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Metabolismo do DNA

Replicacao
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Recombinacao

* Rearranjos no DNA

» novas combinagdes de genes ou sequéncias

* Acoplada a:
» replicacédo
» reparo
« Geralmente requer homologia entre as sequéncias

» Recombinacao geral (homologa)
» Recombinacao sitio-especifica

» Geracao de diversidade genetica




Tipos de recombinacao

 Recombinacao homologa

» Entre sequéncias com homologia relativamente extensa

— Reparo de quebras duplas
— Crossing-over

» Enzimas comuns a qualgquer sequéncia

 Recombinacao sitio-especifica
» Entre pequenas sequéncias especificas

» Enzimas (recombinases) especificas para cada sequéncia
— Integracao/excisao de fagos
— Alguns eventos de transposicao




Recombinacao Homologa
Modelo de Holliday
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Resolucao da juncao de Holliday
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https://www.youtube.com/watch?v=gQFKdA3VgEg



Funcoes da recombinacao homologa

» Gerar diversidade geneética (ex: meiose em eucariotos,
troca de material genético em bactérias)

* Reparo do DNA (reparo de quebras de fita dupla)

* Replicacao (evitar bloqueios)




Recombinacao Sitio-Especifica

» Sequéncias de DNA especificas
« 20 a 200 bp

 Duas na mesma molécula ou em moléculas diferentes
de DNA

« Recombinase

* Enzima especifica para uma determinada sequéncia de
DNA

 Cliva e religa o DNA, trocando as fitas




Efeitos da recombinacao sitio-especifica

Sitios em orientacao inversa Sitios na mesma orientacao

Inversion Deletion and insertion
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Recombinacao Sitio-Especifica
» ciclos de replicacao de alguns virus e plasmideos
* transferéncia horizontal de DNA (HGT)
* regulacao da expressao génica

* rearranjos de DNA programados durante o desenvolvimento
embrionario
» Anticorpos (IgG)




Aplicacoes Praticas da Recombinacao

* Clonagem de genes em laboratorio (bacterias, leveduras)

« Construcao de organismos recombinantes

» bactérias
—Vacinas, medicamentos, produtos biotecnologicos

» eucariotos
— Produtos biotecnoldgicos (principalmente levedura)
— Transgénicos: alimentos, animais para pesquisa

» Construcao de organismos sintéticos




Elementos geneticos movels
Transferéncia Horizontal




Elementos genéticos moveis

 Aumentam variabilidade genetica

* Rearranjos e trocas, possibilitando novas combinacoes de
genes e sequéncias

* Podem ser:
» epissomos (replicacao autbnoma )
» Integrados no cromossomo hospedeiro

Plasmideos
Bacteriofagos (fagos)
Transposons




Plasmideos

 Moléculas circulares de
DNA extracromossomais
» 1 ab500 kb

» genes que aumentam o repertério genetico do hospedeiro -
adaptacao

* Presentes em bactérias, arqueias e eucariotos unicelulares

« Usados como ferramentas de biologia molecular




Plasmideos

* Replicacao autbnoma-> epissomos
» Origem de replicacao e proteinas de inicio de replicacao
proprias
» Dependem das DNA polimerases do hospedeiro

 Numero de copia controlado

»Multicopia ou
»1-2 copias/célula

* Particao entre as celulas

»Mecanismos para impedir que plasmideos se percam na divisao
celular




Plasmideos

 Podem carregar genes que conferem vantagens
adaptativas
— resisténcia a antibioticos
— fatores de viruléncia
— metabolismo alternativo

e Podem ser transferidos entre células

— transformacao
« Hospedeiro competente
— conjugacao
* Origem de transferéncia (oriT)
* Genes de mobilizacao e transferéncia




Exemplo: Fatores R (resistéencia)

Funcoes de
replicacao

fra operon

conjugacao




Fatores R (resisténcia)




Fatores R (resisténcia)
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Transferéncia por
conjugacao
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EcoRI

P Sa Plasmideos sao
TA&}‘:’)' T ferramentas importantes

para a clonagem de
fragmentos de DNA em
laboratorio e expressao
de proteinas heterologas

pBR322
(4,361 bp)

Origem -
de replicacado
(ori)

Pvull

FIGURA 7-4 O plasmideo pBR322 construido, de E. coli.
Esse plasmideo, um dos primeiros a ser construido, foi parti-
cularmente desenhado para clonagem em E. coli. Veja o texto
para detalhes.




