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— Organizacao dos genomas e estrutura dos genes em
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Composicao dos acidos nucléicos
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Organizacao dos genomas e
estrutura dos genes em
procariotos



DNA: organizacao

Telomere

Metaphase
chromosome,
diameter

1 um

sonmfiber  DNA nuclear: na
maioria dos casos,
linear e composto
de varias moléculas

DNA, na maioria dos casos, organizado em
poucos cromossomos circulares, pode

conter plasmideos.

Nucleosome

Histone
octamer

B-DNA,
diameter 20 A

Procariotos




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 sdao muito raros em eucariotos

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

, Nucleoid
Plasmideos
- Usam as polimerases do cromosomo
- Controlam seu nimero na célula
- Codificam genes para segregacao

Plasmids




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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Gene Map of the Mycoplasma pneumoniae Genome
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Complete genome sequence of Shigella flexneri 5b and
comparison with Shigella flexneri 2a. BMC Genomics
(2006) 7:173



St re ptO myces https://www.kegg.jp

Table 1 General features of the chromosome

Component of chromosome Property
Total size 8,667,507 bp
Terminal inverted repeat 21,853 bp
G + C content 72.12%
Coding sequences 7,825
..of which pseudogenes 55
Coding density 88.9%
Average gene length 991 bp
Ribosomal RNAs 6 X (165-238-59)
Transfer RNAs 63
Other stable RNAs 3

The outer scale is numbered anticlockwise (to correspond with a previously
published map) in megabases and indicates the core (dark blue) and arm (light
blue) regions of the chromosome. Circles 1 and 2 (from the outside in), all genes
(reverse and forward strand, respectively) colour-coded by function (black,
energy metabolism; red, information transfer and secondary metabolism; dark
green, surface associated; cyan, degradation of large molecules; magenta,
degradation of small molecules; yellow, central or intermediary metabolism;
pale blue, regulators; orange, conserved hypothetical; brown, pseudogenes; pale
green, unknown; grey, miscellaneous); circle 3, selected 'essential' genes (for cell
division, DNA replication, transcription, translation and amino-acid biosynthesis,
colour coding as for circles 1 and 2); circle 4, selected 'contingency' genes (red,
secondary metabolism; pale blue, exoenzymes; dark blue, conservon; green, gas
vesicle proteins); circle 5, mobile elements (brown, transposases; orange,
putative laterally acquired genes); circle 6, G + C content; circle 7, GC bias ((G -
C/G + C), khaki indicates values >1, purple <1). The origin of replication (Ori) and
terminal protein (blue circles) are also indicated.

/ /I'* I ‘
“t"J"’ .‘im

Bentley,S.D. et al. (2002) Complete genome sequence of the model on
actinomycete Streptomyces coelicolor A3(2). Nature, 417, 141-7. 10



Estrutura dos genes em
procariotos



(core
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Sintese de RNA: A erase ‘

transcricao A

5, % 3’
3 . 5’

Como a replicacao, também procede | o

Sigma Sigma recognizes
factor promoter and
initiation site

i P t i
apenas no sentido 5’ -> 3’ romoter region

Transcription bubble

sigma released. RNA
Sense (coding) strand chain grows

Transcription begins;

) % HH\HHHHH
3 W Antisense (noncoding) strand

Gene(s) to be transcribed
(light green strand)

aSigma
/

Unidade de transcricao
’ Termination site
Segmento continuo do genoma (locus) | reached; chain
. . growth stops
qgue inclui
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* Regides regulatérias ¥ - 5
* Inicio (regido promotora)
* Término (terminadores) Polymerase ¥
and RNA
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e Eucariotos: um ou mais mRNAs
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Sintese de RNA:

RNA polymerase
(core enzyme)
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B CTGTTGACAATTAATCATCGAACTAG TTAACTAGTACGCAAG |
M CTATTCCTGTGGATAACCATGTGTATTAGAGTTAGAAAACA
M TGGTTCCAAAATCGCCTTTTGCTGTATATACTCACAGCATA
M TTTTTGAGTTGTGTATAACCCCTCATTCTGATCCCAGCTT
M TAGTTGCATGAACTCGCATGTCTCCATAGAATGCGCGCTACT
M TTCTTGACACCTTTTCGGCATCGCCCTAAAATTCGGCGTC
-35 sequence Pribnow box

Consensus RNV F TATAAT

oA WON =

Promoter sequence
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RNA

polymerase )

(core Sigma Sigma recognizes

enzyme) factor promoter and
initiation site

Promoter region Gene(s) to be transcribed

(light green strand)

Transcription begins;
sigma released. RNA
chain grows

aSigma
/

5/
RNA
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Os fatores sigma reconhecem
sequéncias curtas mas bem definidas
(promotores).

