como este DNA relaciona-se com a

estrutura cromossômica não é ainda conhecido. Embora tenha uma
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alta densidade de flutuação nao é rDNA.

Dados indicam que este DNA nao está localizado

em pequenas regiões do cromossomo. A fragmentação geral do

cromos somo sob inibição parcial do DNA no zigóteno leva a

crer que as sequências de DNA zigóteno distribu~m-se ao longo

do comprimento de cada cromossomo (HOTTA & STERN, 1971).

A melhor referência para a função do DNA zigó-

teno e que sua síntese coincide com o período do pareamento

cromossômico e que inibição desta síntese previne a iniciação,

e/ou continuação do pareamento cromossômico (STERN & HOTTA

1969). A síntese do DNA no zigóteno então parece ser uma con

dição necessária para pareamento cromossômico. Nenhum experi-

mento foi realizado para elucidar o papel da síntese do DNA z~

gotên~co no processo do pareamento. Uma atrativa especulaçãu,

é que regiões de DNA zigotênico, servem como sítios nos quais,

os cromossomos homólogos são inicialmente alinhados. A ciné-

tica de hibridação do DNA zigotênico estão consistentes com

esta possibilidade (HOTTA e STERN, 1971).

Eliminação de guiasmas pela exposição de célu-

las meióticas à elevadas temperaturas após a fase do zigóteno

já foram claramente demonstradas. Então síntese do DNA duran-

te o estágio do zigóteno não está envolvido na formação de

guiasmas. Formação do guiasma parece ocorrer no paquíteno e a

característica síntese de DNA neste estágio é, portanto, part~

cularmente relevante para o processo de recombinação cromossô-

mica. A síntese de DNA no paquíteno é um tipo de replicação

de reparo. Análises de hibridação DNA-DNA indicam que replic~

ção de DNA durante o estágio do paquíteno não resulta em um
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acréscimo de DNA.

o DNA sintetizado, durante o paquíteno é variá

vel.na composição, não mostra nenhuma mudança na densidade a

pós incorporação de bromodeoxyuridina e sua síntese é relativa

mente insensível à inibição por hidroxiuréia (HOTTA e STERN,

·1971)•

3.2. Quebra e Reparo do DNA

A fim de identificar a atividade enzimática

que ocorre em células meióticas e que poderiam levar à explic~

ção do processo de recombinação genética, HOWELL e STERN (1971)

realizaram uma análise de células meióticas de Lilium cujos re

sultados obtidos foram apresentados na seguinte ordem:

a. demonstração da atividade de uma endonuclease em células

meióticas

b. o padrão temporal desta atividade em relação ao estágio

meiótico

c. a produção de um único fio ou "disponibilidade" reparo de

quebra por atividade da endonuclease

d. a produção do terminal 5-0H pela ação da atividade de endo

nuclease

e. demonstração da atividade de uma polinucleotídeo ligase em

células meióticas e seu padrão temporal durante o ciclo meió

tico

f. demonstração da atividade de uma polinucleotídeo kinase em

células meióticas e seu padrão temporal durante o ciclo meió

tico
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g. o reparo de quebras produzidas por endonuclease pela ativida

de da polinucleotídeo ligase e kinase.

a. Pro riedades da atividade endonuclease em micros orócito

pH 5.2

Extratos grosseiros ou parcialmente purifica-

dos de tecidos de lírio continham tanto um dos dois tipos de

endonuclease dependendo do tecido de origem. Células meióticas

(microsporócitos) produziram uma atividade que tinha um pH óti-

mo em 5.2.

Repetidos ensaios sob várias condições para en

contrar outras atividades de endonucleases em tecidos meióticos

sob um limite estendendo-se de pH 4.0 para 9.5 não foram bem su

cedidos.

A microsporócito endonuclease preferencialmente

hidrolisa DNA em dupla fita. A atividade do extrato com subs -

trato de DNA desnaturado (> 0,15 unidades/mg de proteína) ti

nha aproximadamente 10% da atividade com DNA nativo (1,8 unida-

des/mg de proteínas). A atividade da enzima sob condições de

análise padrão com DNA de fago T7 era 1,8 unidades/mg de protel

nas, com DNA de B. ~ub~ili~ 1,7 unidades/mg de proteínas e

com DNA de Lilium 1,5 unidades/mg de proteínas). Análises de

filtro de retenção usando DNA de B. ~ub~ili~ e Lilium deram

somente resultados semi-quantitativos, pois a população inicial

de substratos de DNA não era tão homogênea em tamanho molecular

como a população do DNA do T7 usado na análise padrão. A endo-

nuclease do microsporócito foi julgada ser endo -e nao exonu
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cleotídica, pois os produtos de digestão limitados, não mostra

vam mononucleotídeos ou pequenos oligonucleotídeos. Todos os

produtos de digestão marcados radioativamente permaneciam na

origem, quando analisados por papel cromatográfico.