Como plasmideos e outros elementos geneticos se
movem?
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Transferéncia parcial de
genoma durante conjugagao

Transferéncia de plasmideos
durante conjugagao

Transducao

| transdugao
Transferén como parte
do genoma viral




Transformacao por DNA
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Transformacao natural
requer aparato de
tomada de DNA (pilus)
do meio para o interior
da célula

ination occurs

unrecombined DNA
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Nature Microbiology volume 3, pages773-780 (2018) Genetically transformed coll




Transformacao de E. coli com plasmideos

* E. coli € a bactéria usada para clonagem de DNA e expressao de
proteinas recombinantes

« E. colinao € naturalmente competente para transformacao

* Técnicas para induzir pBR322

.. R .
competéncia: 0O,  plami
| | @ etk (J
» tratamento com sais e @ 0
choque térmico Ho 1 Transformation
of E. coli cells

» eletrotransformacao

AulAtividade virtual: transformacéao




Conjugacao

 Contato celular @ necessario

« Se as linhagens sao separadas por um filtro,
nao ha recombinantes:

Porous P &) <+— Pressure
cotton plug K] or suction

Sltrain A Sltrain B

Lederberg & Tatum,
_ _ - 1946

Filtro permite a

passagem de DNA e

bacteriéfagos Streptomyces§

Fine filter




Transducao

Porous e ~—resue ¢ Recombinagao
A ﬁ genética entre
) bacterias que dispensa
0 contato entre as

células

Strain A Strain B

» Bacteriofagos (virus de
bacterias)

®

Fine filter




- Bacteriofagos

ZC467 — isolado da compostagem
do Zoo de Séao Paulo, infecta
Pseudomonas aeruginosa

* Virus que infectam bactérias Lab Profa Aline

Muitas familias diferentes
3-140 kb

Ciclos de vida

» Litico — mata as bactérias—> fagos virulentos

» Lisogénico — DNA se integra no l
cromossomo—->fagos temperados

Uso como terapia
contra infeccdes, como
alternativa a antibidticos



Transdugéo « O DNA da bactéria é
5 empacotado com o fago e
oadora

CC ) transferido para outras ceélulas

Virus infectam

Infecq:f:‘I? com ' - @ outra bacteéria e
bacteriofago transferem material

genetico

EE)-C (D)

Virus ao se
multiplicar pode
carregar sequencias
do cromossomo
bacteriano




Mais um elemento genetico movel:
Transposons

* Presentes em eucariotos e procariotos

+ Segmentos de DNA com a capacidade de mudar
de posicao no genoma da mesma ceélula ou de
células de espécies diferentes :

Elementos saltadores
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The Nobel Prize in Physiology or

Medicine 1983

A

Barbara McClintock
S

U

"for her discovery of mobile genetic elements”
Publicou o primeiro trabalho em 1951




Transposons somam 45% do genoma humano

Elementos geneéticos
moveis: saltadores

28.5%

A transposicao €
phsis e considerada o
terceiro tipo geral de
recombinacao.

segments




Transposons

Transposicao € considerada o
terceiro tipo geral de recombinacao.

*Transposicao permite o movimento dos transposons no genoma.
*Transposons sao encontrados em todas as células.

« Esses segmentos de DNA “saltam” de um sitio doador no DNA
para um sitio alvo

 Homologia nao € necessaria, sendo a nova localizacao
determinada aleatoriamente.




Efeitos da transposicao

Transposable element

Transcribed in certain cell types, protein product is active

‘ Silenciamento do gene:
mutacao por insercao

Protein product not functional

Transcription activated in other cell types

i
|

No effect




Efeitos da transposicao

Transposable element

1

C— -

Transcribed in certain cell types, protein product is active

{ B— - |

Protein product not functional

— Transcricao ativada por
um promotor do Tn

Transcription activated in other cell types

T — - -

No effect



Efeitos da transposicao

Transposable element

Transcribed in certain cell types, protein product is active

Protein product not functional

2 =
N i}
Transcription activated in other cell types
3
' H—-— ] N
No effect Nenhum efeito detectavel

(silenciosa) ou insercao de novo gene




Transposase
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Transposase resolvase resisténcia antibiético

transposon Podem transportar genes de resisténcia a
antibioticos

Tn1, Tn3 Ampicilina

Tn7 Estreptomicina

Tn5 Canamicina

Tno Cloranfenicol

Tn10 tetraciclina




Elementos genéticos moveis

« Plasmideo: Tamanho variavel, dupla-fita, usualmente circular
« Bacteriofago e virus de eucariotos: DNA fita simples ou dupla-fita

* Transposon: Segmento de DNA, inserido no cromossomo ou num
plasmideo e que pode saltar de um local para outro

3

Mediadores da transferéencia
genética horizontal (HGT)




Exemplos de genes humanos
adquiridos por transferéncia horizontal




Elementos de retrovirus permitiram o surgimento da
placenta ao longo da evolucao dos animais

A

piieins —Genes de retrovirus incorporados ao genoma
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.....
-

& Retroviral protein co-option

O >—> Proteina originaria de retrovirus

Maternal blood

Syncytiotrophoblast
cell-cell fusion
) ’
fotalblood '\ SRR Elemento regulatorio de retrovirus

Placenta-specific
regulation —_—
"""""""" ~ ’—v
7 | I; < Edward B. Chuong
.

