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Genética Bacteriana

Organismo modelo: Escherichia coli

- genoma com 4.6 megabases,
4000 genes,
35% funcao desconhecida;

plasmideos (ciclo sexual: plasmideo F) ,

resisténcia a drogas e outras caract.
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Escherichia coli

Ribossomos: sintese de proteinas a partir de
um RNAm (15.000)
Nucleéide: longa e simples

molécula circular de DNA e
plasmideos

Pili: fornece pontos
de adesdo para outras
células

Flagelo:
movimento
celular

Envelope
celular: gram-
negativa
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Cultura de bactérias em laboratodrio

Suspensao Suspensao espalhada
de celulas em placa de Petri com
bacterianas gel de agar

Incubada por
1 a 2 dias

ColoOnias
tornam-se

visiveis
\ \

quando
'.'.
Placa de Petri  Células unicas

atingem
Colonias visiveis
com gel de agar (nao visiveis

(cada umadelas é

~107
um clone da célula celulas 4
unica correspondente)

a olho nu)
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Divisao celular: assexuada

Variabilidade genética : Geracao de diferentes
mutantes

Transferéncia de material genético bacteriano
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Cultura de bactérias em laboratorio
Fissao Binaria:
Crescimento: divisdo em duas células
Aumento de tamanho (dobro do original)

Septacao e separacao

Ocorrem ao menos 2000 reacdes quimicas: transformacao de energia,

biossintese de moléculas pequenas;

Tempo de um ciclo completo: E. coli : 20 minutos

Micobactérias: 13 — 15 horas
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Cultura de bactérias em laboratdrio
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Fases Lag ou Latente: Fase de Adaptacéao; intensa atividade metabolica; Auséncia
de diviséao;

Fases logaritmica ou exponencial: Divisdo celular maxima - intensa atividade
metabolica, Progresséo geométrica — Crescimento ou Desenvolvimento

Fase Estacionaria: Esgotamento de nutrientes ou acumulo de metabdlitos; numero
de mortes é igual ao de novas;

Fase de declinio ou morte: Morte das bacteérias; Lento ou exponencial; 7
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Cultura de bactérias em laboratorio

* DiluicOes seriadas
— Diluicdo 1:100.000 = 10~ =>» 15 coldnias
— Solucéo original = 15x10° bactérias/ml
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Cultura de bactérias em laboratorio
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Meios de Cultura e Linhagens

Meio minimo (basico):
— Meio sintético (definido) basico para o crescimento

baCterlanO (glicose, fosfato de amonia, fostato de potassio, cloreto de sédio e de magnésio)

Meio normal (completo):
— Meio minimo enriquecido com suplementos (extratos de

CélUlaS) (extrato de proteina (carne), extrato de levedura, cloreto de sédio)

Linhagens prototroficas:
— Capazes de crescer em condicfes basicas (meio minimo)

Linhagens auxotroficas:

— Capazes de crescer apenas sob determinadas condicoes
(meio com suplementos)

10
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Réplica de placas de cultura de bactérias
1952, Joshua and Esther Lederberg

Original culture

Replica print
of the original culture

Replica plating

Normal medium Medium + antibiotic

Growth

All colonies grow Resistant colonies only grow
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Detecc¢do de cepas mutantes

Bacterial culture Cultivation in normal medium
+ mutagenic
substance

Replica plating

Normlmedium Minimal medium Minimal mediumr Minimal medium
two mutants + threonine (Thr + arginine (Arg)

do not grow
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Mutantes auxotroficos bacterianos

Simbolo Caracteristica ou fenotipo associado ao simbolo

bio Requer adic&o de biotina ao meio minimo

arg- Requer adicao de arginina ao meio minimo

met Requer adicdo de metionina ao meio minimo

lac Nao consegue utilizar lactose como fonte de carbono
gal Nao consegue utilizar galactose como fonte de carbono
str' Resistente ao antibiotico estreptomicina

strs Sensivel ao antibidtico estreptomicina
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Transferéncia de material genético bacteriano

Pode ocorrer via:

— Transformacao
« Griffith (1928) / Avery, MacLeod e McCarty (1944)
- DNA livre no meio de cultura

— Conjugacao
» Lederberg e Tatum (1946)
« Contato fisico entre bactérias F* (ou Hfr) e F