A ligacao do fator sigma com a regiao
promotora recruta a RNA polimerase
e ativa transcricao da regiao
localizada a frente do promotor

Diferentes fatores sigmas reconhecem
diferentes assinaturas e, portanto,
ativam apenas um conjunto especifico
de genes



Fase aberta de leitura

g wem——) RNA polimerase
¥ (proteina)
5

5[

DNA > c
MRNA 5
Polymerase
and RNA
released l
/
5,___3,
DNA 5 ¥ . &
B 3
RNA Y
@ m vi—— \
’ 1
V4
// \
/7 ’ -
. ORF '
/
» \
r codon de iniciagao i
i
_________________ v

ACGUAAACUG AUG ccc CCU AUA UUU CGu: UAA AAAUACCUUU
., outros codons desta ORF J mRNA

codon de parada




Fase aberta de leitura

“Open reading frame” ou ORF

Definicao: uma fase aberta de leitura é a sequéncia de cddons em uma
molécula mRNA que determina os aminoacidos de uma Unica proteina.

ORFs sao compostas por um codon de iniciacao e um cédon de
parada, e todos os cddons intermedidrios (ver préoximos slides).

r cédon de iniciagdo ORF

..ACGUAAACUG|AUG!CCC CCU AUA UUU CGU, UAA[AAAUACCUUU...

I outros cédons desta ORF
- I MRNA
codon de parada

Com excecao do cédon de parada, cada um dos codons de uma ORF
corresponde, exatamente, a um aminoacido da proteina codificada




Genomas de procariotos: operons

Em procariotos, uma unica molécula de mRNA pode conter uma ou mais ORFs

| e . | a .
DNA - v DNA ° o s
roymersse | MRNA o mRNA
released ‘ ?:lgaigﬁ ‘
5’ aw A‘lf ¥ 5 Ax A‘I/ 3
DNA % " 3 5 DNA 3 - Y 5
v P 9
@ MRNA 5 wp | . MRNA 5 = p=, \
/ 1 V4 V4 ! \
V4 /7 /
/ 1 L’ 4 I §
/ i s / | i
¥ Y A » v <
ACGUAAACUG AUG CCC CCU AUA UUU CGU UAA AAAUACCUUU ACGUAA AUG CCC CCU UAA ACUGC AUG UUU CGU UAA AAAUACCU
Unica ORF neste mRNA ORF1 ORF2
monocistronico policistronico

Definicao: operon é um conjunto de genes vizinhos, codificantes ou nao, transcritos
em uma unica molécula de mRNA policistrénico.



Genomas de procariotos: operons

Lactose operon
1 kb

| I

lacZ lacY lacA
I p——
\5 Término de
/ transcricao
Regiao regulatdria
(promotor, etc.)

Lactose permease transports B-galactosidase + transacetylase
lactose into the cell split lactose to galactose + glucose
CH20H CH20H CH20H CH20H

HO o H O OH HO O OH H O OH
H H H H
oH H/]ONOH H — OH H + OH H

H H H H H OH H
H OH H OH H OH H OH

Lactose Galactose Glucose



5/
DNA

3I

5’
mMRNA
tRNAs
Protein

Sintese de Proteinas: traducao

Traducdo — sintese protéica

Transcriptionl

Codon Codon Codon

UCUCCACGA

|

Translationl

Chrginine >~ Gilyeine D~ Alanine 2>
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Peptide bond

Growing protein chain
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Transfer OH residue
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MRNA Ribosome

.

Direction of ribosome movement on mRNA


http://youtu.be/DcCnmPeutP4

Traducao simultanea em procariotos
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Direction of translation

r -
: Exon Intron Exon - !ntron Exon
DNA
In the nucleus, a gene composed of exons and introns
l is transcribed to RNA by RNA polymerase.
RNA
transcript s ——

e Processing involves snRNPs in the nucleus to remove
A¢A the intron-derived RNA and splice together the exon-
—

\ " derived RNA into mRNA.

mRNA

travels to the cytoplasm, where it

o After further modification, the mature mRNA
l directs protein synthesis.