&} :
e e PLoS Biol. 2018 Oct; 16(10): e3000028.
\enhancer releasing hormone > Published online 2018 Oct 9. doi: 10.1371/journal.pbio.3000028




Gene associado a obesidade esta
presente em algas e vertebrados

Figure S1A. FTO, fat mass and obesity associated gene (ENSG00000140718)
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Proteina do sistema ABO esta
presente em bactérias e vertebrados

Figure S1B. ABO, transferase A, alpha 1-3-N-acetylgalactosaminyltransferase; transferase B, alpha 1-3-galactosyltransferase (ENSG00000256062)
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Questdes ainda a responder!

« Como os genes foram transferidos entre organismos
filogeneticamente distantes?

« Esses eventos de HGT ainda acontecem em humanos?

* O conhecimento dos mecanismos moleculares de HGT podem
gerar técnicas para terapias geneticas ou celulares?




Material extra




Animacao com massinha

 Homologous Recombination & Holliday Junctions (eucarioto)
» https://www.youtube.com/watch?v=3qgBKrAZCLg



https://www.youtube.com/watch%3Fv=3qgBKrAZCLg

Recombinacao sitio-especifica

* Pode gerar

Resoluqéo » incorporacao de
Fusao > B DNA
» delecoOes
A/ P _B AP
< > Inversao < >
> ~p» 7B

»inversoes




Como plasmideos e outros elementos geneticos
se movem?

» Transformacao de bactérias por DNA

* Griffits, 1928
* Avery, MacLeod & McCarty, 1944

Conjugacao
* Lederberg e Tatum, 1946

Transducao por bacteriofagos
* Lederberg e Zinder, 1951

Transposicao
» Barbara McClintock, 1951




Transformacao de bacterias induzida por
choque térmico
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Eletrotransformacao

* Poros na membrana sao induzidos por
uma corrente elétrica

Copynight © The McGraw-Hil Companies, Inc. Permission required 1of reprocucsion of cisplny.
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Recombinagao
entre gendtipos
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Sequéncias de Insercao (1S)
presentes nos transposons

: o)

12345 ¢cccceee 54327
Izl3l4'5'...ooooo 5432

IS element



Staggered cut

within host DNA | Sequéncias-alvo
m sao duplicadas na
1 ' transposicao

L ‘ 1. DNA é quebrado nas duas

fitas, em sitios distintos

T .

Topoon 2. Tnseinsere

/'R e 3. Regides de fita simples sao
Inverted preenchidas, resultando na

’epeat duplicacao

Filling in and Ilgatlon

Figure 24-48 Fundamentals of Biochemistry, 2/e
© 2006 John Wiley & Sons




Transposon Th3

Inverted Internal Inverted
repeat resolution site repeat
- ‘ > >
<—| tnpA | thpR| amp |—
Transposase

Repressor and
resolvase

Figure 24-49 Fundamentals of Biochemistry, 2/e
© 2006 John Wiley & Sons

Transposons podem carregar
genes de resisténcia a antibioticos



Vias gerais de transposicao

. . =
* Direta ou simples 3
. "
» Tn salta de um local para outro \ - \
.-l
»“cortar e colar” s
* Replicativa - —

» Tn salta para outro local, mas deixa copia no
local de origem

» “copiar e colar”
* Retrotransposicao
»Intermediario de RNA




Transposase
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Via direta: corte e colagem
sequéncias-alvo sao duplicadas

terminal inverted repeats
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Duplicacao da sequéncia-alvo como uma “cicatriz” da transposicao




Via replicativa: copiar e colar
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DNA doador mantém uma copia do Tn




Retrotransposicao - Retrotransposon

Exclusivo de eucariotos

Dependem de um intermediario de RNA

Retrotransposon
| |

Transcriptase reversa

% Transcri ption
» sintetiza DNA \
a partir de um / Reverse transcription

molde de RNA o~

O DNA doador tambem | \"
mantem uma copia do Tn




Eventos de recombinacao genetica
causados por transposons

(a) (b)

Transposons with inverted orientations Transposons with the same orientation

Recombination | \

=T

L Inverted segment—| Chromosome Deleted segment
containing one containing
transposon one transposon

Inversao Delecao



