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Pense

*Qual a diferenca entre transferéncia
horizontal e vertical de genes?

» E possivel fazer manipulacdo genética in
vitro?

Como? - Transgénico ???



O Que é uma MUTACAOQ?

Como vc selecionaria uma mutacao?



Mutacao

* Definicao
MutacOes sao alteracOes hereditarias nas sequéncias de DNA que compdem o
genoma de um organismo ou replicon

* Mutacado: alteracao hereditaria da sequéncia de DNA

* Nao confundir com os danos ao DNA, provocados por agentes quimicos e
fisicos. Danos sao modificacdes quimicas da molécula de DNA que nao podem
ser herdadas pois alteram o DNA de modo incompativel com a maquinaria de
replicacao da célula

* Mutacbes podem ser:
* Vantajosas
* Prejudiciais
* Silenciosas

* Recombinacao
* Produz novas combinacdes de mutacoes (alelos) de diferentes genes



Vocabulario de genetica bacteriana

Nomenclatura das mutacdes [ mutantes

Tipo de informacao Exemplo Categoria Definicao
Selvagem wt selvagem referéncia
His* selvagem Posso sintetizar minha prdpria
histidina
His- auxotréfico Tenho que comer histidina pra viver
Lac+ selvagem Posso comer lactose

Fenotipicas

Lac- Nao posso usar lactose como fonte de
carbono
StpR
Stp>
. AhisC1 auxotréfico  His- porque o gene hisC1 ndo funciona
Genotipicas . o . . . .
AhisC2 auxotrofico  His- porque o gene hisC2 ndo funciona




Isolamento de Mutantes

1- Mutacoes Selecionaveis

* Mutacoes que conferem algum tipo de vantagem -
selecionaveis

 Ex. Resisténcia a um farmaco

2- Mutac¢des nao Selecionaveis - Técnica de Varredura
* Podem causar mudancas fenotipicas claras mas ndao uma vantagem.
* Nao consegue isola-los de forma direta
* Ex. Perda da coloracao de um organismo pigmentado
* Detectadas pela varredura - observacao visual



Isolamento de Mutantes

Mutante Selecionavel

'ﬂ. /ﬁ -

ColOnias resisténtes a um antibidtico

. D, Br-‘rk

Mutante Nao -Selecionavel
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Poter T Percia

Fungos: pigmentacao verde,
amarela ou branca



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

Rough 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



Processo de Varredura de Auxotroficos Nutricionais

Plagueamento em Réplica

Master plate; growth
on complete medium
\_,_,.--f:“_’;‘_z-‘h Transfer imprint
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Minimal medium Mutants 55 not grow

His




Processo de Varredura de Auxotroficos Nutricionais

A selecao por antibidticos permite a identificacao de auxotroficos

Células selvagens sao mortas

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

As  mutantes, por

. TR o 0
precisarem da adicdo o - .' 0 0"
> #
de um certo nutriente e 022 \
. o L L
no meio, o qual sdo _ o Comente as célu
L
incapazes de sintetizar " s e oo oo e dHE
’ -t ., nao se dividiram no
Nnao Irao se leldII" . meio com penicilina
Células selvagens + mutantes ! Mutantes sobreviveram ao

Meio sem o aa + penicilina! Melocomoaa tratamento



Mutacoes Pontuais mr

5.0
DNA "~ 22®

Normal DNA
replication

MutacOes de uma unica base MUTATION

Troca de bases dentro de um / / \

7 . C TA TA S TAC
codon, ou seja, preservando a h ‘ J ATG \ DNA

fase de leitura l l l l
Transcription
TipO de Substituigﬁo AAC UAG UAU 5 UAC mRNA
Asparagine Stop Tyrosine Tyrosine
s codon codon codon codon
1. Transicao
* Purina - Purina (A ou G) l l l I Translation
* Pirimidina — Pirimidina (Cou T)
Faulty Incomplete Mormal Normal Protei
protein protein protein protein rotein
2. Transversao Sentido Sem Sentido Silenciosa Selvagem
e Purina - Pirimidina Trocado

Pirimidina - Purina



Insercao ou Delecao de Uma ou mais bases

DNA mRNA Reading
frame

C —  GUGECOUGHD.  +1

Transcription
off of light

green strands Codons

s
st GUG CCU GUU . 0

Normal
protein

| Deletion

_CACGACAA.. ——F .6UG CUG UU. . -1



O Que sao Elementos moveis?