Nucleus

.

Cytoplasm

Ja em eucariotos, a transcricao
ocorre no nucleo mas a traducao
ocorre no citoplasma e etapara
adicionais de processamento do
MRNA (“splicing”) sdao executadas
antes da traducao.

4



Algumas propriedades dos operons

Genes de uma mesma via metabodlica muitas vezes formam
operons no genoma de bactérias

Agregam genes com funcodes relacionadas em operons
permite que um unico promotor regule a expressao de
varios genes, garantindo quantidades adequadas dos
produtos génicos (proteinas)

Como nao tém nucleo, as bactérias podem executar
transcricao e traducao simultaneamente, no mesmo
compartimento. Isso permite aos genes em operons
acoplar os processos de transcricao, traducao e formacao
de complexos, resultando em maior eficiéncia



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.



Origens da diversidade genética



Mutacao e evolucao

Evolucao



Mutacao

* Nomenclatura

e Técnicas de isolamento de mutantes

* Tipos de mutacoes




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



Vocabulario de genética bacteriana

Definicao

Selvagem Linhagem de referéncia, isolada e mantida em laboratério
Linhagem — .

Mutante Fenotipo 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 mutag¢oes / mutantes

Tipo de alteragao Exemplo Categoria Defini¢cao
Selvagem wt selvagem referéncia
His* selvagem Posso fazer minha propria 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

 Mutacoes selecionaveis

— Mutacoes com efeito direto na capacidade de
sobrevivéncia do organismo nas condicOes testadas

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

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

 Mutacgoes nao-selecionaveis

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

— Isolamento sé pode ser feito pela observacao visual



Isolamento de Mutantes

Mutante Selecionavel Mutante N3o-Selecionavel

'_ - “.

Fungos Aspergillus nidulans
Variacao na pigmentacao

Disco central com antibidtico



Processo de Varredura de Auxotroficos Nutricionais

Problema: selecionar uma deficiéncia

Técnica de Plagueamento de Réplica

Master plate; growth
on complete medium

>,..--:;:~; =2 | Trfanslfer im E:rint
(7 4 ) | Press plate onto of colonies to Py -Incubate
(4 velveteen fresh media Py
\ Velveteen: O \

sterilized

i Velveteen S =« <ay

Plastic with imprint & ** =%

hoop ‘ of all

Wooden colonies

block

|————— %3 _ ._""h;°__.- /
Minimal medium Mutants do not grow

His

Problema: selecionar uma deficiéncia



Processo de Varredura de Auxotroficos Nutricionais

Problema: selecionar uma deficiéncia

Células Parentais (wt) sdo mortas porque podem crescer sem o aminoacido

Penicilina:
Mata células em crescimento ativo

Celulas wt + mutantes

Meio sem o aa + Penicilina

Se YV, ¥V
‘.Q‘O

e 8N,

‘e
-,

Mutantes
Meio com o aa tratamento

Meio com aa
Mutantes e wt que
sobreviveram ao



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 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 (NH20OH) Reage com citosinas GC=>AT

Agentes alquilantes

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

Bifunctionais: mitomicina, Liga¢Oes cruzadas entre as fitas do DNA;  Mutag¢des de ponto e
nitrosoguanidina regiao danificada removida pela DNase delecdes

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 delecao



Teste de Ames (Bruce Ames)

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

Meio His Meio His’

Controle negativo Agente mutagénico

T. D. Brook



Tipos de mutacoes

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

Second Position

) C A G
Uuu Phe / F UCu UGuU vs/C )
UucC UCC UGC C
U Ser/S . .
UUA UCA UAA STOP UGA STOP A
Lleu/L

e = e :
- IB Lleu/L Pro/P Arg /R —
s CUA CCA CAA g | coA Al
7 cuG cCcG CAG CGG G| S
= a
12 AGU Ser/S g =
X AGC c|8

AGA A

Arg/R

AGG g/ G

GGU )

