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Relembrando conceitos...

Genoma — informagao genética de uma célula (cromossomo e plasmideos)

Estruturas contendo DNA que transportam fisicamente a

informacgdo hereditaria, contém os genes

Segmentos de DNA que
codificam produtos
funcionais




Cromossomo bacteriano

* Molécula de DNA dupla fita circular (maioria);

* Disperso no citoplasma (nucleoide);

* 1 cromossomo (maioria);
* Haploides — um uUnico conjunto de genes;
* Todas as informacdes essenciais para a sobrevivéncia da célula;

* 88% regioes codificadoras; 1% genes codificadores de rRNA e tRNA;
~10% regides regulatdrias (promotor, operador, origem em termino
da replicacdo);

Operon

* Genes organizados na forma de operon.
Controlregion Structuralgem ]
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Regulatory Promoter Operator
gene




E. coli

O DNA da E. coli, tem cerca de 4,6 milhdes de pares de
bases e possui cerca de 1 mm de comprimento — mil
vezes maior que toda a célula.

O cromossomo ocupa apenas cerca de 10% do volume
celular.

DNA é superenovelado!




Cromossomo bacteriano

* Operons:

* Agrupamento de genes estruturais localizados em sequéncia no cromossomo
bacteriano que sao regulados em conjunto.

* Aregidao reguladora é composta por um promotor e operador.

* Promotores sao sequéncias de nucleotideos que controlam a expressao (taxa
de transcricao) de um gene.

* Operadores sao sequéncias de nucleotideos que sinalizam para parar ou
prosseguir a transcricao.

Regido reguladora Genes estruturais
Gene repressor Promotor-Operador Gene da B-galactosidase Gene da permease Gene da transacetilase
1 P o lacZ lacY lacA
- — I i ] 1 -

éperon lac
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Plasmideos bacterianos

I %Plasmids di

Elemento genético além do cromossomo; SN o e /
» Moléculas de DNA dupla fita; Sl gt

Host

Circulares; ! genome

Menores que O0S Cromossomaos,

Replicam independentemente do cromossomo;

Podem estar presentes em muitas copias em uma Unica célula;

Bactérias Gram positivas e Gram negativas;

Carregam informacao genética ndao essencial a célula, mas podem conferir

uma vantagem adaptativa.




Plasmideos bacterianos

* Carreiam genes que exercem influéncia

no fendtipo da célula.

* Plasmideo de resisténcia — ameaca a
terapia antimicrobiana

Fungdes de
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replicagdo
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Tabela 11.1 Exemplos de fenétipos conferidos por

plasmideos em procariotos

Classe fenotipica Organismos”

Produgao de antibiéticos Streptomyces

Conjugagao Ampla gama de
bactérias

Funcées metabdlicas

Degradagéo de octano, canfora, naftaleno Pseudomonas

Degradagdo de herbicidas Alcaligenes

Formacgdo de acetona e butanol Clostridium

Utilizacao de lactose, sacarose, citrato ou Bactérias

ureia entéricas

Produgéo de pigmentos Erwinia, Sta-

phylococcus

Produgéo de vesicula de gés
Resisténcia
Resisténcia a antibidticos

Resisténcia a metais toxicos

Viruléncia

Produgao de tumores em plantas

Nodulagéo e fixagdo simbidtica de nitrogénio
Produgao e resisténcia a bacteriocina

Invasdo de célula animal

Coagulase, hemolisina, enterotoxina
Toxinas e cépsula
Enterotoxina, antigeno K

Halobacterium

Ampla gama de
bactérias

Ampla gama de
bactérias

Agrobacterium
Rhizobium

Ampla gama de
bactérias

Salmonella, Shi-
gella, yersinia
Staphylococcus
Bacillus anthracis
Eschéfichia




DNA mével: elementos transponiveis

 Segmentos distintos de DNA que movem-se como unidade; no

interior de outra molécula de DNA.

* Sempre inseridos em cromossomos, plasmideos ou genoma viral.

e S3o replicados quando a molécula de DNA do hospedeiro é replicada.

* Podem afetar a expressao de outros genes.

* Sequéncias de insercao (IS) e transposons.

