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Topicos

* Origens da diversidade genética
— Mutacao
— Tranferéncia lateral de genes

 Transformacao
e Transducao
* Conjugacao



Composicao dos acidos nucléicos
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1500 bases perto da origem de replicagdo
Cromossomo de Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655

AGCTTTTCATTCTGACTGCAACGGGCAATATGTCTCTGTGTGGATTAAAAAAAGAGTGTCT
GATAGCAGCTTCTGAACTGGTTACCTGCCGTGAGTAAATTAAAATTTTATTGACTTAGGTC
ACTAAATACTTTAACCAATATAGGCATAGCGCACAGACAGATAAAAATTACAGAGTACACA
ACATCCATGAAACGCATTAGCACCACCATTACCACCACCATCACCATTACCACAGGTAACG
GTGCGGGCTGACGCGTACAGGAAACACAGAAAAAAGCCCGCACCTGACAGTGCGGGCTTTT
TTTTTCGACCAAAGGTAACGAGGTAACAACCATGCGAGTGTTGAAGTTCGGCGGTACATCA
GTGGCAAATGCAGAACGTTTTCTGCGTGTTGCCGATATTCTGGAAAGCAATGCCAGGCAGG
GGCAGGTGGCCACCGTCCTCTCTGCCCCCGCCAAAATCACCAACCACCTGGTGGCGATGAT
TGAAAAAACCATTAGCGGCCAGGATGCTTTACCCAATATCAGCGATGCCGAACGTATTTTT
GCCGAACTTTTGACGGGACTCGCCGCCGCCCAGCCGGGGTTCCCGCTGGCGCAATTGAAAA
CTTTCGTCGATCAGGAATTTGCCCAAATAAAACATGTCCTGCATGGCATTAGTTTGTTGGG
GCAGTGCCCGGATAGCATCAACGCTGCGCTGATTTGCCGTGGCGAGAAAATGTCGATCGCC
ATTATGGCCGGCGTATTAGAAGCGCGCGGTCACAACGTTACTGTTATCGATCCGGTCGAAA
AACTGCTGGCAGTGGGGCATTACCTCGAATCTACCGTCGATATTGCTGAGTCCACCCGCCG
TATTGCGGCAAGCCGCATTCCGGCTGATCACATGGTGCTGATGGCAGGTTTCACCGCCGGT
AATGAAAAAGGCGAACTGGTGGTGCTTGGACGCAACGGTTCCGACTACTCTGCTGCGGTGC
TGGCTGCCTGTTTACGCGCCGATTGTTGCGAGATTTGGACGGACGTTGACGGGGTCTATAC
CTGCGACCCGCGTCAGGTGCCCGATGCGAGGTTGTTGAAGTCGATGTCCTACCAGGAAGCG
ATGGAGCTTTCCTACTTCGGCGCTAAAGTTCTTCACCCCCGCACCATTACCCCCATCGCCC
AGTTCCAGATCCCTTGCCTGATTAAAAATACCGGAAATCCTCAAGCACCAGGTACGCTCAT
TGGTGCCAGCCGTGATGAAGACGAATTACCGGTCAAGGGCATTTCCAATCTGAATAACATG
GCAATGTTCAGCGTTTCTGGTCCGGGGATGAAAGGGATGGTCGGCATGGCGGCGCGCGTCT
TTGCAGCGATGTCACGCGCCCGTATTTCCGTGGTGCTGATTACGCAATCATCTTCCGAATA
CAGCATCAGTTTCTGCGTTCCACAAAGCGACTGTGTGCGAGCTGAACGGGCAATGCAGGAA
GAGTTCTACCTGGAACTGAAAGAAGGCTTACTGGAGCCGCTGGCAGTGACGGAACGGCTGG
CCATTATCTCGGTGGTAGGTGATGGTATGCGCACCTTGCGTGGGATCTCGGCGAAATTCTT
TGCCGCACTGGCCCGCGCCAATATCAACATTGTCGCCATTGCTCAGGGATCTTCTGAACGC
TCAATCTCTGTCGTGGTAAATAACGATGATGCGACCACTGGCGTGCGCGTTACTCATCAGA
TGCTGTTCAATACCGATCAGGTTATCGAAGTGTTTGTGATTGGCGTCGGTGGCGTTGGCGG
TGCGCTGCTGGAGCAACTGAAGCGTCAGCAAAGCTGGCTGAAGAATAAACATATCGACTTA
CGTGTCTGCGGTGTTGCCAACTCGAAGGCTCTGCTCACCAATGTACATGGCCTTAATCTGG
AAAACTGGCAGGAAGAACTGGCGCAAGCCAAAGAGCCGTTTAATCTCGGGCGC




