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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 sao muito raros em eucariotos

Cromossomos
Codificam genes essenciais para o organismo
Codificam os genes necessarios para replicacdo e segregacao

Plasmideos

Usam as polimerases do cromosomo

Controlam seu numero na célula
Codificam genes para segregacao

Cromossomo

Plasmideos




Cromossomos de procariotos

>gi|49175990 | ref[NC_000913.2]| Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655,
complete genome
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
AAAACTGGCAGGAAGAACTGGCGCAAGCCAAAGAGCCGTTTAATCTCGGGCGCTTAATTCG
CCTCGTGA...
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Topicos

* Origens da diversidade genética
— Mutacao
* Mecanismos
* |solamento
— Recombinacao e transposicao
— Tranferéncia lateral de genes
* Transformacao

* Transducao
* Conjugacao



Mutacao

Definicao
Mutacao é uma alteracao 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 durante o reparo de
danos no DNA, em particular quando sao ativados os
mecanismos de reparo propensos a erro



Mutagénese

* Espontaneas
— Causadas por erros do sistema de replicacao
— Muito raras nos genomas baseados em DNA

— Ocorrem com frequéncia 1000x maior em
genomas de RNA

* Induzidas

— Provocadas por agentes quimicos ou fisicos
externos a célula



Agentes 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, Ligacdes cruzadas entre as fitas do DNA;  Mutagdes de ponto e
nitrosoguanidina regiao danificada removida pela DNase delecoes

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

Radiag3o ionizante (raios-X)  Dimeros de pirimidinas Reparo com erro ou delegao



Teste de Ames (Bruce Ames)

Avaliacao da capacidade mutagénica de um composto com base
no numero de col6nias que revertem ao estado selvagem

Controle negativo Agente mutagénico

Mutantes

L. D. Breok



Alguns exemplos de danos no DNA

(B) The mutagenic effect

Ethidium
bromide
—

Brometo de etidio:
causa insercao de bases

AN

(A) Thymine dimer

(B) (6-4) Photoproduct

Radiacao UV

Adenine HC

1 Deamination

0
I

N O

/o cC NH
Hypoxanthine H C\ . | \
3_-C_ ~CH

‘ N

Conversao de adenina
em hipoxantina:
espontanea ou por
agentes deaminantes



Mecanismos de reparo do

(A) Nucleotide selection
C
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Mecanismos de reparo do DNA
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DNA polymerase V
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Sistema SOS: bactérias



Vocabulario de genética bacteriana

Definicao
Selvagem Linhagem de referéncia, isolada e mantida em laboratério
Linhagem — :
Mutante Fendtipo diferente do selvagem parental
* Mutante

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

e Marcadores

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



Vocabulario de genética bacteriana

Nomenclatura das mutac¢oes / mutantes

Tipo de alteracao Exemplo Categoria Definicao
Selvagem wt selvagem referéncia
His* selvagem Posso fazer minha propria histidina
- His- auxotrofico Tenho que comer histidina pra viver
Fenotipicas
Lac+ selvagem Posso comer lactose
Lac- Nao como lactose

, AhisC1 auxotrofico His- porque o gene hisC1 nao funciona
Genotipicas

AhisC2  auxotréfico His- porque o gene hisC2 nao funciona




Isolamento de Mutantes

 Mutagoes selecionaveis

— Mutacdes com efeito direto na capacidade de
sobrevivéncia do organismo nas condicdes
testadas

— Exemplos: resisténcia a antibidticos,
ganho/perda da capacidade de sintetizar
metabdlitos e nutrientes

— Organismos nao-resistentes podem ser
selecionado por meio com antibidtico

 Mutacgdes nao-selecionaveis

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

— Isolamento so pode ser feito pela observacao
visual

Mutacdo seleciondvel

Mutacdo nao-selecionavel

Varia¢ao na pigmentacao
Fungos Aspergillus nidulans



Processo de Varredura de Auxotroficos Nutricionais

Problema: selecionar uma deficiéncia

Técnica de Plagueamento de Réplica

Master plate; growth
on complete medium
}7---:::;\ Transfer imprint

® 2 [ Press plate onto of colonies to ey

fresh media e ‘\

velveteen

Velveteen; N — }\:
sterilized \
=+ Velveteen
Plastic with imprint & **
hoop > " ofall
—— Wooden ||| Golonles = o
blook || Y SR )= S
——3> N —_— LPARCRN -

Minimal medium Mutants do not grow

His"



Tirosina Tipos de Mutacoes Pontuais
Efeito em sequéncias codificantes

Second Position

B TAG: .