DNA Mével: elementos de transposicao

Segmentos de DNA capazes de se mover como unidades, alterando
sua localizacao com relacao ao observado na molécula de DNA original

Caracteristicas

* Sao encontrados em todos 0s organismos vivos
* Conseguem deslocar de um lugar para outro
* Nao possuem origem de replicacao

* A frequéncia de transposicao desses elementos varia entre 1/1000 e
de 1/10 000 000 movimentac¢des por geracao celular



Barbara McClintock (~1931-1955)

experimentos com milho
Nobel de Medicina de 1983

s “O cromossomo de milho ndo é estatico e
. 7 .
sim movel”;
% ‘‘genes tém a capacidade de se inserirem

dentro de outros genes e podem causar:

/7

% doencas;

% Mudancas morfoldgicas como a cor

&

*° o000 o0

L)

1- https://revistagalileu.globo.com/Ciencia/noticia/2019/06/qguem-foi-barbara-mcclintock-uma-das-maiores-

geneticistas-da-historia.html
2- https://embryo.asu.edu/pages/barbara-mcclintocks-transposon-experiments-maize-1931-1951



https://revistagalileu.globo.com/Ciencia/noticia/2019/06/quem-foi-barbara-mcclintock-uma-das-maiores-geneticistas-da-historia.html
https://revistagalileu.globo.com/Ciencia/noticia/2019/06/quem-foi-barbara-mcclintock-uma-das-maiores-geneticistas-da-historia.html

Exemplo de 2 Elementos Transponiveis

1. IS: Sequéncia de Insercao

Elemento transponivel mais simples

1S2 « S3o curtos (cerca de 1000 pb)
* Repeticoes invertidas (IR) de 10-
< tnp 50pb
- ] * Possui apenas um gene
1 . (transposase)
1. Transposao ou transpdson
Tn5
IS50L IS50R
tn
kan str bleo e
= ] > B
I ] ] R

Neste exemplo, a mutacao sem sentido na transposase do IS a esquerda (IS50L)
faz com que este elemento nao consiga fazer transposicao sem a atividade da
transposase do IS a direita (IS50R)



Mecanismo de transposicao

Mecanismo de Recombinacao Sitio Especifico

ATGCA ATGCA
TACGT TACGT
Sitio al *
thoatvo Ponto de corte
da transposase
ATGCA
TACGT
ACTGATTC ACTGATTC|ATGCA
TACGT|TGACTAAG | TRANSPOSASE [ 1oy oranq
Transposon inserido
ATGCAACTGATTC ACTGATTC|ATGCA
TACGT|TGACTAAG L TRANSPOSASE | oy oo acltacaT

Complementacio da falhas
Sitio alvo duplicado

http://dc179.4shared.com/doc/bOZiTFo1/preview.html



Mecanismo de Trasnposicao

Conservative transposition Replicative transposition

Sequéncia alvo

Transposon Transposon
excised from re |'|cgtes
donor °

Donor DNA
with break

Donor DMA
in new location undamaged

Duplicacao de uma pequena seq. de DNA, devido a clivagem de fitas simples

Transposon



Quais sao os mecanismos de Transferéncia
lateral de genes?



Transferéncia Horizontal em Procariotos

1.Transformacao 2.Transducao 3. Conjugacao

Plasmid-containing Donor cell with
donaor cell integrated plasmid
Wirus injection;
chromosome O 0’
Lysis of
donor cell;
DNA released

disruption C
Donor DNA

o)

Conjugation: ‘I;t;f;plent Conjugation:
Plasmid | Chromosome
transfer F transfer Hfr

Daonor
DMA-
containing
viruses

\




Transformacao

Experimento de Griffith com Streptococcus pneumoniae

Live R cells Live R cells + Live § cells
heat-killed S cells

h o -
Live 5 cells Heat-killed S cells

Células Lisas com Capsula Células 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 na Transformacao