Genoma: tipos de moléculas

Organismo Elemento |Acido nucléico Descrigao

Procarioto Cromosomo | DNA dupla fita A maioria é circular, muito longo
Eucarioto Cromosomo | DNA dupla fita Maioria linear, extremamente longo
Todos Plasmideo® [DNA dupla fita Relativamente curto, linear ou circular
Mitocondria ou cloroplasto | Genoma DNA dupla fita Pequeno ou médio, geralmente circular
Virus Genoma DNA ou RNA, fita dupla ou simples [Relativamente curto, circular ou linear

* ’ ~ . .
Plasmideos sdo muito raros em eucariotos

Cromossomos
- Codificam genes essenciais para o organismo
- Codificam os genes necessarios para replicacao e segregacao

Plasmideos

- Usam as polimerases do cromosomo
- Controlam seu numero na célula

- Codificam genes para segregacao

Nucleoid

Plasmids




Gene Map of the Mycoplasma pneumoniae Genome
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Mutacao

Definicao

Mutacdao é uma alteragao na
sequéncia de bases de um gene que
nao altera a composicao quimica do
DNA e que, pelo menos em principio,
ser transmitida aos descendentes
(hereditaria).

Difere dos danos no DNA, que por
impedirem a replicacao, nao podem
ser transmitidos

Muitas das mutacdes, porém,
surgem a partir do reparo de danos
no DNA corrigidos por mecanismos
de reparo propensos a erro

Pyrimidine bases Purine bases
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Cytosine  Thymine Uracil Adenine Guanine
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Transi¢cao

Purina — Purina Pirimidina — Pirimidina

A= G C>T
G=2A T=>C
Transversao

Purina — Pirimidina Pirimidina - Purina

A>T T=>A
A=>C T=2>G
G=>T C=2>A
G=2>C C=2>G

Mutacdes pontuais correspondem a troca de uma unica base no genoma

Sao também conhecidas como polimorfirmos de um uUnico nucleotideo (SNPs)




Mutagénese e Danos no DNA

 Mutacoes
espontaneas

— Causadas por erros
durante a replicacao

~
¥
o
+
-

— Muito raras
~ ° ° single-strand damagedhess double-strand intra-strand
 Mutagoes induzidas -
— Provocadas por /ﬂ f ) %
agentes quimicos ou L w |
fisicos externos a
celula A replicacao nao pode continuar na presenca
— Muito frequéntes de erros: a solucao é o reparo de DNA

guando ha exposicao
ao agente mutagénico



Agentes quimicos mutagénicos

Analogos de bases

5-Bromouracil Incorporada como timina; par com guanina (G) AT => GC, as vezes GC => AT

2-Aminopurine  Incorporada como adenina, par com citosina (C) AT => GC, as vezes GC => AT

Compostos que reagem com o DNA

Acido nitroso (HNO2) Deamina adenina e citosina AT =>GCe GC=>AT

Hydroxylamine (NH20H) Reage com citosinas GC=>AT

Agentes alquilantes

Monofunctional: Adiciona grupos metil a guanina; GC=>AT
etil-metanosulfonato pareamento com timina

Bifunctionais: mitomicina, Liga¢des cruzadas entre as fitas do DNA;  Mutac¢des de ponto e
nitrosoguanidina regido danificada removida pela DNase delegdes

Corantes intercalantes

Acridinas, brometo de etideo Inserem-se entre dois pares de bases  Microinser¢des ou microdelegdes

Radiagao

Ultravioleta Dimeros de pirimidinas Reparo com erro ou delegao

Radiacdo ionizante (raios-X) Dimeros de pirimidinas Reparo com erro ou delegao
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Sintese de Proteinas: traducao

Traducao — sintese protéica

Transcriptionl
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.

Direction of ribosome movement on mRNA



Tipos de mutacoes

O efeito das mutacdes sobre regides codificantes sera determinado pela
fase de leitura e pela estrutura do cdédigo genético

Second Position
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Tirosina Tipos de Mutacdes Pontuais
5...TAC:- - - Efeito em sequéncias codificantes

DNA e

Normal DNA
replication

[ \ '\
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MUTATION

l Transcrlptlon

5 UAC / mRNA

Asparagina Coddon de Tirosina Tirosina
parada
l l l l Translation
Sentido

Sem Sentido  Silenciosa  Selvagem
Trocado



Insercao ou Delecao de Uma base

mRNA Reading
frame

| m— . GUGCCCUGHD.  +1

Transcription
off of light
green strands Codons

Normal

protein




DNA: replicacdo Recombinacao homologa
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Transferéncia Horizontal de DNA

Transformacao Transducao* Conjugacao
F+ Plasmid-containing Hfr Donor cell with
donor cell integrated plasmid
{ Virus injection; O o
chromosome

Lysis of ? disruption y

donor cell;

DNA released

O %

. . Recipient . .
Conjugation: o Conjugation:
Plasmid Chromosome
transfer transfer