DNA

Normal DNA
replication

uolsed payL

First Position

QFPOoOC®PFoCc|0PFoCc(®@>o0c

DNA
\ O efeito das
Transcription mutacdes sobre
VA regides
5 . ,
) - mRNA codificantes serd
Asparagina Codonde  Tirosina  Tirosina determinado pela
parada _
: fase de leitura e
Translation
pela estrutura do
Sentido cadigo genético

Sem Sentido  Silenciosa  Selvagem
Trocado



Insercao ou Delecao de Uma base

DNA mRNA Reading
frame

Transcription
off of light

green strands Codons

TN
st GUG CCU GUU 0

Mormal

protein




Recombinacao
e
Transposicao



Nic:k//
1)
S5B protein

Donor
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Endonuclease
nicks DNA

Recombinacao
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_ Recipient
DNA

RecA
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Strand invasion
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Development
of cross-strand

exchange

/ Formacao de um HeteroDuplex

Resolvases como RecG e RuvC

Resolution Resolution
at - sites at ¥ sites



Transposicao

* Mobilizacao ou duplicacao de porcoes do
genoma mediadas por enzimas especializadas
(transposases)

* Associadas a elementos gendmicos mais ou
menos autonomos, chamados elementos

moveis




Mecanismo de Transposicao

Conservative transposition Replicative transposition

Transposon Transposon
excised from .
donor replicates

Donor DNA
undamaged

Target sequence

Donor DNA

with break in new location



Inser¢ao de um transposon
E um exemplo de recombinag3o sitio especifica

ATGCA

TACGT

¥

=Sitio alvo

ATGCA
TACGT

ATGCA
TACGT
ACTGATTC ACTGATTC
TACGT|ITGACTAAG L TRANSPOSASE | 1hacrasc
Transposon inserido
ATGCA|ACTGATTC ACTGATTC
TACGT|ITGACTAAG L TRANSPOSASE | rhncrang

Complementacio da falhas

Sitio alvo duplicado

t

Ponto de corte
da transposase

ATGCA

ATGCA

TACGT




Elementos Transponiveis

IS: Sequéncia de Insercao
1S2

* Elemento transponivel mais simples
1P  Repeticdes invertidas (IR) de 10-50pb
= ] . i
— — Possui apenas um gene (transposase)

Transposon * Elemento transponivel composto
* Pode carregar genes nao envolvidos
Tn5 na mobilizacao do elemento

IS50L IS50R
thp

kan str bleo ~
N | [ |
N L ] |

Mutacao sem sentido na primeira transposase impede transposicao independente




Permuta Genética em Procariotos

Trés Mecanismos de Troca Genética

* Transformacao

Transformacao Transducao*  Conjugacao

_ Com pEténCia Plasmid-containing
~ ‘ | .
i TranSdugaO Eirusin'e ion;

— Generalizada

— EspeC|f|ca Contuaation: ™ REPEN
onjugation: .
Plasmid

transfer

* Conjugacao
— Plasmideos
— Cepas Hfr



Transferéncia lateral de genes via Transformacao

Experimento de Griffith com Streptococcus pneumoniae
Pneumonia Fatal

" o9 -
@% GQ GQ @ 5 > -
Live 5 cells Heat-killed S cells LI\'B R cells Live R cells + Live S cells

heat-killed S cells

CeIuIas Lisas com Capsula CeIuIas rugosas sem Capsula

e 1920 : Primeira evidéncia de transformacao: Frederick Griffith

* Preparou o palco para a descoberta do DNA: mostrou que a informacao
hereditaria podia ser transferida

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

e 1953:James Watson e Francis Crick e a estrutura do DNA



Bacterial

: ~
- el Transformacgao
DNA-binding protein
Competence-speciic,  ©  EM geral, sao transferidos fragmentos de
rhedpabra DNA pequenos
. Reoiplantioal * Proteinas especializadas protegem o
l Binding DNA | Nuclease DNA da degradacao intracelular