— Transducao

» Lederberg e Zinder (1951/1952)
« Mediado por virus (contendo material genético bacteriano)

14
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Transformacio bacteriana

- 1928. Frederick Griffith , Streptococcus pneumoniae

ficava mais virulento se exposto a cepas virulentas mortas:
“principio transformante” transferido
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http://en.wikipedia.org/wiki/Frederick_Griffith
http://en.wikipedia.org/wiki/Streptococcus_pneumoniae
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Transformacdo bacteriana
Avery’ MacL eod, McCarty, 1944 Streptococcus pneumonidae

@& Live nonvirulent bacteria

\Z‘[ - DNA isolated from heat-killed

== virulent bacteria

Proteases (ndo destruia
viruléncia)

Desoxiribonuclease
(INATIVAVA viruléncia)

Geracgoes Virulentas

DNA purificado leva informacéao de viruléncia,

transformando a linhagem 16
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ransformacao g, s

ol the outer surtace ol the cell wall ot

Competent bacterium the bacterial host. E. coli.
Receptor

(double stranded) Bacterial
| chromosome
. € .
acterian e
initiated
Step 1. Extracellular DNA
binds to the competent
Transformed cell cell at a receptor site.

Step S. After one round of cell Step 2. DNA enters the cell, anc
division, a transformed and a the strands separate.

nontransformed cell are produced.

Transforming

Heteroduplex
‘ strand  pegraded

s _l strand
.
Step 4. The transforming DNA
¥ recombines with the host chromosome, Step 3. One strand of transforming DNA
replacing its homologous region, is degraded; the other strand pairs
forming a heteroduplex. homologously with the host cell DNA.
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Transformacado bacteriana
~ Mecanismo de captagao de DNA pelas bacterias

T Complexo de
. igagao a0 DNA

Parede celular *
Membrana |l .
citoplasmatica \}

~ DNA livre

degradacao
de bactéria gradach

do DNA

Bactéria DNA
transformada transferido

OBS: No laboratorio de biologia molecular, prepara-se
as bactérias competentes para receber DNA linear
ou plasmidial (circular)
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Conjugacio bacteriana

* Joshua Lederberg e -G
Edward Tatum (1946) i

Some
progeny
B

met— bio— thr+ leu+ thi+ Mixture met+ bio+ thr— leu— thi—

— Evento raro: A
« 71 a cada 107 células

tornam-se prototrofice vl [ , [ |

- - e ® -

.
Y

+ ¥
Wash cells Wash cells
¥ ¥
Plate ~ 108 cells
- i (- R
Algum tipo de troca de material \\._i_-.-_.-.-__,yj
geneético ocorreu que gerou NG04
bactérias prototroficas. MM
MM met+ bio+ thr+ leu+ thi+ MM
Meio No Prototrophic No
Minimo colonies colonies

colonies
(b)



Poderia ser troca
de metabodlitos?
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Comprovacéo de troca genetica por Bernard Davis

| - : . |
Auxotrophic Auxotrophic

strain A strain B

_— - = ST

/

Strain B

/\
Filtro (0,22um) separa
Bactérias, mas deixa

Strain A

/

passar meio de cultura

not bacteria,...

Nenhuma prototréfica |
foi produzida

Minimal Minimal Minimal Minimal
medium medium medium medium

No growth No growth No growth No growth

Conclusion: Genetic exchange requires direct contact
between bacterial cells.
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Conjugacao bacteriana

Porous | -— Pressu.re
cotton plug \ = or suction
. Contato fisico e
necessario!

Strain A Strain B

“

Fine filter
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Conjugacao bacteriana

(a) (b)

ﬁ\ Donor F* / Bacterial

chromosome

Recipient F-

 Bactéria F* = doadora

— Mais de 20 genes envolvidos na transferéncia
de informacéo genética

— Emisséao de pilus (plural, pili)
« Bactéria F- =» receptora
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Conjugacgao bacteriana

Plasmideos

Estrutura de DNA circular que se replica de forma
autdnoma, encontrados em bactérias

Embora estejam normalmente separados do cromossomo
bacteriano, eles possuem genes e podem se integrar ao
Cromossomo (epissomo).