* mediado por plasmideos
Donor

DNA- * Exige contato célula-célula

containi .
viruses * Depende de pilus

Donor DNA

DNA livre Mediado por virus * transdugdo = transfecgdo




Bacterial
chromosome Transforming DNA
from donor cell

DNA-binding protein

single-strand DNA-
binding protein

Recipient cell

@
Binding DNA | Nuclease

\\’I |
k&

’
Free nucleotides

RecA protein

() RecA-mediated
homologous recombination

Transformed
recipient cell

Competence-specific,

Transformacao

* Em geral, sdo transferidos fragmentos de
DNA pequenos

* Proteinas especializadas protegem o
DNA da degradacao intracelular

* Recombinacdo necessaria para heranca
do DNA capturado

¢ Competence d Competence
Neisseria gonorrhoeae Bacillus subtilis




Competéncia na Transformacao

e Bactérias naturalmente transformaveis sao chamadas
competentes. Exemplos:

— Bacillus: 20% das células se tornam competentes e
permanecem por por horas

— Streptococcus durante o ciclo de crescimento 100% ficam
competentes — periodo curto de tempo

e (Células nao compenetes

— Tratamentos fisicos e quimicos permitem induzir a
permeabilidade da parede celular

— Cloreto de Calcio
— Eletroporacao: aplicacao de pulsos elétricos curtos de alta

voltagem



Temperate virus 71' Host DNA
Viral DNA

Attachment

@ | “oween Transducao

Lytic pathway Lysogenic pathway

Viral DNA

replicates

(] V 4P
N Ciclo litico
) & .

Coat proteins Viral DNA . . AL

synthesized; is integrated V re I ISO g enica

virus particles into host DNA

assembled

Lysogemzed cell

Cell
division




Transducao Generalizada

Uma pequena parcela das particulas serdao transdutoras, ou seja, carregarao um fragmento
do DNA gendmico ao invés de uma copia do virus!

Phage

Phage DNA
Normal lytic
events / HOstDNA
" "

L—

Transduction

Recipient
cell

Recipient infected
by transducing Homologous
particle

recombination

Transduced
recipient cell




Transducao Especifica

Host

chromosome

Lysogenized Gene de galactose
Galactose cell
genes of Phage DNA

Detached
host DNA DNA

Induction A— replicates

[
0.0 a0
Normal event: Rare event: o oPO
Q Phage replication
Cell lyses

Phage DNA A portion of
circularizes host DNA is
and detaches exchanged for
from host DNA phage DNA

2 | _Nomal
L g
that can transduce
galactose genes
(@ (b)

: . Particula viral deficiente mas
Parte do DNA viral fica capaz de transferir o DNA



Conjugacao

Conjugacao: Transferéncia genética entre duas células que envolve contato
Envolve: célula doadora e receptora

Mecanismo de transferéncia pode exibir diferencas dependendo do
plasmideo envolvido

A maioria das bactérias Gram-negativas usam um mecanismo semelhante
ao do plasmideo F

Normalmente, o plasmideo é replicado por polimerases celulares e
segregado por proteinas proprias

Pode também ser integrado no cromossomo da célula hospedeira por
intermédio de sequéncias de insercao (IS)



Plasmideo F

Genes envolvidos na
transferéncia do plasmidio,
como proteinas envolvidas na
biossintese do pili F

| 7 Tn1000
/

\l IS3  replicacao

Genes envolvidos na

formacao do par conjugante tra 99.2kbp/0
_ IS3
Diferentes plasmideos podem
codificar proteinas diferentes IS2
que vao ter o pili ligeiramente
diferente F plasmid 25 kbp
J <
/
oriT IS \V
. o 50 kbp < Recpmbinar com §equéncias _
Ongem de transferéncia equivalentes na célula hospedeira

. gerando diferentes linhagens Hfr
oriV



Transferéncia do DNA Plasmidial por Conjugacao

* Processo que leva 5min (plasmideo de 100 kbp)
* O Plasmideo consegue se dissiminar rapidamente na populacao e é,

portanto, um agente infeccioso
Replicagéo por circulo rolante

Mecanismo utilizado por alguns virus

Bacterial F plasmid

chromosome .
F* cell ; F~cell Synthesis of complementary strand
(donor) PIUS Fetracts (recipient) begins in recipient cell

l Cell pairs stabilized. / \ Completion of DNA transfer
F plasmid nicked in one strand and synthesis. Cells separate
Tral
Helicase e
nuclease

l Transfer of one strand from F* cell to F~ cell.