Em pH 5.2 a microsporócito endonuclease demon~

trava propriedades compartilhadas por outras endonucleases a

cidas. A atividade possue um requerimento amplo para adicionar

cátions bivalentes. Atividade ótima (1,8 unidades/mg proteína)
2+ . ++foi encontrada na concentração de 3mM-Mg ,enquanto,quando }lg

era adicionado a atividade era 85% do ótimo. Altas concentra-

çoes de Mg++ eram inibidoras: em 75mM-Mg++ de atividade

-nao

caia

para 30% daquela em 3mM. A atividade é inibida por RNA dupla

fita. 50% da inibição na análise padrão foi encontrada em

20~g/ml de sRNA de E.~o{~, e a concentração mínima que

inibição mínima detectável (> 10%) era 4~g/ml.

dava

Tecidos somáticos da variedade Cinnabar foram

testadas na presença da atividade da microsporócito endonucle~

se. Extrato de tais tecidos mostravam alto nível de atividade

endonucleolitica, exemplo: tecido do perianto 7,6 unidades/mg

tecidos da folha 6,2 unidades/rng, comparado ao tecido do micros

porócito 1,8 unidades/mg. Entretanto, tais tecidos deram ati-

vidades ótimas em pH 5.6, ao invés de pH 5,2 que foi o ótimo i

em tecidos meióticos.

Estas diferenças em pH ótimo refleten diferen-

ças reais nas propriedades entre a atividade mitótica e rneió

tica em vez de alguma diferença comum na natureza dos ex

tratos.
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b. Variação da atividade da microsporócito endonuclease nos es

tágios da meióse.

Extratos de microsporócitos de lírio Cinnabar,

tornados em diferentes estágios da prófase meiótica foram test~

dos na concentração de pH 5.2 da atividade de microsporócito en

donuclease. Foi encontrado que a atividade específica do mi -

crosporícito endonuclease variava nos diferentes estágios da

prófase. Em um experimento representativo ilustrado na Figura

1, pode ser visto que a atividade endonucleolítica não era de

tectável no extrato de microsporócito na interfase premeiótica

ou nos primeiros estágios da prófase.

Atividade endonucleolítica foi encontrada nos

estágios iniciais do zigóteno e alcançava níveis máximos nos

extratos dos microsporócitos nos estágios zigóteno-paquíteno.

A atividade declinava através do paquíteno e alcançava níveis

quase não detectáveis no diplóteno.

Nenhum fator inibidor ou estimulador para a

atividade do microsporócito endonuclease foi encontrado pela

mistura de extratos preparados em diferentes estágios da prófa

se meiótica.

c. Quebra de fita simples por microsporócito

A descoberta de que o microsporócito endonu

clease estava correlacionado no tempo com os estágios zigóteno

-paquíteno foi confirmada por exames posteriores das propried~

des da atividade da endonuclease. Uma questão particularmente

relevante para atividade de quebra e reunião do DNA é a nature
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za da quebra produzida pela endonuclease.

Urna comparaçao da velocidade de sedimentação da

endonuclease digerir DNA ~ntes e após -denaturação promove os

meios para determinar se a microsporócito endonuclease produz ,

quebras em fio simples ou duplo na molécula bihelicoidal do

DNA.

A forma denaturada do DNA de T7 previamente di

gerido com microsporócito endonuclease em pH 5.2 sedimenta em

gradiente alcalino em taxas cada vez mais baixas com o tempo de

digestão. Para estimação do coeficiente de sedimentação dos

fragmentos de DNA de T7 resultantes, o número de quebras (ro

por fio simples de DNA (T7) foi calculado ser 3,5 (So =26szo.w
por três minutos de digestão e 8.0 (S~o.w= 20s) por 10 minutos,

de digestão. DNA não denaturado da mesma digestão (3 e 10 mi

nutos) sedimentam em gradiente neutro quase na mesma taxa do

controle não digerido (S~0.w=37S) com a exceção de algum afast~

mento do pico principal. Os perfis em gradiente neutro do DNA
-

digerido por microsporócito endonuclease exclue a possibilidade

que a microsporócito atue principalmente para quebrar fios sim-

ples, pois quebras em fios duplos reduziram, as taxas de sedimen

tação em gradiente neutro do DNA digerido"em acordo com os valo

res de ro obtido dos perfis de gradiente alcalino.