* Recombinacdo necessaria para heranca
Free nucleotides do DNA capturado

¢ Competence d Competence
Neisseria gonorrhoeae Bacillus subtilis

RecA protein

() RecA-mediated
homologous recombination

Transformed
recipient cell




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 7'11 Host DNA
Viral DNA Attachment
. l Cell (host)
Lytic pathway Lysogenic pathway
Viral DNA
replicates
Y AP
h - Induction
Coat proteins Viral DNA
synthesized; is integrated
virus particles into host DNA
assembled
Ly*s:u-ga'uzed cell
T
Pmﬂlﬂﬂﬂ

Cell
division

Transducao

Ciclo Litico
e
Via lisogénica



Transducao Generalizada

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

Phage DMNA
Normal lytic
events Host DNA
—- —

L—

Recipient infected
by transducing Homologous Transduced

particle recombination recipient cell

—CO)-OO-O

Transduction

Recipient
cell




Transducao Especifica

Gene de galactose

Host
chromosome
Lysogenized
Galactose cell
genes of Phage DMA Detached
host DA DNA
— replicates
\ O
0,00 a0
Normal event: Rare event: o oPO0
Phage replication
’ is completed.
Cell lyses
Phage DNA A portion of
circularizes host DNA is
and detaches exchanged for
from host DNA phage DNA

that can transduce
galactose genes

D D

Parte do DNA viral é deixada
no cromossomo bacteriano

Particula viral deficiente mas
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

O plasmideo F
carrega:

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

IS: pode
recombinar com
sequéncias
equivalentes na

. célula hospedeira
F plasmid | gerando diferentes
" linhagens Hfr

Genes envolvidos na
formacao do par
conjugante

Origem de transferéncia:



Transferéncia do DNA Plasmidial por Conjugacao

* Processo que leva 5min (plasmideo de 100 kbp)

* O Plasmideo consegue se dissimina na populacao e é, portanto, um agente infeccioso

Replicacéo por circulo rolante
Mecanismo utilizado por alguns virus

Bacterial F plasmid
chromosome

Transfer of one strand from F* cell to
F plasmid simultaneously replicated |

©

l Synthesis of complementary strand

+
F* cell l Pilus retracts F~cell

(recipient)

begins in recipient cell

F plasmid nicked in one strand

l Cell pairs stabilized.

Completion of DMNA fransfer
and synthesis. Cells separate

f

F* cell F* cell

Nota: a célula receptora pode perder o plasmideo depois da transferéncia



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

\Inserted \‘m 153

F plasmid — Iac

53
pro

thr
L N

——F plasmid

tra gal

tp

v | Recombination

pro Iy lac

I —— Chromosome

lac




Transferéncia de alguns genes cromossomais por

conjugacido
GRoipcsame /g}g-;g;?;e“ * Hfr: Alta frequéncia de
—\:-—’/\ —— recombinacdo
{ t“:.\'f. "{ | . . 7 .
LCon ( O )’_“ O ) ey * Plasmidio esta integrado

I F plasmid nicked in one strand * Transferir grandes
guantidades de genes

o~ |  Receptora nao sera Hfr :
Transfer of F followed by dapenas uma parte dO
h | DNA . g ’ .
i plasmidio é transferida

Synthesis of second strand In O fragmento transferido sera integrado
recipient na célula aceptora por recombinacao
da parte homologa (regido verde
idéntica ao cromossomo)




Malha de transferéncia lateral de
genes em bacterias

g

Pseudomonas putida

B é-g.
S
ﬂ;bwm Iegummosarum

Haemophllus mﬂuenzae

v\
.,g

Klebs:ella pneumoniae
{ :' ".\':':::.\ .
R

Senraha marcescens

\o.- .

'v".

odo spmﬂum .rubrum Bocillus subtilis Bacrero:des ﬁ'agilis

: ':;.;: lus ih's

Pseudomonos ﬂuorescens 32
Staphylococcus aureus




Origens da diversidade genética em bactérias

— Resisténcia cromossomal

* Mutagdes cromossOmicas

— Resisténcia extra-cromossomal

* Transferéncia lateral

transfer
Homologous Point

*10-1 10-2 10 10*  10° 10-¢ 107 108

High frequency Low frequency
Low diversity High diversity

* As frequency per cell per generation



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?



Perguntas

* \océ 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 antibioticos 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?



Os resultados abaixo foram obtidos a partir de dois experimentos de transferéncia
de resisténcia a antibidticos por conjugacao:

I ) MC MC + Antib. A MC + Antib. B MC + Antib. A + Antib. B

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

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

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



Referéncias

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