Genetica bacteriana

GENERALITATI

» Ereditatea

— insugirea generald biologicd a tuturor vietuitoarelor de a
transmite caracterele specifice speciei la urmasi

« Variabilitatea
— aparitia unor caractere diferite de cele ale genitorilor
— intereseaza medicina in mod deosebit
« dd nagstere unor tulpini bacteriene noi:
— virulente
— rezistente la chimioterapice
— se adapteazd mai bine conditiilor de mediu
— Tnlocuiesc bacteriile mai putin adaptabile.

SUPORTUL EREDITATII

reprezentat de ADN
se transmite la descendent;i prin replicare si
diviziune
fara modificari genetice — toti descendentii bacteriei
vor fi identici intre ei si cu bacteria mama
modificarea materialului genetic prin

— incorporarea unui fragment de material genetic exogen

(recombinare geneticd)

— mutatie spontand sau indusa — addugarea, pierderea,
substituirea sau inversarea ordinii unor baze

ADN

« macromoleculd formata din
2 catene polinucleotidice o
antiparalelesi 0
complementare, rdsucite in
dublu helix

« catenele unite prin punti
de hidrogen intre bazele
azotate opuse

functiile ADN ca material genetic:

—depozitarea informatiei genetice
—replicarea

—transcrierea si traducerea genetica

— protejarea materialului genetic propriu
—reglarea activitatii celulare

—controlul activitatii celulare

replicarea ADN

« sinteza unor noi molecule,

direction

identice of replication

* necesarad unitatea de E— —
replicare independenta — oM mrand, o strend
REPLICON
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REPLICON

« molecula de ADN bicatenar3, circulara
caracterizata prin:

« 0 secventa nucleotidicd specifica marcand
inceperea replicarii

« gene care codificd sinteza unor proteine specifice

« 0 secventa nucleotidicd semnal pentru terminarea
replicdrii

« exemple de repliconi: cromozomul si plasmidele
bacteriene, genomul bacteriofagilor etc.

— suma genelor unui organism

— totalitatea informatiei
genetice a unui organism

— suma caracterelor
observabile, specifice unui organism,
produse de genotip in interactiune cu
mediul ambiant

ORGANIZAREA GENOMULUI
BACTERIAN

» 2 categorii de determinanti genetici:
—genele esentiale localizate in structura
cromozomului bacterian
—genele accesorii extracromozomiale prezente
n structura
« plasmidelor
« elementelor genetice transpozabile

PLASMIDELE

 elemente genetice extracromozomiale
« capabile de replicare independenta de
cromozom (replicon)
« contin informatie geneticd neesentiald pentru
viata bacteriei
* pot exista:
— indefinit numai in stare autonoma (libere in
citoplasmad) — factor R, Col
— alternativ in stare autonoma sau integrate in
cromozomul celulei gazda

PLASMIDELE

» clasificare — dupa caracterele exprimate
fenotipic — plasmide care codifica:
—rezistenta la agenti antibacterieni
—sinteza unor agenti antimicrobieni

—sinteza de hemolizine, enterotoxine, factori de
colonizare etc. (patogenitate)

—enzime ale unor cai metabolice particulare

— plasmide criptice — nu se cunosc caracterele
somatice exprimate

FACTORUL F
(factorul de sex, factorul de fertilitate)

« controleaza capacitatea unor bacterii de a
fi donatoare de material genetic

« codifica structurile (pilul ,F") si enzimele
necesare transferului de ADN

 au caracter de ,mascul” — donatoare de
material genetic (factorul F")




FACTORUL F
(factorul de sex, factorul de fertilitate)

» bacterii F-- fara factor F —
celule ,femele” — receptoare de
material genetic

« bacterii F*- cu factor F
autonom fin citoplasma — celule
,mascule” — donatoare de F+
material genetic

FACTORUL F
(factorul de sex, factorul de fertilitate)

bacterii Hfr
(high frequency of recombination)

- au factor F integrat in
cromozomul bacterian
)
— donatoare de material genetic
F Hfr

cu mare frecventa de
conjugare si recombinare;