Ao contrário da ação mostrada pelo microsporóc~

to endonuclease tanto a forma nativa como denaturada de DNA

de T7, previamente digerido com endonuclease em pH 5.6, mostram

decréscimo, de sedimentação com aumento do tempo de digestão

O gradiente alcalino, os valores de ro para fita simples de
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DNA de T7 por 3 minutos de digestão era 3.2 (S~O.w= 27s) e por

10 minutos de digestão era 12 (S~o.w= 18s). Em gradiente neu

tro por tres minutos de digestão, ro para DNA dupla fita= 3.0,

(S~O.w= 25s) e por 10 minutos de digestão ro= 11 (S~0.w=18S)
Desde que um número equivalente de quebras por molécula de

DNA é encontrado para urna única amostra em análise de gradien-

te tanto neutro corno alcalino, então o pH 5.6 para endonuclea-

se em tecidos somáticos pode produzir predominantemente que

bras em DNA fita dupla.

A descoberta de que a microsporócito endonucle~

se produz inicialmente quebras em fita simples contrasta com

a ação da endonuclease em pH 5.6 de tecidos somáticos de lírio

e as outras endonucleases ácidas as quais tem sido mensionadas

por hidrolisar DNA para quebras em fitas duplas. A ação de

outras endonucleases ácidas é então produzir quebras não repa-

ráveis no DNA enquanto que, as quebras produzidas pelo micros7

porócito endonuclease não exclue a possibilidade de reparo.

d. Análises de grupos terminais produzidos por microsporócitos

endonuclease

Análises de grupos terminais de DNA (T7) par -

cialmente digeridos pode ser usado para determinar se o radi -

cal fosfodiester hidrolisado por microsporócito endonuclease e
-adjacente ao carbono 31 ou 51 da porçao desoxiribose. Para

tais análises, a polinucleotídeo kinase de E. ~oli infectada ,

por fago T4, é usada para catalisar a transferência quantitat~

va do orthofosfato do ATP para o terminal do DNA. polinucleo-
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tldeo kinase exibe uma seletividade para o terminaIS' mas

não catalisa a transferência de um grupo fosfato para o ter

minal 5' que já é fosforilado. Polinucleotídeo kinase, po~

tanto, marca quantitativamente o aparecimento do terminal -

5'-OH ou em conjunção com fosfatase, o aparecimento de aI

gum terminaIS' produzido pela hidrólise de DNA (T7) por

microsporócito endonuclease.

e. Propriedades e variação nO estágio meiótico da microspo-

rócito polinucleotídeo ligase (~&L)

Extratos de microsporócitos em prófase meió-

tica possuem uma demonstrável atividade polinucleotídeo li

gase. Atividade ligase foi analisada em fragmentos de DNA

de T7 produzidos por DNase pancreática com a fünção de au

mentar a taxa de sedimentação ou a resistência a fosfatase

radioativa, dos fosfomonoesteres 5' internos.

Arnbas análises mediram a capacidade do micros

porócito extraído juntar justaposicionalmente grupos 3'-hidroxil

e 5'-fosforil em quebras de fio único do DNA.

A atividade específica do polinucleotídeo li

gase em extratos de microsporócitos (Tabela 1) é 500 vezes

menos que aquele reportado para extratos de bactérias segui-

do de infecção do fago, porém duas vezes maior que aquele r~

portado para células mitóticas de mamíferos. A microsporóc~

to ligase requer o ATP como um co-fator; é dependente de um
++reagente sulfidril e cátions bivalentes (Mg ) na reaçao

mista e mostra um pH ótimo em pH 7.4.
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Extratos preparados de microsporócitos em v~

rios estágios meióticos e analisados em concentração enzim~

tica limitante,mostraram que a atividade específica da lig~

se varia COM os estágios meióticos do microsporócito (Figu-

ra 2). Extratos de células em interfase pré-meiótica con

tem atividade altamente específica da ligase, atividade da

ligase decresce durante o leptóteno retorna para níveis ma

ximos no zigóteno-paquíteno e então declina uniformemente ,

através do paquíteno.

Este mesmo padrão foi reproduzido em vários

experimentos. A atividade não era detectável por essa ana

lise de comportamento nos microsporócitos após paquíteno ou

e algum tempo nos tecidos somáticos de lírio.