Bactérias naturalmente transformaveis ou competentes

* Bacillus 20% tornam competentes e permanecem por por varias horas

* Streptococcus: durante o ciclo de crescimento 100% ficam
competentes

Espécies nao competentes podem se tornar competentes em
condicdes de estresse tais como

* Altas concentracdes de cloreto de Calcio
* Eletroporacao - aplicacao de pulsos elétricos curtos de alta voltagem



Bacterial

chromosome Transforming DNA

from donor cell

DNA-binding protein

Auto-Transformacao

o Competence-specific,
)| single-strand DNA-

binding protein

Recipient cell

@
Binding DNA | Nuyclease

* Em geral sao pequenos
Fragmentos de DNA
* Internalizar dsDNA ou ssDNA

Free nucleotides

RecA protein

* Protege o DNA de ser
degradado

homologous recombination

(c) l RecA-mediated

Transformed
recipient cell
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https://www.youtube.com/watch?v=HGvnrWrud
PA



Transducao

1. Transducao Generalizada

1. Transducao Especifica



Ciclo Litico e Via Lisogénico

Temperate virus —_ “

Viral DNA

Host DMNA

Attachment

l Cell (host)

O ==

Lytic pathway

Lysogenic pathway

Viral DNA
replicates

Induction

Coat proteins
synthesized;
virus particles
assembled

9

Lysis

=

/]

=

=

w0

Viral DNA
is integrated
into host DNA

Lysogenized cell

T
Fmphage

Cell
dwlsmn

OO

/ j\upb

-—

l Lambda genome )
e:s cohesive ends celula ’
hospedeira
att Host genes near
l attachment site
gal bio / moa
Co—
l Host DNA
- Auxilio da integrase
de lambda

Site-specific nuclease
creates staggered ends
', of phage and host DNA

gal bio moa
j— | |
| .
Integration of lambda
l DNA and closing of
gaps by DNA ligase

cos bio moa
-—1
|



As enzimas envolvidas no

25 : empacotamento do DNA viral

TranSdU(;.aO Generahzada empacotam erroneamente o
DNA hospedeiro

Lytic cycle

_ Phage Phage DNA

) MNormal lytic
events Host DMNA

.

Donor — L =
cell
; Recipient infected Transducing
Transduction by transducing Homologous Transduced particle (contains
- particle recombination recipient cell donor cell DNA)

cell

Particulas defeituosas— nao promovem
infeccao viral
A parcela dos virus que sao particulas transfectoras carregam um fragmento do DNA gendmicc



Transduc;éo _Especfﬁ‘ca

Host
Galactose cell
genes of

FPhage DNA

host DMA

Inductmn

Normal event:

Phage DNA
circularizes

and detaches
from host DNA

@

chromosome

Lysogenized

Estresse, etc.,

regulado pelo

hospedeiro

Rare event:

exchanged for

A portion of
host DNA is
phage DNA

| Gene de galactose Parte do DNA v1ral ﬁca

Detached
DNA
replicates

Cell lyses

Phage replication
is completed.

that can transduce
galactose genes

)
""‘.DNA-VI'raI suficiente
- para que forme o
| »cap5|deo I|se e Ilsogenla



® ~
Conjugacao
Transferéncia genética entre duas células que envolve contato entre uma

célula doadora e uma célula receptora

* Detalhes do mecanismo de transferéncia dependem do plasmideo
envolvido

* A maioria das bactérias Gram-negativas usam mecanismo semelhante
ao do plasmideo F de Escherichia coli

* O plasmideo pode ser replicado e/ou integrado ao cromossomo da
célula hospedeira

* A integracao é frequentemente mediada por sequéncias de insercao (IS)
que também sao encontradas na célula do hospedeiro



Plasmideo F

. Pilus with attached
e * phage virions

Genes envolvidos na

transferéncia do plasmidio,

como proteinas envolvidas

na biossintese do pili F A TS
1S3 replicacao

’ Tn1000

/

Genes envolvidos na
formacao do par conjugante

99.2kbp/0
Os plasmideos podem
carregar genes para versoes
ligeiramente diferentes do pili