— transferul unui numar variabil
de gene cromozomale mai rar
chiar transferul factorului F

FACTORUL F (factorul de sex, factorul
de fertilitate)

« bacterii F’
— au o structura

plasmidica de tip
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Mecanismul de transfer al materialului genetic
intre bacterii Hfr si F-

* realizareade punti de

conjugare
e transferul ADN
 recombinare homologd
» caracterul incrucigarii Hfr cu
F
—F rar devine Hfr
— Hfr ramane Hfr

PLASMIDELE R
(de rezistenta la antibiotice)

conferd rezistenta simultan la 1-8
antibiotice

alcdtuite din:

— gene de rezistentd — determinant de
rezistentd = r

— gene care formeazd ,factor de
transfer al rezistentei” RTF

RTF — plasmid de conjugare

— transfer de gene




PLASMIDELE ,,Col”

« codifica proprietatea unor bacterii de a
sintetiza bacteriocine

« sunt transferabile de la tulpinile Col+ la
cele Col prin:
« transformare genetica
« transductie fagica
 conjugare

ELEMENTE GENETICE TRANSPOZABILE

« secventd specificd de ADN care isi mentine
integritatea fizica, structurald, genetica,
functionala in cursul translocatiei de la o
pozitie la alta pe acelasi genom sau pe
genomuri diferite

* 3 categorii:

—secvente de insertie IS
—transpozoni Tn
— bacteriofagi

Secventele de insertie

* NU au nici o gena si nici
o alta functie in afara de
cea de insertie

» dupa insertia lor pot

apare : BT Resistance Gene(s) [TISAN

— modificari in expresia unor
gene

— modificari in rata

Transpozoni

» poartd gene care confera
bacteriei functii noi:
— rezistenta la antibiotice

— capacitatea de sintezd a
unor enzime

aocoec EERRTRMORIERIR) GFEDCEA

— producere de enterotoxine

— sinteza antigenelor
bacteriene de suprafata

incidentei deletiilor in etc.
zonele adiacente situsului
lor de insertie
Bacteriofagi Bacteriofagi
« formati din

« virusuri care paraziteaza
bacteriile

* se cunosc 6 grupe
morfologice de
bacteriofagi

» cei mai bine studiat;i -
bacteriofagii T ai
bacilului coli.

capsida

— akétutt dintr-un invels proteic

caracteristic virusurior (capsida) anidil
— addposteste acidul nucleic ;
micletc

« cilndru rigid invelt intr-un fbrels com
manson proteic asemanator
miozinei

« se termind cu o placa
hexagonald ce contine o enzina
de tpul lzozimului.

« de placa bazald se prind 6 fibre
cu rol in fixarea bacteriofagului
pe suprafata bacteriei




Replicarea bacteriofagului

—CICLUL LITIC al bacteriofagilor - fagi virulenti
« atagare

« contractie manson

« patrundere acid nucleic in celula
« sinteza componenti fagici

« asamblare

« iesire din celuld

Ciclul replicativ al bacteriofagului

A A

bacteriofagului pe
suprafata peretelui
bacterian
—  prin receptori de perete,
specifici.

— Aceastd specificitate
este de tip enzimatic -
std la baza lizotipiei

erﬂlnﬂ Preage virion ks adsorbed
specific receplor sile on bacterial
osh\d Tlnamm

Ciclul replicativ al bacteriofagului

mansonului
proteic

— bacteriofagul isi
injecteaza numai ADN in

celula bacteriana

Phage DNA enters coll 10 Initiate
Eclipse Stage. Bacterial DNA begins
to disintegrate wilhin minutes.

Ciclul replicativ al bacteriofagului

genomul fagicva
determina

identici cu cel de la care

a provenit ADN
— ADN se replica prin
replicare semiconservativa

— ribozomii bacterieni vor
sintetiza proteinele
capsidale si ale cozii.

Phage capsids, lals, and DNA begn
1o appear within 12 minutes as phage
recrients call metabolsm 10 its own
fabrication processes.