Se a atividade específica da ligase em micros

porócito é expressada por célula em vez de por mg de pro -

teína , então a atividade específica de extratos de zigóteno

-paquíteno é duas vezes maior que extratos interfásicos.

f. Propriedades e variaçoes no estágio meiótico da microspo-

rócito polinucleotídeo kinase

A análise mensurou a capacidade do extrato ,

para transferir ortofosfato do ATP para a terminação S'-OH ,

do DNA. Para determinar a quantidade de atividade da polin~

cleotídeo kinase em vários estágios da prófase meiótica, ex

tratos de microsporócito foram preparados da mesma forma que

para ligase e testados em condições "limitantes" da enzima.
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Atividade da polinucleotídeo kinase estava pr~

sente na interfase pré-meiótica e mostraram leve aumento da

atividade específica até estágio de meio-paquíteno quando a ati

vidade declinou rapidamente. Análise de fosfatase foi conduzi-

da no mesmo extrato para determinar se a variação na atividade

da kinase era atualmente um reflexo da variação na atividade da

fosfatase no mesmo extrato. A Figura 3 indica que a atividade

da fosfatase específica era alta, mas permanecia favoravelmente

constante neste extrato e, portanto, não pode ter em conta as

variações analisadas na atividade da kinase. A comparação um

por célula em vez de um por mg da atividade específica indica ,

que a atividade da.kinase no pico zigóteno-paquíteno é duas

vezes maior que a atividade na interfase pré-meiótica. A ati

vidade específica da kinase em tecidos somáticos de lírio ex:

tecido do perianto) é 20% da atividade máxima encontrada - nos

tecidos meióticos.

A atividade específica da microsporócito poli-

nucleotídeo kinase em extrato bruto é comparável aquelas encon-

tradas em extratos de fagos infectando E. Qofi, e quatro ve

zes maior que a reportada para extratos de núcleos de ratos.

g. Reparo de DNA por microsporócito endonuclease

A questão sobre a qual a atividade enzimática,

presente no extrato bruto de células meióticas pode tanto cor

tar como reparar DNA é de particular interesse para o problema

da recornbinação meiótica.

Esta possibilidade foi testada primeiramente ,
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3em DNA de T7 COM H (marcado), com rnicrosporócito endonuclease

e então incubando o produto da digestão com extrato de micros

porócito sob condições favoráveis tanto para a polinucleotídeo

kinase e atividade ligase.A Figura 4, dá um perfil da velocida

de de sedimentação de DNA de T7 denaturado o qual foi dige-

rido limitadamente antes da denaturação com a microsporócito

endonuclease parcialmente purificada, em pE 5.2. O perfil não

é nem inteiramente unimodal nem simétrico, mas, com urna apr~

ximação, o número médio de quebras (ro) por fio simples da mo

lécula de DNA (T7) é 10. A Figura 4(b) mostra a distribuição,

da digestão pela endonuclease do DNA (T7) pós-tratado com ex

trato de microsporócito contendo entre outras atividades p~

linucleotídeo kinase e atividade ligase.

Um aumento na taxa de sedimentação para a pop~

lação da fita simples do DNA fragmentado, foi observado. Os

valores de ro para a população das moléculas de reparo foi es-

timado corno 5. Então a diferença em ro para o DNA antes e a

pós incubação com o extrato de microsporócito mostrou que pelo

menos 50% das quebras produzidas pela microsporócito endonu

clease eram reparadas pelo extrato de microsporócito. Nestes

dados, o reparo do DNA (T7) cortado não é completo para a pop~

lação de moléculas, com extrato bruto de microsporócito usando

tanto endonuclease pancreática ou microsporócito endonuclease,

em substrato de DNA de T7. Duas razões para dificultar o com

pleto reparo parecem possíveis:

1. Sob condições favoráveis para atividade da polinucleotídeo

kinase e ligase, extratos de microsporócitos exibem alguma

atividade hidrolítica do DNA, incluindo endonuclease.
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2. DNA digerido em reaçoes extensas com microsporócito endonu-

clease parcialmente purificado, começa a mostrar algumas qu~

bras não reparáveis.

Neste estudo, um conjunto de DNA complementar ,

quebrado e atividade de reparo foram encontrados em extratos de

microsporócito desenvolvendo sincronicamente no estágio do zi

góteno-paquiteno da meiose. O aparecimento coordenado de endo-

nuclease, polinucleotideo kinase e ligase, apontam a conclusão

que estas enzimas agindo em conjunto, são responsáveis pelos e

ventos de quebra e reunião de DNA durante o estágio zigóteno- p~

quiteno.