23
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Conjugacao bacteriana

Sequences that regulate
insertion into the
bacterial chromosome:

IS2
1S3
Plasmideo F

(Fertility factor)

i
'

I
W,

Genes that

100kb regulate
plasmid

transfer

to other

cells Genes that

control
l I ‘ ‘ plasmid
\ replication:
/ \ oriV (origin

A\

Origin of
transfer

of replication)
inc
rep

F factor

24
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Conjugacao bacteriana

F+

Hfr

a7
\ -

I SADN AR T,
g @ 2
) 2
v, -

dl" < ” A

Y Al O &

RO oy

-

+ O plasmideo F (fertility) pode se integrar ao cromossomo
(Epissomo) via recombinacdo, gerando uma linhagem Hfr (High

frequency of recombination)
25
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Transducao bacteriana

* Joshua
Lederberg e
Norton Zinder
(1951/1952)

Salmonella

Algum agente carregava 0s
genes para outra bactéria

. Pressure/suction
alternately applied

N |
il 5
. ! L

Strain LA-2 ——
(phe” trp™ met his )

——— Strain LA-22
(phe trp~ met™ his")

e i

Filtro (0,22um) separa
Bactérias, mas deixa passar
meio de cultura

Plate on
minimal medium
and incubate

Plate on
minimal medium
and incubate

l DNAase l
nao
afetava 5, el
& ® . * 2 e
~ . .: " .
No growth Growth of prototropgs

(no prototrophs) (phe" trp” met™ his")
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Transducao bacteriana

. Pressure/suction

* Joshua
Lederberg e
Norton Zinder
(1951/1952)

Salmonella

Bacteriofago P22 carregava os
genes para outra bactéria

Strain LA-2 ——

¥ :
A

(phe” trp™ met his )

Plate on
minimal medium
and incubate

'

No growth
(no prototrophs)

alternately applied

——— Strain LA-22

(phe trp~ met™ his")

i

Filtro menor
gue
Bacteriofagos
iImpediu a
transferénci a

Obs: Bacteriofago
(ou Fago): virus que
infecta bactérias

Plate on
minimal medium
and incubate

l

No growth
(no prototrophs)
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Cloln do Taiyr /o s s cokillas Hoapodairsa

Transducao
bacteriana —

Free phage T4 phage components

Head

Neck and collar l

¢ Nortagem

de fagos lits
4 i Cicbo litico
célua

- nospedera

End plate

\ /A
Cell wall \/ \/\
g | " Q{L

Fibers
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Transducao bacteriana

Donor bacterium
)
Phages carrying ¢ '

donor genes

at .

f ) ‘y‘ uw,

“ | e A

\ : \ - -
W 7 o \’*, O T

Transduced bacterium

Recipient bacterium

Com insercao de material no cromossomo do hospedeiro

por recombinacgao
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Troca de material genético em bactérias

Conjugacao
— E atransferéncia direta de material genético de uma bactéria doadora
para uma receptora
— Um plasmideo ou parte do cromossomo bacteriano pode ser
transmitido
— Ocorre crossing-over entre seqtiéncias homologas presentes no DNA
transferido e no cromossomo da célula receptora

— Nao ocorre transferéncia reciproca de material genético

Transformacao
— DNA presente no meio extra-celular € incorporado pela bactéria
receptora
— Qcorre “crossing-over” envolvendo o DNA introduzido e o DNA do
cromossomo da célula receptora

Transducéao
— Virus bacteriéfagos transferem DNA de uma bactéria para outra

— Ocorre crossing-over envolvendo o DNA introduzido e o DNA do
cromossomo da célula receptora
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(a) Conjugation

[Cytoplasmic bridge DNA replicates and transfers

Cells separate.

4 forms. from one cell to the other.
Donor Recipient
cell cell
. .
Bacterial
chromosome Transferred DNA
~ replicates.

A crossover
in the recipient
cell leads to...

...creation of
a recombinant
chromosome.

)

(b) Transformation

Naked DNA is

[A crossover in

the bacterium
leads to. ..

é taken up by the
recipient cell.
DNA
fragments ))
V\\
/] ~ >
\\ \‘
DNA @
Plasmidial

...creation of
a recombinant
chromosome.

(c) Transduction

A virus infects ...injects ...and replicates, The virus infects ...carrying
a bacterial cell, ... its DNA, ... taking up bacterial a new bacterium, ... bacterial
DNA. The bacterial DNA with it.

A crossover in
the recipient
cell leads to...

cell lyses.

=

...creation of
arecombinant
chromosome.
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