F plasmid simultaneously replicated in F* cell

Nota: a célula receptora pode perder o plasmideo




Processo de integracao do plasmideo F (Hfr)
Recombinacao Sitio especifica

onT V
on~r 9
pro
leu
——F plasmid thr

\Inserted \‘ —

F plasmid — lac

gal

arg
Recombma'uon tp
/\ his
pro !\ lac
 ee—— E— ——Chromosome
1S3
pro IS3 rep onT fa IS3 lac



Transferéncia de alguns genes cromossomais por
conjugacao

Chromosome Integrated F e Hfr: Alta frequéncia de

plasmid ] .
—\_ W recombinagao
) =L (O Feel « plasmidio estd integrado

Hfr cell | |
(donor) (recipient)

F pl:asmid nicked in -one strand * Tra nSferir gra ndeS
guantidades de genes

* Receptora nao sera Hfr:
apenas uma parte do
plasmidio é transferida

Transfer of F followed by
chromosomal DNA

Synthesis of second strand in O fragmento transferido é
recipient . ;

integrado na célula aceptora por
recombinacao da parte homoéloga
(verde)




Origens da diversidade genética em bactérias

— Resisténcia cromossomal

* Mutagdes cromossomicas

— Resisténcia extra-cromossomal

* Transferéncia lateral

Plasmid

transfer
Homologous Point
e ———
*101 102 1073 10 10 106 10-7 108

High frequency Low frequency
Low diversity High diversity

* As frequency per cell per generation



Vocabulario de genética bacteriana

. Selvagem Linhagem de referéncia, isolada e mantida em laboratério
Linhagem — )
Mutante Fenodtipo diferente do selvagem parental
Um ou mais genes que carregam mutagdes que podem ser
Marcadores : 8 q . g, : 160es que p
monitoradas por produzir fendtipos distintos do selvagem

Nomenclatura das mutagoes / mutantes

Tipo de alteracao Exemplo Categoria Definicao
Selvagem wt selvagem referéncia
His* selvagem Posso fazer minha prépria histidina
o His- auxotrofico Tenho que comer histidina pra viver
Fenotipicas
Lac+ selvagem Posso comer lactose
Lac- Nao como lactose
o AhisC1 auxotrofico His- porque o gene hisC1 nao funciona
Genotipicas . - ' . . _
AhisC2 auxotrofico His- porque o gene hisC2 nao funciona




Isolamento de Mutantes

Mutante Selecionavel

- ~

.,'-_ . ’ g oy ':_
" o, Wy X ,:ﬁ‘:ﬁ%

L - S

Disco central com antibiotico

MutagoOes selecionaveis

Mutacdes com efeito direto na capacidade de
sobrevivéncia do organismo nas condi¢des testadas
Exemplos: resisténcia a antibidticos, ganho/perda da
capacidade de sintetizar metabdlitos e nutrientes
Organismos nado-resistentes podem ser selecionado por
meio com antibidtico

Mutante N3ao-Selecionavel
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T Rrenia
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SRl dedd

Aspergillus nidulans: pigmentacao

Mutag¢oes nao-selecionaveis

* Produzem efeito fenotipico de facil
observacao mas sem valor para a sobrevida
do organismo

* Isolamento so pode ser feito pela
observacgao visual



Referéncias

* Microbiologia (Tortora, 11a. Edicao)
— Capitulo 8: Genética microbiana

* Microbiologia de Brock (12a. Edicao)
— Capitulo 6: Biologia Molecular de Bacteérias
— Unidade 10: Genética de bactérias e arqueas



Perguntas

O que sao ORFs (fases abertas de leitura)?
O que sao operons?
O que é genoma?

A sintese de nucleotideos ocorre sempre em um
unico sentido, seja sintese de DNA ou RNA. Que
sentido é esse? Mostre as posicoes no anel da
ribose.



Perguntas

* Vocé tem Hfr, His* e Lac* e uma célula F resistente a
canamicina. Qual fenotipo vocé espera observar para a

célula conjugada? A célula F se transforma em F* e
Hfr?

 Mutacao de sentido trocado pode causar que
problemas para a célula?

* Uma célula F* com resisténcia aos antibiéticos Amp,
Str e Gen, torna a célula receptora resistente a quais
antibioticos? O processo de conjugacao pode ser um
problema para a saude publica, em qual aspecto?



Perguntas

* Na transducao especializada, a célula
receptora pode em alguns casos replicar o
DNA da célula doadora? E no caso da

transducao generalizada?

* O que é competéncia no processo de
transformacao?



Os resultados abaixo foram obtidos a partir de dois experimentos de transferéncia

MC + Antib. A MC + Antib. B MC + Antib. A + Antib. B

de resisténcia a antibidticos por conjugacao:
I ) MC
MC + Antib. A MC + Antib. B MC + Antib. A + Antib. B

a. Em qual dos experimentos a conjugacao bacteriana ocorreu com sucesso? ldentifique a
célula doadora e a receptora. Justifique suas respostas.

b. Quais caracteristicas a célula Receptora, doadora e conjugada possuem: A" B" e Lac*