Em trabalho paralelo HOTTA e STERN (1971) de

monstraram que a sintese. de uma pequena quantidade de DNA, deno-

minada DNA paquitênico, ocorre durante o mesmo intervalo no qual

as atividades de quebra e reparo são encontrados. Além disso

o DNA sintetizado neste intervalo parece ser o produto dos even-

tos de quebra e reparo, no qual DNA paquitênico mostra propried~

de de reparo e replicação de DNA.

As prop~iedades descritas por HOTTA e STERN

(1971) as quais caracterizam o DNA paquitênico como o produto de

replicação de reparo por sintese de DNA são as seguintes:

Primeiro: A quantidade de DNA paquitênico sintetizado é pequena

e variável.

Segundo: DNA paquitênico não é DNA satélite, mas tem uma com

posição básica e densidade de flutuação que reflete ,

aquele do DNA grupal.

Terceiro: DNA paquitênico parece ter uma sintese modificada de

DNA e não uma replicação tardia de alguma porção do
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genoma.

Finalmente: DNA paquitênico parece ter replicação não conservati

va.

Um esquema especulativo que decreve a quebra e reu

nião do DNA cromossômico por recombinação genética foi construí-

do dentro do contexto dos eventos metabólicos do DNA observados

no paquíteno (Figura 5).

o esquema é baseado na atividade enzimática identifi-

cada em células meióticas de lírio e baseado parcialmente em cer

tas atividades caracterizadas no sistema microbiológico. O es

quema começa com o corte do DNA duplex nas cromatides ~eióticas

(b). Este processo é considerado como um passo controlador, po~

que toda atividade metabólica subsequente do DNA no esquema de

pende do passo inicial de corte. Um corte deliberado do DNA

cromossomal no zigóteno tardio para paquíteno precoce é hipotet~

zado em lugar de cortes resultantes de reparos incompletos de

síntese de DNA descontínuo na fase S desde que altos níveis de

atividade ligase são encontrados naquele intervalo pré-meiótico.

O corte do DNA pode estar sujeito a 1 ou vários fatores metabóli

coso Um corte poderia ser reunido sem incorporaçao de nu

cleotídeos (F). Um corte poderia ser reposicionado por um pro'-

cesso de tradução de corte ("nick t.r ans Lat.í.on ") descri to para

DNA p~limerase em E. eoli , e .então agrupado (B-D-E) ou um cor

te poderia ser alargado por urna falha pela digestão do fio (c) e

o vasio próximo por síntese (D) seguido de reunião. Qualquer um

dos últimos processos resultariam em síntese de reparo sem urna

síntese líquida de DNA.

O possível relacionamento desse DNA metabolizado p~
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ra um esquema de recombinação e mostrado na Figura 6.

Dois DNA duplex (X) de cromatides homólogas nao ir

mãs são cortadas em vários pontos durante os estágios zigóteno

-paquiteno quando os cromossomos estão pareados. Mas frequen-

temente o duplex seria reparado e reunido sem um evento de re

..combinação reciproca (2). Todavia, pouco frequentemente a reu

nião de duplex não covalentemente recombinaria sucessivamente

presumivelmente por interação de pareamento de base entre fios

homólogos de DNA duplex. O produto de tais eventos resultaria

DNAs duplex (Y) que são recombinados reciprocamente (moléculas

biparental recombinantes). O sucesso de um evento de recombi-

nação pode ser governado pelo corte do DNA e por fato metabóli

co de DNA seguido de corte. Digestão de fita para produzir

DNA fita simples pode ser necessário para promover uma flexibi

lidade do DNA estrutural para a justaposição de fios homólogos

de DNA. Igualmente, reposição de um corte pode ser requerida,

para transportar cortes em proximidade com um único duplex ou

para alterar a geometria entre cortes nos duplex homólogos.

O "fato" metabólico de DNAs duplex que já são reci-

procamente recombinados pode ter significância para transferir

informação genética. Se tais moléculas recombinantes biparen-

tal (Y) forem s~jeitas a reparo de sintese de DNA, então este

evento pode ser reconhecido na análise genética como uma con-

versao ou evento de recombinação não recíproca.