DNA Transposon

(i/_‘_‘_x\\\\‘

|
End Gene for Another

sequence transposon gene
enzyme

Transposon 4.
enzyme -

Transposon is cut out
and inserted at
\ new location
Transposon

O/ B\

‘Disrupted gene




DNA movel: elementos transponiveis

* Transposicao:

Gene A

Gene 1 Gene 2

Gene 3

Transposonwnsposigéo/ Cromossomo

| = Gene 2 interrompido - -

Gene 1 :

Gene A

I Gene 3

Cromossomo

Pode afetar a expressao de genes.




Integrons

* S3o0 sistemas que conseguem capturar e
utilizer elementos genéticos moveis (cassetes

génicos).
* Os cassetes geralmente estao associados com Class 1 Integrons
resisténcia a antimicrobianos. Pc

* Fator de disseminacdo de resisténcia.

Sl

e Estrutura:

Attl

* Gene codificador de integrase (intl). Proteina da
familia das recombinases.

Pc
* Sitio de recombinagao (attl). ijG -D— Sull —

* Promotor constitutive (Pc).

* Para o cassete génico ser integrado tem que possuir
attC.




Fluxo da informacao genética

A informacao genética € utilizada dentro
da celula para produzir as proteinas
necessarias para a funcao celular.

A celula realiza metabolismo e cresce

Uma celula usa a informacao genetica contida
no DNA para fazer suas protefnas, incluindo as
enzimas. Esta informacao e transmitida para a
proxima geracao durante a divisao celular. O
DNA pode ser transferido para celulas de uma
mesma geracao, resultando em novas
combinacoes de genes.

Celula parental

Celulas-filhas

Recombinacao

A informacao genetica pode ser
transferida entre celulas da
mesma geracao.

Celula recombinante

A informacao genetica
pode ser transferida entre
geracoes de celulas.

Conceito-chave

0 DNA é o projeto para as

proteinas celulares, sendo obtido de
uma célula parental ou de outra célula



Variabilidade genética e sua origem em bactérias




Variabilidade Genética

Processo vertical
Ocorre durante

_ . e replicacdo
Mutacao: alteracao na sequéncia de

bases do DNA sem aquisicao de genes de
outro microrganismo.

Cromaossomo

Recombinacao genética: alteracao no
genotipo que ocorre pela aquisicao de
material genético de outro Processo
microrganismo. horizontal

Ocorre durante
transformacao,
transducao e
conjugacao




Mutacoes

* DNA é estavel e a replicacao é precisa. Mesmo assim mudancas e
erros acontecem.

* Mutacoes: Alteracao herdada da informacao genética.

* Fonte de variacao genética, matéria-prima para evolucao.
* Baixos niveis de “erros” sao toleraveis.

Genetic Mutation Causes Drug Resistance

Non-resistant Bacteria Some mutations Drug resistant
bacteria multiply by make the bacterium bacteria multiply
exist the billions drug resistant and thrive.

A few of these In the presence of drugs,
bacteria will anly drug resistant
bacleéria surive.
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Termos

* Linhagem Selvagem

E a linhagem de referéncia para um conjunto de experimentos.
Corresponde sempre a uma linhagem conhecida e mantida em
laboratério

* Mutante

Linhagem geneticamente diferente da selvagem mas cuja origem
pode ser tracada até uma linhagem de referéncia

* Marcadores

Um ou mais genes cujas mutacoes podem ser monitoradas por
gerarem fenotipos identificaveis



Natural Selection
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Vocabulario de genética bacteriana

Nomenclatura das mutag¢des / mutantes

Tipo de informag¢ao Exemplo Categoria Definicao
Selvagem wt selvagem referéncia

His* selvagem Posso sintetizar minha proépria histidina
His- auxotréofico  Tenho que comer histidina pra viver
Lac+ selvagem Posso comer lactose