GGC C

Gly/G
GGA v/ A
GGG G




Tipos de mutacao: mutacoes pontuais

Mutacdes pontuais correspondem a troca de uma unica base no genoma
Sao também conhecidas como polimorfirmos de um unico nucleotideo (SNPs)

Pyrimidine bases

Purine bases

| |
NH, 0 0 NH, 0
gaxN  HC N N Ne— By N N
N N NH

Cytosine  Thymine Adenine Guanine
(C) (M (A) (G)
Transicao Transversao
Purina — Pirimidina — Purina — Pirimidina -
Purina Pirimidina Pirimidina Purina
A= G C=>T A=>T T=> A
G=> A T=>C A=>C T=2>G
G=>T C=>A

G=C C= G




Tirosina Tipos de Mutagbes Pontuais

5.8 k. Efeito em sequéncias codificantes
DNA TAC

Normal DNA
replication

DNA

anel\
l Transcription
5 UAC

/ mRNA
Asparagina Cddon 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




Recombinacao
e
Transposicao



Donor
DNA

l Endonuclease Recombinagac

nicks DNA

homologa
NICK/ Bindingof | —— g
SSB groteini SSB protein RecBCD

009°°

_ Recipient
DNA

Strand invasion
RecA
protein

l Development / Formagdo de um HeteroDuplex
of cr:oss-strand
exchange

“‘

—~ Helicases

- S Resolvases como RecG e RuvC
Resolution / \Resolutlon
at - sites at ¥ sites
I
S [— .
| | —

I
Patches Splices



Transposicao

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

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

moveis




Transposicao

/ Target DNA sequence
ABCD

.~ 'ABCcCO>
IR IR |
IR . IR |
Transposable

Insertion element

AscDIT] FIABCD
~ _A'B'C'DILA LJA'B'cCDr

\-Duplicated target sequence J



v

ATGCA ATGCA
TACGT TACGT

?

Ponto de corte
da transposase

Sitio alvo

ATGCA
TACGT
ACTGATTC ACTGATTC|ATGCA
TACGTITGACTAAG L TRANSPOSASE | 1nactasg
Transposon inserido
ATGCA|ACTGATTC ACTGATTC|ATGCA
TACGT|TGACTAAG L TRANSPOSASE | peacrasg|TACGT

Complementacao da falhas
Sitio alvo duplicado



Mecanismo de Transposicao

Conservative transposition Replicative transposition

Target sequence

Transposon Transposon
g)(()c':;erd from replicates
4

Donor DNA
with break

Donor DNA
undamaged

in new location



Elementos Transponiveis

IS: Sequéncia de Insercao

1IS2
* Elemento transponivel mais simples
<P * Repeticdes invertidas (IR) de 10-50pb
= = e Possui apenas um gene (transposase)
Transposon * Elemento transponl'vel composto
* Pode carregar genes nao envolvidos
Tn5 na mobilizacao do elemento
IS50L IS50R

th
kan str bleo
N | I | .
N >< [ ] L]

Mutacao sem sentido na primeira transposase impede transposicao independente



Permuta Genética em Procariotos

Trés Mecanismos de Troca Genética

* Transformacao

— Competéncia
* Transducao

— Generalizada

— Especifica
* Conjugacao

— Plasmideos

— Cepas Hfr



Transferéncia Horizontal de DNA

Transformacao Transducao* Conjugacao

F* Plasmid-containing Hfr Donor cell with

donor cell integrated plasmid

Virus injection;
chromosome
Lysis of disruption

donor cell;
DNA released

. = Recipient . s
Conjugation: < Conjugation:
Plasmid Chromosome
transfer transfer

* mediado por plasmideos
Donor . , ,
DNA- * Exige contato célula-célula

il * Depende de pilus

Donor DNA

O Recipient

DNA livre Mediado por virus * transducdo = transfec¢do




Experimento de Griffith com Streptococcus pneumoniae
Pneumonia Fatal

O. “ (25}
@ * C’Q CQ @ » -
Live S cells Heat-killed S cells lee 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

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
chromosome Transforming DNA
from donor cell