Um postulado deste esquema, que o sucesso da recom-

binação origina-se não frequentemente de muitas quebras e reu-

nião na prófase meiótica, foi extraido da seguinte estimação

da frequência dos eventos de replicação de reparo: A quantid~
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de de DNA sintetizado durante a replicação do DNA de reparo é

cerca de 0,1% do genôma. A quantidade de DNA por genoma ou

por núcleo em microsporócito de lírio bright star é 1,1 x
-10 -13 1010 g. Portanto, 1,1 x 10 g de DNA ou 6,6 x 10 daltons

de DNA por núcleo são sintetizados neste período. DNA de

reparo sintetizado durante a replicação não dá modificações

profundas em gradiente de densidade de cloreto de césio mes

mo quando o conjunto de DNA é contado para 5 x 105 daltons

(HOTTA e STERN, 1971). Desde que a acuração na determinação

da modificação em análises de gradientes de densidade e limi

tada para cerca de 20% da alteração de densidade do híbrido

totalmente substituído, então o número mínimo de regiões de

reparos pode ser estimada dentro deste erro de acordo com e

quações de BRONHOEFER e GIERER (1963). Para qualquer nu

cleo meiótico o número mínimo de regiões de replicação de re
- 5paro e 6,6 x 10 . Se assumirmos que cada região de reparo do

DNA é produto de uma quebra de fios simples, então deveremos

ter no mínimo 6,6 x 105 quebras de fios simples por núcleo.

Esta é a estimativa do mínimo porque no es

quema proposto (Figura 6) qualquer quebra e reunião pode ocor-

rer sem síntese de DNA. Uma estimativa do número de recombi -

nantes por núcleo em lírio pode ser encontrada somente citoló-

gicamente observando a frequência de guiasmas. Em geral urna

média de três guiasmas por par de cromos somo ou trinta e seis

guiasmas por núcleo são encontradas em lírio (SEN, 1969). Ca

da permuta deve requerer não menos que quatro fios simples

quebrados. Então o número estimado de quebras de fio simples

envo~vidos em recombinação sucessiva por núcleo -e cerca de
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1 4 102., x Portanto, o limite superior de probabilidade que urna

única quebra e reparo que seria envolvido em uma recombinação su

cessiva é 1,4 x 102 / 6,6 x 105 = 2 x 10-4.

4. CARACTERíSTICAS DO DNA REPETITIVO

Evidências a nível bioquímico, em estudos de certos eu

cariotos, sugerem que organização da sequência de DNA é um fator

primário na determinação dos locais de corte e subsequente repa-

ro do DNA característico do paquíteno. Em lírio STERN e HOTTA

(1978) demonstraram que urna ordenação da maquinaria bioquímica pa

ra o corte, desenrolamento e reparo,e mobilizado sendo o pico

da atividade no paquíteno.

Ao nível molecular existem várias indicações que cor

tes e reparos, no paquíteno não são distribuídos aleatoriamente ,

pelo genôma. O mais significante disto tem sido que a síntese de

reparo no paquíteno ocorre preferencialmente no DNA moderadamente

repetitivo (SMYTH e STERN, 1973; HOTTA et aI., 1977). Estas in -

formações levantaram a atenção sobre o papel de sequências de

DNA repetitivos, com um substrato para eventos de recornbinação

meiótica como a evidência genética para múltiplos sítios disper -

sos responsáveis pela coordenação de controle.

Análises de estabilidade térmica de reassociações de

preparações de P-DNA em particular, proveram a mais inequívoca in
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dicação já obtida de que as atividades de corte e reparo em paquI

teno de lírio são especialmente direcionadas para uma subclasse ,

especial de famílias moderadamente repetitivas.

Sequências moderadamente repetitivas de DNA em L~t~um

sintetizadas durante o paquíteno, consistem de famílias que tem

uma divergência consideravelmente mais baixa do que do DNA to

tal do genôma medianamente repetido, sendo que este último tem

uma divergência média de 10%. Durante a fase inicial do paquíte-

no 80% da sequência sintetizada, e 100% daquele sintetizado dura~

te a última fase do paquíteno, reassociam com perfeita ou quase

perfeita fidelidade. Exceto para a pequena quantidade de DNA sin

tetizado durante o início do paquíteno sequências intermediárias,

repetidas no paquíteno não são divergentes e assim constituem um

subgrupo distinto do DNA total moderadamente repetitivo. O compr!

mento modal do paquíteno e o total de sequências ~edianamente re

petidas são similares. Em contraste as primeiras medidas basea -

das sobre a incorporação de isótopos, o comprimento modal e da

ordem de 1.500 - 2.000 pares de base, 10 vezes-o tamanho estimado.

Cálculos baseados sobre o novo comprimento leva a conclusão que

as sequências medianamente repetidas no paquíteno respondem por

1% do genôma total (BOUCHARD e STERN, 1980).
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5. DESCONTINUIDADES NA REPLICAÇÂO DO DNA

Regiões do DNA cromossômico que sao replicadas durante

o zigóteno não são ligadas ao corpo do DNA nuclear no término da

replicação. As descontinuidades estão presentes somente nas fi

tas que são sintetizadas durante a fase 5 pré-meiótica e elas peE

sistem através da prófase até o periodo de disjunção cromossômica.