Fenotipicas Lac- N3ao posso usar lactose como fonte de

carbono
StpR
Stp®
o AhisC1 auxotrofico  His- porque o gene hisC1 ndo funciona

Genotipicas . o . _ . _

AhisC2 auxotrofico His- porque o gene hisC2 nao funciona




Isolamento de Mutantes

Mutante Selecionavel Mutante N3o -Selecionavel

Poter T Prrcia

Fungos: pigmentacao verde,
amarela ou branca

Colonias resisténtes a um antibidtico



Processo de Varredura de Auxotroficos Nutricionais

Plagueamento em Réplica

Master plate; growth
on complete medium

Transfer imprint

Press plate onto of colonies to e

' | velveteen fresh media / —
Velveteen; [ =) w—
sterilized ST TN W Y e N e A N
Eh e Velveteen = C oSt e N
Plastic = with imprint - Complete medium All colonies grow

: i * ofall
A1 A L i
1 —— Wooden | { colonies

Minimal medium Mutants do not grow




Processo de Varredura de Auxotroficos Nutricionais

A selecao por antibioticos permite a identificacao de

A penicilina mata
somentes as células em
crescimento ativo
(divisao celular)

As mutantes, por
precisarem da adicao de
um certo nutriente no
meio, o qual sao
incapazes de sintetizar,
nao irdo se dividir

Células selvagens + mutantes Mutantes
Meio sem o aa + penicilina : Meio com o aa

auxotroficos

Células selvagens sao mortas

'_-l-..'ll;

Somente as células que
nao se dividiram no
meio com penicilina
sobreviveram ao
tratamento



Classes Comuns de Mutantes

Table 10.1 Kinds of mutants

Phenotype Nature of change Detection of mutant
Auxotroph Loss of enzyme in biosynthetic pathway Inability to grow on medium lacking the nutrient
Temperature-sensitive Alteration of an essential protein so it is more heat-sensitive Inability to grow at a high temperature (for example, 40°C)

Cold-sensitive

Drug-resistant

Bough colony

MNonencapsulated
Nonmotile

Figmentless

Sugar fermentation

Virus-resistant

Alteration of an essential protein so it is inactivated at low
temperature

Detoxification of drug or alteration of drug target or permeability
to drug

Loss or change in lipopolysaccharide layer

Loss or modification of surface capsule
Loss of flagella or nonfunctional flagella

Loss of enzyme in biosynthetic pathway leading to loss of one
or more pigments

Loss of enzyme in degradative pathway

Loss of virus receptor

that normally supports growth

Inability to grow at a low temperature (for example, 20°C) that
normally supports growth

Growth on medium containing a normally inhibitory
concentration of the drug

Granular, irregular colonies instead of smooth, glistening
colonies

Small, rough colonies instead of larger, smooth colonies
Compact instead of flat, spreading colonies

Presence of different color or lack of color

Lack of color change on agar containing sugar and a pH
indicator

Growth in presence of large amounts of virus



Tipos de mutacoes

Mutacoes espontaneas Pa
[FEESRSREE, s

Mutacoes induzidas

agentes mutagénicos




Mutacoes de uma unica base

Troca de bases dentro de um
codon, ou seja, preservando a
fase de leitura

Tipo de Substituicao

1. Transicao
e Purina—Purina (A ou G)
* Pirimidina — Pirimidina (Cou T)

2. Transversao
* Purina — Pirimidina
* Pirimidina - Purina

Tipos de mutagoes

5.
DNA e }. 5

Normal DNA
replication

MUTATION

/|
oW W m, ~
L.

I Transcription

5 UAC / mRBNA

UAG
Asparagine Stop Tyrosine Tyrosine
codon codon codon codon
l l l l Translation
Faulty Incomplete MNormal Mormal .
protein protein protein protein Protein

Sentido
Trocado

Sem Sentido Silenciosa Selvagem



e Substituicao:

* Tipos:

g -
Transitions

Original DNA sequence

(a) Base substitution

——
One codor:L changed

JL
A base substitution
alters a single codon.

Possible
base changes

CO—CO

Purine Purine

O—0Q =

P'yrlmldlne Pyrimidine

A—G
GC—A

g .
Transversions

CO—0O

Purine Pyrimidine
O—-G:j
Pyrimidine Purine

A——C
A——T
G——C

G—T

C——A
C——G
T—A

T—G




Insercao ou Delecao de Uma ou mais bases

DNA mRNA Reading
frame

| —  GUGCCOUGUD.  +

Transcription

off of light
green strands _IG,f’}g[E‘rli
s GUG CCU GUU 0
Normal
protein




Insercoes e delecgoes :

Original DNA sequence (b) Insertion (c) Deletion
™y T ™ N
) M
| T] I I
\—Y_..i \._Y—/
. A\ J\ 1 J

)
An insertion or a deletion alters the reading
frame and may change many codans.