1S3

— 182

1'—75 kbp F plasmid
|

Sequéncias de insercao

Permitem a recombinacao
com sequéncias similares
no genoma da célula
hospedeira, gerando
diferentes linhagens Hfr

oriT
Origem de '

transferéncia

~~ oriV



Exemplo de aparato transferéncia do DNA
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Conjugative
F-pilus

suL7LxC2NPg

https://[www.youtube.com/watch?v

Chandran, V. (2013) Costa, TRD, 2016

Redzej, A., 2015

Fronzes, R., 2009



Transferéncia do DNA Plasmidial por Conjugacao

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

Mecanismo utilizado por alguns virus

Bacterial F plasmid
chromosome

I Replicacéo por circulo rolante

Synthesis of complementary strand

F* cell l Pilus retracts F-cell l begins in recipient cell

(donaon) (recipient)

F plasmid nicked in one strand

: - Completion of DMNA fransfer
l Cell pairs stabilized. / \ and synthesis. Cells separate

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

Tral F plasmid simultaneously replicated in F* cell
Helicase e | Célula F* pode perder o
nuclease plasmideo quando este

nao é mais necessario



Processo de integracao do plasmideo F (Hfr)

Mobilizacao Cromossomal: Recombinacgao Sitio especifica

C ) —F plasmid

Fiemrnl:rlna’[lc-n

pro !y lac
— — —— Chromosome
IS3
pro IS3 rep onT tma IS3 lac



Transferéncia de genes cromossomais por uma
linhagem Hfr

Transfer to F~ recipient

rep

\Inserteﬂ \‘ 153

F plasmid — lac

Chromosome

aal

trp

his



Transferéncia de alguns genes cromossomais por

conjugacao

Chromosome Integrated F

——
DD

Hfr cell
(donar)

-

* Hfr:

F-cell
(recipient)

Fplasmld nicked in one strand

T

Transfer of F followed by
chromosomal DNA

o ﬂ

Synthesis of second strand in
recipient

Alta frequéncia de
recombinacao

* Plasmidio F esta integrado

* Transferir grandes
quantidades de genes

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

Hir cell { O j \/‘: ( O ‘) F-cell

Tem que ser integrado no cromossomo
da célula



Formacao de Diferentes Linhagens Hfr

CDE XYZAB
Hfr 1 0 )
LKJ BAZYX  ONM
XYZAB uw
T )
GFE BAZYX JIH
) )

Gene C donated first;
clockwise order

Gene L donated first;

) counterclockwise order

Gene X donated first;
clockwise order

Gene G donated first;
counterclockwise order

* Diferentes linhagens Hfr:
llustrado 4 linhagens diferentes

* Diferentes sitios de insercao

* Direcao de insercao pode ser
diferente - transferéncia de
genes é diferente



Questoes

1- Objetivo: Demonstrar a transferéncia genética da resisténcia bacteriana a
tetracicliina por meio da conjugacdo entre uma bactéria doadora (linhagem de
Salmonella typhimurium MGO031 Lac  TET') e uma bactéria receptora (linhagem de
Escherichia coli K12 Lac* NAL" ). O aluno tera a oportunidade de conferir a
importancia da resisténcia aos antibioticos e sua disseminacao entre bacterias de
relevancia clinica.

» Escreve na tabela a seguir o nome da bactéria e as caracteristicas fenotipicas

Quais bactérias Cor das células
crescem

MC

MC+Tet
MC+NaL
MC+Tet+NaL



Perguntas

2-Vocé tem Hfr, His* e Lac* e uma célula F resistente a canamicina.
* Qual fendtipo vocé espera observar para a célula conjugada?
* A célula F se transforma em F* ou Hfr?

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

4- Uma célula F* com resisténcia aos antibidticos Amp e Str
localizados no plasmideo conjugativo e a Gen (localizado no
cromossomo) torna a célula receptora resistente a quais
antibioticos?

5- O processo de conjugacao pode ser um problema para a saude
publica. Porqué?



Perguntas

6- O que é competéncia no processo de transformacao?



Referéncias

* Microbiologia de Brock (13a. Edicao)
* Capitulo 10: Genética de bactérias e arqueas
 Unidade 3: Biologia Molecular e Expressao Génica
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