Ciclul replicativ al bacteriofagului

noilor
bacteriofagi

Components of phage are assembled
inlo mature infective virions. The
eclipse period ends with first
appearance of infective phage in cell.

Ciclul replicativ al bacteriofagului

— vor pardsi celula
bacteriana care se

lizeaza

Oalmlmwmlowmnc
action 1o release mal
B!nlllulslmrmbuofm:s
released by cod, Total time: 40
minubes.




Lizogenie

— Release of Phages from the Host Cell ———

Replicarea bacteriofagului

—CICLUL LIZOGEN al bacteriofagilor - fagi
temperati

« uneori genomul bacteriofagului se va integra in
cromozomul bacterian incadrandu-se si functional in
acesta.

« el nu se mai replicd decat in acelagi timp cu cromozomul
bacterian, deci in timpul diviziunii bacteriene si se
numeste

— ic Phage Reproduction and Lysogenization
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consecintele lizogeniei pentru bacterie

« bacteria lizogenizatd este imuna la infectia cu acelasi
bacteriofag, dar nu pentru alti bacteriofagi

« profagul codifica el insusi unele caractere pe care le
dobandeste astfel bacteria lizogena.

— exemplu clasic in acest sens este toxigeneza la bacilul
difteric care este codificatd de un profag ce se afld in
cromozomul bacterian.

— Tulpinile de bacili difterici care nu sunt lizogenizate de acest
profag, nu sunt capabile sa secrete toxina si sunt, deci
nepatogene,

« transductia, mecanism de transfer genetic de la o
bacterie la alta, mediata de bacteriofagi

Importanta practica a bacteriofagilor

« Cercetaribiologice
— utilizati ca model in studiul proceselor
biologice fundamentale:
« replicarea ADN
« functiile genelor
« morfogeneza virald
« Studii de inginerie genetica
—vectori pentru clonare genetica
—adjuvanti in procesele de secventare

Importanta practica a bacteriofagilor
» Terapie si preventie

—administrarea unei mixturi de bacteriofagi pentru
tratarea si prevenirea infectiilor intestinale

 concept vechi, azi studiat cu atentie

« animale — fagi care atacad doar EHEC




Importanta practica a bacteriofagilor

» Epidemiologie
—tipizare bacteriana — LIZOTIPIE
¢ LIZOTIP = FAGOVAR

« in epidemii — identificarea sursei de infectie, cdii de
transmitere

¢ pentru
— Salmonella Typhi
— Salmonella Paratyphi
— Staphylococcus aureus
— Pseudomonas aeruginosa etc.

Recombinarea secventelor de ADN

« Indiferent care este mecanismul prin care are
loc transferul sau transpozitia de material
genetic inserarea ADN la noul sediu are loc
prin recombinare

 recombinare = formarea de noi combinatii
genetice intr-un genom
—se poate petrece prin
« schimb de segmente homologe
« integrare suplimentard de ADN

Recombinarea secventelor de ADN

— are loc atunci cind un fragment de ADN provenit de la celula donoare, sau chiarf
din altd moleculd de ADN se insera intr-o regiune a ADN receptor ce se
aseamdnd din punct de vedere chimic cu cea a ADN-ului donor, deci prezintd o
homologie de baze

— este intaInita in transformare
— in unele forme de transductie si conjugare

— implicate mai multe enzime dintre care recA-proteina si recBC nucleaza -
recombinarea legitima se mai numeste recA-dependentd

— consta in integrarea de ADN suplimentar intr-un replicon
— este recA-independenta
— exemple de recombinare heterologd sunt

« integrarea plasmidului F

« integrarea unor profagiin cromozom

« transpozitia elementelor genetice mobile

Recombinarea secventelor de ADN

 forma deosebitd de recombinare nelegitima genetica
in vitro —~ CLONAREA GENELOR

— plasmidele usor transmisibile de la o bacterie la alta sunt
folosite frecvent ca vectori pentru transferul si clonarea de
material genetic

« de la o bacterie la atta
« ntre organisme foarte indepartate din punct de vedere fiogenetic

— Prin aceasta tehnica se introduc in genomul bacterian gene
care codificd sinteza unor substante a cdror obtinere pe
cale chimicd ar fi fie imposibild, fie foarte costisitoare:
interferoni, insulind, STH etc.