Alteracao na matriz de leitura

* |nsercao e delecao multiplos de 3 nao afetam a matriz.

T TT T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T wild type
GUCAUGUUUAGCUCAAUCAGGAAGUGU
Wal ket Phe oBr aer e B f_] L E,"S [ E,l' 5
.~ added nucleotide
mutant

Ll
CAG




Mutagénese

Agentes mutagénicos

Table 9.3 : Different types of chemical mutagens

Class of Chemical Chemical Mutagens
Acndines Ethylencimine (EI)
Mustard Nitrogen mustard

Sulphur mustard
Nitrosamines Diethylmtrosamine (DMN)

Diethylsulphonate (DES)
Nitrosomethylurea (NMU)

Epoxide Ethyleneoxide (EO)
Diepoxybutane (DEB)
Alkyl sulphonates Diethylsulphonate (DES)

Methylmethanesulphonate (MMS)

Ethylmethanesulphonate (EMS)
Others Nitrous acid

Maleic hydrazide

Hydroxylamine




Radiation

UV Radiation
Both natural sunlight

X-Rays
Medical, dental,

/

and tanning beds P 7 airport security screening
/ X ¢ 5 'f:‘%
- W
y A
s = =0
-
Chemicals

Cigarette Smoke

Contains dozens of
mutagenic chemicals

] {ﬁ% \ Benzoyl Peroxide

Common ingredient
in acne products

Nitrate & Nitrate  Barbecuing
Preservatives Creates mutagenic

In hot dogs and chemicals in foods
other processed meats

Infectious Agents

Human Papillomavirus
(HPV)

Sexually transmitted virus

Helicobacter pylori
Bacteria spread through
contaminated food



Teste de Ames

possible
mutagen a high number of
revertants (his- to his+)
suggests the mutagen
rat liver causes mutations
extract plate incubate
1 . L feme ==
media with
minimal histidine
plate incubate
Salmonella strain > -

(requires histidine)

control plate
(natural revertants)



Qual outro mecanismo de surgimento de variabilidade genética???



Recombinacao Genética

* Troca de genes entre moléculas de DNA para formar uma nova
combinacao de genes no cromossomo (plasmideos).

* Assim como as mutacoes, contribui para o aumento da diversidade
genética. Fonte de variacdes para evolucao.

* Recombinacao pode ser mais benéfica do que mutacdes.

* Menor probabilidade de alteracdoes negativa nos genes.

 Combinacao de genes que permite ao organismo uma caracteristica
adaptativa.



Recombinacao Genética

Incorporacgao
" de DNA livre,
Transformacao geralmente
decorrente
de lise
celular

Transferéncia
de DNA de uma
bactéria para
outra que
envolve o
contato entre as
duas células

Conjugacao

Transferéncia

Tl’anSdugﬁo de material
genético

mediada por

bacteriofago




A Simplified Version of Homologous Recombination

Donor

DNA Endonuclease nicks one strand of donor DNA,
l neeona - is displaced (eg helicase), & ss binding protein
Nic'(/ Donor binds. RecBCD hasboth endonuclease & helicase activities
0= Binding of 3 2 .
RER A ssepotein— Strand invasion: RecA (error-prone repair)

G oner binds to ss DNA to form a complex &
= Peciplent subsequently displaces the complimentary
sranaimasion S€quence of the other strand to form a

Bk heteroduplex (Holliday junction)
__{K\é Holliday junctions are energised by several
l peveiopmentof - proteins & can migrate along the DNA until
mennee “resolved” by resolvase — cut & rejon the 24 &
previously unbroken strand
ey / \.ﬁﬂ‘.‘;’;’" Two types of products of resolvase which differ
in conformation can exist in E. coli — patch or
— e splice
Patches Splices