As descontinuidades são vazios maiores que cortes e devem ser

protegidas,in vivo, das atividades de reparo durante o paquite-

no,quando todas as falhas no DNA estão sendo reparadas.

As falhas podem ser corrigidas em núcleos profásicos ,

isolados caso seja acondicionada polimerase e ligase.

Embora falte informações para generalizar acerca de um

papel universal que o z-DNA possa ter na meiose, suas proprieda -

des coletivas - sincronismo de pareamento e replicação, dependên-

cia de pareamento na replicação, sequências únicas e a prolongada

presença de descontinuidades durante pareamento e crossing-over -

torna dificil evitar a conclusão que em Lilium pelo menos, as

regiões de z-DNA representam segmentos dos cromossomos que tem

uma função especial na meiose.

-Presumivelmente as principais descontinuidades sao for
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madas quando regiões de z-DNA iniciam sua replicação atrasada.

Entre o término da fase-s e aquela iniciação, as regiões de z-

DNA estão provavelmente na forma duplex, uma fita de cada cro

matide irmã contribuindo para o duplex. Apesar de muitas

tentativas, não foi possível obter evidência para a presença

de uma proporção significante de fita simples de DNA, durante

o período entre a fase S e zigóteno. A persistência de z-DNA

descontínuos através e além do estágio de paquíteno é de pa~

ticular interesse para fisiologia meiótica. ~1eiócitos sao

capazes de reparar replicação em quase todos os estágios meió-

ticos, e eles são especialmente ativos em reparar replicação,

durante o paquíteno (HOTTA e STERN, 1974). As descontinuida -

des do z-DNA são acessíveis à reparos em núcleos isolados, e

as enzimas que efetuam o reparoin vitro tem sido encontradas

presentes nas células durante o período em questão. Portanto,

como já foi mencionado, as descontinuidades devem ser protegi-

das "in vivo" da ação do sistema de reparo. Realmente, des

de que inibição parcial da síntese de DNA durante o zigóteno ,

ou paquíteno precede a quebra cromossômica, presumivelmente

uma e0nsequência da descontinuidade induzida (ITTO et al.,1967)

a interrupção de z-DNA endógeno pode ser protegida da degrada-

çao.

A idéia que descontinuidades devem existir em DNA

meiótico devido a replicação incompleta não é nova. Foi pr~

posta por CHIU e HASTINGS (1973) para computar os efeitos de

inibidores de DNA em recombinação em clamidomonas e como ba

ses para um modelo nos quais descontinuidades são sítios p~

tenciais para crossing over. Em Litium, e aparentemente tam

bém em leveduras os sítios potenciais para crossing over sao
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providos para uma programada formação de cortes em fitas simples.

Em Lilium estes são introduzidos deliberadamente no paquíteno p~

Ia ativação de uma endonuclease (HONELL e STERN, 1971). Além

disso, os sítios de cortes são nas sequências moderadamente repe-

tidas. Estas observações excluem z-DNA e seus vazios associados,

.de um papel direto no crossing over. Permanece difícil,no entan-

to, assegurar z-DNA como papel meiótico específico através dos

dados disponíveis.

As persistentes descontinuidades devem servir para fa

cilitar o desenrolamento do DNA duplex, particularmente em re

giões que sofreram crossing-over, e onde existe especial necessi-

dade para arrumar os fios para uma disjunção efetiva. Em um

vel mais elementar de organização as descontinuidades persisten -

tes podem funcionar facilitando a transferência de fios. Urna

importante questão que não tem sido inteiramente respondida é a

fração de sequência única ou poucas cópias que esta contida no

z-DNA. Em Lilium sequências únicas representam uma pequena fra

ção do genoma. Provavelmente a proporção de sequências únicas ,

representadas pelo z-DNA é urna chave métrica comparando a meiose

de Lilium com outros organismos (HOTTA e STERN, 1976) .

•
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6. CONCLUSÕES

1. Além da síntese normal de DNA que ocorre durante a fase S na

intérfase, ocorre também uma pequena mas significante quan-

tidade de DNA que e sintetizado na prófase meiótica.

2. Essa síntese se dá em duas etapas distintas, e o conteúdo e

função do DNA produzido é distinto de urna fase para outra

A síntese do DNA no zigóteno está relacionada com o pareame~

to dos homólogos, enquanto que a síntese que ocorre no paqu~

teno é relevante para o processo de recombinação cromossômi-

ca.