— Bacteria preferata a ingineriei genetice - Escherichia coli

VARIABILITATEA BACTERIANA

« modificarea comportamentului celulei
bacteriene sau a descendentilor ei

* variante:

« VARIABILITATE FENOTIPICA

—modificari morfologice sau fiziologice de tip
adaptativ;

—nu se transmit ereditar;
—genomul nu este afectat

« VARIABILITATE GENOTIPICA
—modificari definitive ale materialului genetic
—se transmit descendentilor

MECANISMELE VARIATIEI GENOTIPICE

» mutatie

« transfer genetic + recombinare genetica




MUTATIA

« modificare accidentald in secventa
nucleotidica a unei gene — modificari ale
mesajului genetic

* apar prin:

—substitutii la nivelul materialului genetic
—inversii

—insertii

—deletii

Submicpdie

MUTATIA ADN
abcDhDe
SUBSTITUIRE
aniaticticdoie
INSERTIE
ab JEU e
a £8de

MUTATIA

« mutatia spontana:
—apare in conditii de mediu obisnuite, fara
interventia unui factor decelabil
« mutatia indusa:
—se produce sub actiunea unor factori fizici sau
chimici = factori mutageni
« mutatia punctiforma:
—alterarea unui singur nucleotid, a unui singur
codon

MUTATIA

« mutatia extinsa:
— afecteazd secvente mai mari ale uneia sau mai multor
gene, alterdrile depdsind limitele unui codon
« mutatia regresiva (retromutatie):

— afecteazad celule mutante; determind revenirea
acestora la tipul initial restabilind secventa
nucleotidicd originara

» mutatii supresoare:

— permit exprimarea functiei anterioare a genei desi
persistd o modificare a secventei bazelor nucleotidice

MECANISME DE TRANSFER ALE
MATERIALULUI GENETIC

 transformare

« transfer mediat de
bacteriofagi
(transductia,
conversia lizogenica)

Iransduction

e conjugare

Transformation

TRANSFORMAREA
bl
din alte surse l

1928 — Griffith — experiente
referitoare la virulenta
pneumococilor fata de
soarecele alb l
ADN — patrunde in celula
Recombinare genetica —
inlocuirea unei secvente T
nucleotidice omologe
Dobandirea unui caracter
genetic nou




TRANSDUCTIA

« transferul unui fragment genetic cromozomal sau
extracromozomal prin intermediul unui bacteriofag
— bacteriofagul = transductor
— bacteria receptoare = transductant

TRANSDUCTIA

« infectia donorului

« replicarea fagului si degradarea ADN-ului celulei gazda
« asamblarea particulelor fagice

« eliberarea fagilor

« infectia receptorului

« recombinare

TRANSDUCTIA
e = =
=3 =
= &

Conjugarea

« transferul de material genetic de la o bacterie
donoare la una receptoare printr-un proces de
Tmperechere, ce se realizeaza prin contactul direct
dintre cele doua celule.

* se pot transmite
— plasmide
— gene cromozomiale (prin intermediul factorului F*)

CONJUGAREA

2 celule prin piii d - -
a2 celu 'pnn pii de sex -’/_\-I _-/H“\‘. :“, \'. !/_\‘

— punte specificd de conjugare

donor - acceptor A f\\
: Um ==
— endonucleaza cliveazd o catend 4
a ADN circular d.c. intr-un punct | | | | |
specific B al [\ : \ \ /
— transferul catenei in celula

receptor

— pe ambele catene de ADN

(ramasa si transferatd) se

sintetizeazd prin Iﬁ (- ﬁ !
complementaritate structura U" U
dublucatenard

- celula receptor =
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