Copyright © 2009 Pearson Education Inc., publishing as Pearson Benjamin Cummings



Detecting Genetic Recombination in

Mutant
strain \. .

arg* trp” ’::
Mutant
strain
arg trp
No
colonies

(control)

Bacteria

Mixture

Mixture

Colonies
grew

D
\ 1
v.
/

Mutant
:.'.-/ strain

XAt arg trp*
Mutant
| strain
Carg trp’
No
colonies
(control)



Transferéncia Horizontal em Procariotos

1.Transformacao 2.Transducao 3. Conjugacao

Virus injection;
chromosome O O

Plasmid-containing Donor cell with
donor cell integrated plasmid
Lysis of disruption
donor cell;
DMNA released

o

~ Conjugation: Reciplant Conjugation:
- Plasmid . cells Chromosome
b transfer F transfer Hfy

Donor
DMA-
containing
viruses




Transformacao

Experimento de Griffith com Streptococcus pneumoniae

o9 - B

@@Q& e

Live S calls Heat-killed S cells Live FI cells Live R cells + Live S cells
heat-kKilled 5 cells

CeIuIas Lisas com Capsula CeIuIas rugosas sem Capsula

1920 : Primeira evidéncia de transformacao Frederick Griffith

Preparou o palco para a descoberta do DNA

1940: Oswald T. Avery mostrou que o agente transformante era o
DNA

1953: James Watson e Francis Crick — Estrutura do DNA



Competéncia de transformacao

Table 1. Numbers of transformants and transformation
frequencies obtained from glass bead transformation of

Gram-positive bacteria with pGE12

Gram-positive Number of Transformation
hacteria transformanats frequency
(x 107 (per pg of pGK12)
E. faecalis 38,50, 44 46,52 4.60x% 10°
L. casei 4.3, 4.0, 48, 50,46 4.54 x 10°
L. lactis 6.9,6.3,7.1,67,6.1 6.62x 107
L. dextranicum 5.8.6.1,4.8, 57,50 548 x 10°
L. innocua 5.1.4.7.45. 5.3, 40 472 % 10°
S, aureus 3.3, 38,42, 30,35 356 % 10°
S. pneumoniae 36,48 43 32,45 4,08 x 107

* obtained from 5 separate experiments

As bactérias podem ter sua eficiéncia de transformacao aumentada por estresse



Bacterial
chromosome Transforming DNA
from donor cell

sz | FANSTOrMacao

Competence-specific,
single-strand DNA-
binding protein

Recipient cell

@ l
Binding DNA | Nuclease
\\:ﬁ\i o ~
Zaa o\ Em geral sao pequenos
' Fragmentos de DNA
* Internalizar dsDNA ou ssDNA

RecA protein
(b)

* Protege o DNA de ser degradado

(c) RecA-mediated

homologous recombination

Transformed
recipient cell




Transducao

donor
bacterial DNA

ﬁ\ recipient bacterium's
c

hromosome




Transducao

1. Transducao Generalizada

1. Transducao Especifica



Ciclo Litico e Via Lisogénico
Temperate virus 7“' Host DNA / {:: Nz pb

Viral DNA e ———
Attachment l, Lambda genome
Cell (host) Cyclizes at Dentro da
cos cohesiveends | _ ,
célula
L ]
o = hospedeir
Lytic pathway Lysogenic pathway
it Host genes near
Viral DNA attachment site
replicates l, /
gal hio moa
o
D) O p
Coat proteins Viral DNA . .
synthesized; is integrated - Auxilio da integrase
virus particles into host DNA de | bd
assembled € lampbda
Ly*s:o-gmlzed cell

Site-specific nuclease

T
Fn:ph creates staggered ends
=t l, of phage and host DNA

Cell gal bio moa
division T —
Integration of lambda
l, DNA and closing of
gaps by DNA ligase

#} f!‘ gal cos bio moa
o ——-




~ . As enzimas envolvidas no

Tl"a nSd Ut;aO Generallzada empacotamento do DNA viral
empacotam erroneamente o
DNA hospedeiro