3. Em microsporócito de lírio a atividade máxima da endonuclea-

se se dá em pH 5,2.

4. A microsporócito endonuclease preferencialmente hidrolisa

DNA dupla fita, porém sua atividade é inibida por RNA dupla

fita.

5. A atividade da microsporócito endonuclease não e .detectável

no extrato de microsporócito na interfase pre-meiótica como

também nos primeiros estágios da prófase. Porém, é notada
•
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no início do zigóteno e alcança níveis máximos nos extratos de

microsporócito no zigóteno-paquíteno. Sendo que posteriormen-

te, a atividade declina e no diplóteno alcança níveis semelhan

tes ao início da prófase.

6. O aparecimento coordenado de endonuclease, polinucleotídeo ki

nase e ligase apontam a conclusão que estas enzimas agindo em

conjunto, são responsáveis pelos eventos de quebra e reunião

de DNA durante o estágio zigóteno-paquíteno.

7. A síntese de DNA paquíteno ocorre durante o mesmo intervalo no

qual as atividades de quebra e reparo são encontradas.

8. Os cortes e reparos do DNA no paquíteno ocorrem em pontos fi

xos no genôma, em pontos de DNA moderadamente repetitivos.

9. Quando a forma das moléculas, estudos tem demonstrado que elas

são lineares com comprimento médio de 59V a 75V .

•
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TABELA 1. Requerimentos de análise de reaçao da polinucleotídeo
ligase.

Comprimento p-rnoles/hr/mg proteína

Completo 7,04

0,32

0,91

1,23

0,24

0,10

menos ATP

menos ATP + 25 moles NAD

menos ditiotreitol

Mg2+menos

menos extrato dernicrosporo

menos extrato de microsporo + 29mg

de proteína no extrato do tecido da

gema <0,10
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FIGURA' 1. Atividade da endonuc1ease em extrato de microsporocito
em interfase premeiotica (inter.) e vários estágios da profa-
se meiotica (Lept. 1eptoteno; zyg.; zigoteno; pach.; paquíte-
no; dip1.; dip1oteno). Comprimento da gema ~stá corre1aciona-
do com o estágio meiotico dos microsporocitos.
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FIGURA 2. Atividade da polinucleotídeo ligase em extrato de m1-
es-crosporôcito em interfase premeiotica (inter.) - .e var10S

tagios de profase meiôtica (Lept. leptoteno; zyg.; zigoteno
pach.; paquíteno). A analise padrão da medida da quantidade
em p-moles de fosforo-monoestere interno separado fosfatase
resistente.
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FIGURA 3. Atividades polinucleotídeo kinase (-.-.-) e fosfatase
acida pH (5,6) (- - O - - O - -) em extratos de microsporõci-
to na interfase premeiõtica (inter.) e varios estagios da
prõfase meiõtica (Lept.; leptõteno; zyg.; zigõteno; pach.; p~
quíteno). A analise padrão da kinase, as quantidades medidas
em moles de 1

32pI ortofosfato de 32pIATP separou acido- i~
solúvel pela transferência para os fragmentos de DNA termina
dos em 5'-hidroxila. A analise padrão da fosfatase, as quan-
tidades medidas em moles de p-nitrofenol liberado do p-nitro-
fenil fosfatase.
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FIGURA 4.(a) Perfil de sedimentação em gradiente de sucrose alc~
lina de DNA de T7 tratada com microsporócito endonuclease.

(b) Perfil de sedimentação de DNA tratado com endonucle~
se após tratada com extrato de microsporócito contendo ativid~
des da polinucleotídeo kinase e polinucleotídeo ligase. Na li
nha está a posição de sedimentação de DNA intacto em destaque.
Seta e determinado os quadrados media da distribuiçao do frag-
mento do T7 DNA. Coeficiente de sedimentação e calculado da
pos1çao da seta.
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FIGURA 5. Esquema proposto dos eventos metabólicos de DNA duran
te a fase de zigóteno e paquíteno em microsporocito de lírio.
Diagramas individuais representa uma curta região do DNA du
plex de uma simples cromatoide.
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FIGURA 6. Esquema proposto de recombinação resultando dos eventos
metabólicos do DNA durante o zigóteno e paquíteno. Diagrama i~
dividual representa outras regiões do duplex de DNA das croma -
tóides homólogas não irmãs. O evento do crossing-over no pr~
meiro diagrama ~a linha superior ê transposto no seguinte para
esclarecer. (Veja explanação no texto).