DNA-binding protein

single-strand DNA-
binding protein

Recipient cell

@
Binding DNA | Nuclease

1z

"&
Free nucleotides

N

RecA protein

(c) RecA-mediated
homologous recombination

Transformed
recipient cell

Competence-specific,

Transformacao

* Em geral, sao transferidos fragmentos de
DNA pequenos

* Proteinas especializadas protegem o
DNA da degradacao intracelular

* Recombinacao 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 7;' Host DNA
e () [aatmen

g | “oares Transducao

Lytic pathway Lysogenic pathway
Viral DNA
replicates
[ V4 .
n Ciclo Litico
4 (—=—
b = Induction e
Coat proteins Viral DNA . . AL
synthesized; is integrated V Id I ISO g enicd
virus particles into host DNA
assembled
Lysogemzed cell

Cell
division




Transducao Generalizada

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

Phage DNA

Normal lytic
events

L—
. Recipient infected
Transduction by transducing Homologous Transduced
g - particle recombination recipient cell

Recipient
cell




Galactose
genes of
host DNA

Transducao Especifica

Normal event:

DD v

Parte do DNA viral fica

Phage DNA
circularizes
and detaches
from host DNA

Host
chromosome

Lysogenized
cell

Phage DNA

Rare event:

A portion of
host DNA is
exchanged for
phage DNA

Detached
DNA
replicates

Phage replication
is completed.
Cell lyses

Normal
phage

Gene de galactose

that can transduce
galactose genes

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

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

| 7 Tn1000
7

\ IS3  replicacao

Genes envolvidos na

formacao do par conjugante fas 99.2kbp/0

IS3

Diferentes plasmideos
podem codificar proteinas
diferentes que vao ter o pili
ligeiramente diferente

1IS2

F plasmid 25 kbp

L

oriT IS \/
50 kbp e Recombinar com sequéncias
Origem de transferéncia equivalentes na célula hospedeira

. gerando diferentes linhagens Hfr
oniV



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
Replicag&o por circulo rolante

Mecanismo utilizado por alguns virus

Bacterial F plasmid
chromosome

(recipient)

F* cell : F~cell Synthesis of complementary strand
Plus relracts begins in recipient cell

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

F* cell F* cell
(a)

F plasmid simultaneously replicated in F* cell

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

Nota: a célula receptora pode perder o plasmideo



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

onT
rep \ |
1S3
pro “\a
Inserted 1S3

F plasmid — lac

leu

onT

‘ thr
rep

——F plasmid

tra gal
1S3 arg
tp
\ . his
v/
v | Recombination
!/
pro / \\ lac

— 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

/,_\ R A recombinagao

Fcell e Plasmidio esta integrado

(recipient)

Hfr cell |
(donor)

* Transferir grandes
guantidades de genes

* Receptora nao sera Hfr:
Transfer of F followed by apenas uma parte dO
ol plasmidio é transferida

Synthesis of second strand in O fragmento transferido é

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




Formacao de Diferentes Linhagens

@
CDE

Hfr 1 ‘O

Gene C donated first;
) clockwise order

LKJ BAZYX

Gene L donated first;

0]

) counterclockwise order

XYZAB

Gene X donated first;

-

clockwise order

GFE  BAZYX

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



Tempo de transferéncia de genes em uma
cultura de acasalemanto

0 8 min 25 33
| |

60 ,
Thr'Leu* Gal* Trp*

50

40 ThriLeut

30
Gal*
20

Number of recombinants
per 100 Hfr bacteria

\éi

10

10 20 30 40 50 60 70

Time, after mixing parental cultures (min)



Malha de transferéncia lateral de
genes em bacterias

Neisseria Neisseria =
/ perﬂavo Agrobodenum tumefac:ens

N.,::{-:-:-'w.- ,-,::
-.g. = s

Haemoph:lus influenzae

....v.,.

A
R v‘\‘{ﬁa;:}-'

K!ebs:e”a pneumomae

P = \“\.
‘}_?_.;._. ._.,.. 2 -.:::_.

Serraha marcescens

Boc'ﬂus subhhs Bactermdes fragilis

: Bacillus pumilis
Pseudomonos ﬂuorescens

Staphylococcus aureus




Origens da diversidade genética em bactérias

— Resisténcia cromossomal

* Mutagdes cromossOmicas

— Resistencia extra-cromossomal

* Transferéncia lateral

Plasmid

transfer
Homologous Point
[ e ——— . |
*10-1 10-2 10-3 104 10-° 10-6 10-7 108

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 fendtipo 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? ldentifique 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