Lytic cycle

_ Phage Phage DNA

o Normal lytic
events / ;‘DS‘ DNA
Donor — : —- ' —
cell
Transduction Recipient infected Transducing
by transducing Homologous Transduced particle (contains
recombination recipient cell donor cell DNA)

Qﬂ - particle

Co)-CO)

Particulas defeituosas— ndao promovem
infecgao viral

A parcela dos virus que sao particulas transfectoras carregam um fragmento do DNA gendmico



Transducao Especifica

Host
chromosome Detached
_ DNA
Lysogenized replicates
Galactose cell
genes of Phage DNA
host DNA
Induction \Estresse, etc.,
regulado pelo
hospedeiro
Phage replication
Normal event: Rare event: is completed.
Cell lyses
‘ 2 S
Phage DNA A portion of '
circularizes host DNA is y "M ad |
and detaches exchanged for Normal d ﬂ
from host DNA phage DNA @’ phage Defective phage

that can transduce

galactose genes
@ (b)
DNA viral suficiente para
qgue forme o capsideo,

Gene de galactose Parte do DNA viral fica lise e lisogenia



Conjugacao

Sex pilus 1 pm



Plasmideo F

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

1S3 replicacao
Genes envolvidos na |/ Tn7000
formacao do par conjugante 7
99.2kbp/0

Os plasmideos podem
carregar genes para versées
ligeiramente diferentes do pili

IS3

IS2

F plasmid 25 kbp

Sequéncias de insercao

/ \ / Permitem a recombinacéo
oriT / com sequéncias similares
Origem de 50 kbp no genoma da célula
A hospedeira, gerando
transferéncia diferentes linhagens Hfr

onV



Transferéncia do DNA Plasmidial por Conjugacao

* Processo que leva 5min (plasmideo de 100 kp)
* Consegue se dissiminar rapidamente: agente infeccioso

Repllcagao por circulo rolante

) Mecanismo utilizado por alguns virus
Bacterial F plasmid P 2

= . “

Synthesis of complementary strand
F* cell Pilus retracts F-cell begins in recipient cell

(recipient)

Cell pairs stabilized / \ Completion of DNA transfer
F plasmid nicked in one strand and synthesis. Cells separate
F* cell F* cell

Tral

Helicase e Célula F* pode perder o

nuclease plasmideo quando este
Nnao € mais necessario

F plasmid simultaneously replicated in F* cell

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



Processo de integracao do plasmideo F (Hfr)

Mobilizacao Cromossomal: Recombinacao Sitio especifica

C ) —F plasmid

Remmbma’[mn

pro !y lac
e W —— Chromosome
53
pro 53 rep onl ffa IS3 lac



Transferéncia de genes cromossomais por
uma linhagem Hfr

Transfer to F~ recipient

rep

F plasmid — Iac

Chromosome

agal

trp

his



Transferéncia de alguns genes cromossomais por
conjugacao

Chromosome Inltegrgctjed F ¢ Hfr Alta freq UénC|a de
asmi . ~
,L_IA ,_\ recombinacao
.-'f \\‘l‘ i I,l.-'f I . ] ) .
Hfr cell | —= F-cell
(Gonon ( O ) C O )__.-[mcﬁint} * Plasmidio F esta integrado

F plasmid nicked in one strand ¢ TranSferir grandes
guantidades de genes

e Receptora nao é Hfr: apenas

-
"

Transfer of F followed by uma parte dO p|asmidi0 F é
chromosomal DNA tranSferida
I;’!Wgﬁ

Synthesis of second strand in
recipient

o \ # N\ Tem gue ser integrado no cromossomo
Hir cell I,._._,' \O j F-cell da célula




Formacao de biterentes Linnagens
Hfr

e Diferentes linhagens Hfr:
llustrado 4 linhagens
diferentes

* Diferentes sitios de insercao

* Direcao de insercao pode
@ ser diferente — transferéncia
CDE XYZAB de genes é diferente

Gene C donated first;
) clockwise order

ONM

Gene L donated first;
) counterclockwise order

vwW
Z Gene X donated first;

) clockwise order

JIH

) Gene G donated first;
counterclockwise order




w T LOVE IT!

Pacteria give the
most thoughttul gifts.

Beatrice the Bs'c\tgiﬂ'
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