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Material genetic dels bacteris

®* Cromosoma

v DNA

v Circular

v Bicatenari i antiparal-lel

v Haploide (alguna excepcid)

® Material genetic extracromosomic

v Estructures i elements genetics mobils (ex. plasmidis, cosmids, transposons, etc.)
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Variabilitat genetica en bacteris

] Per mutacions ATCATCAT

v/ Canvis o variacions del material genetic d'un organisme ATClC/TCAT
v" Heretables o
=0

ey O —0 —0 > EVOLUCIO
Q o : _ "
0 —0 0 Variants genétiques

Poblaci6 clonal \Q Q
0

v’ Causes:
" Mutacions espontanies (ex. error en la replicacié del DNA)
" Mutacions induides per agents mutagénics (ex. acid nitros, radiacions ionitzants)

v’ Mutacions puntuals: afecten a una parella de bases
" Sinonimes
" No sinonimes

v" Mutacions cromosomiques: duplicacions, insercions, deleccions, inversions



Reparacio de lesions del DNA

= Correccio directe del DNA danyat
= Eliminacio de la regio lesionada i reparacio

Rayos X Rayos TV Lgentes alquilantes
., . Cis'_Pt ) }Edroca{buros policiclicos
0 Reparacid directe de DNA Ra“‘jl“ e cxene e Errores de eplicacién \
\
v' Fotoreactivaci (fotoliases) s B | 7

O Reparacio per escisio de DNA
v Per escisi6 de bases (BER)

v Per escisi6 de nucleotids (NER)
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v Reparacié per mal aparellament de bases I v
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Exo strand Exo

v Reparaci6 per recombinacié de

trencaments de doble cadena DNA polimerasa lll d’E.coli



ariabilitat genetica en bacteris

1 Per transferéncia horitzontal de gens (HGT)

Mecanismes de
transferencia genetica

pe

TRANSDUCCIO
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CONJUGACIO

P

TRANSFORMACIO




Mecanismes de transferencia genetica

TRANSFORMACIO Basterlal -

DNA binding protein

Competence-specific
single-stranded DNA
binding protein

de la célula donante

(@) Nuclease

Free nucleotides

®)

v Captacio i incorporacio de DNA lliure del medi

v Depen de:
= Tamany, concentracio i estat del DNA

= Competéncia de la cel-lula receptora (Bacillus, Haemophilus, Streptococcus)

v" Tipus de gens transferits: antigens de superficie, resisténcia a antimicrobians



Mecanismes de transferencia genética

CONJUGACIO

v" Transferencia directa de material genetic per plasmidis per contacte intim entre ambdues
cel-lules (ponts d’unio).

Célula receptora F ~ Puente

de con)ugaaén Célula F *
Cromosoma Pill -
bacteriano Factor F
©
Célula F %

Célula dadora F *

v Caracteristiques dels plasmidis:
= Replicacié autbonoma
» Estabilitat
= Compatibilitat
= Transferéncia: plasmidis conjugatius 0 plasmidis no conjugatius
= Confereix propietats, com factors d’adheréncia, disseminacio, resisténcia a antimicrobians



Mecanismes transferencia genetica
TRANSDUCCIO

v Transferencia de material genétic a través d’'un
virus bacteria (bacteriofag).
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Intercanvi genetic i recombinacio

® Per mecanismes de transferéncia: transduccid, conjugacié, transformacio
® Transferéncia unidireccional de cél-lula donadora a cél-lula receptora

® Intercanvi freqlient perd no sempre s’incorpora

® Incorporaci6 parcial del material transferit

® Intercanvi genetic entre soques d’'una mateixa espécie o d’especies diferents

Tipus de recombinacio:

1. Recombinacié homologa %ﬁ =

— Recombinacio especifica de lloc ¢

2. Recombinacio no homologa E: ~
‘,-



Principals tipus de recombinacio genetica

1. Recombinacié homologa

= En qualsevol lloc del genoma
= Depenent de la proteina RecA
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Principals tipus de recombinacio genetica

— Recombinacio especifica de lloc
= Especifica de lloc

= Requereix de curtes sequéncies d’homologia entre les dues sequéencies
= |ndepenent de la proteina RecA

l att A att E.coli
att . p— W 'cos! [ e ———
att E.coli att A T
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Principals tipus de recombinacio genetica

2. Recombinacio no homologa

= No depén de la proteina RecA

= Elements genétics mobils: sequéncies d’'insercié (IS), transposons (Tn), integrons (In)
= Procés de transposicio

= |ntegrat en el cromosoma o en plasmidis

Transposons

Composite transposons, e.g. Tns
ISS0L

IR IR IR IR
Insertion sequences P — 4 -—— %
FOR p FDR
1 neo™ ANA l
IR IR N\lM RNA = Vl\/‘
FD? 1 .F DR neomycin phosphotransferase fransposase
AN ANA Transposons lacking terminal IS, e.g. TnA
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ransposase resolvase beta-

laclamase



Efecte de la recombinacio bacteriana

v Nous genotips en la poblacié
v  Estructura mosaic de gens
v Incongruencies en les filogénies

Exemple: Gens en mosaic

Alteracions en les proteines d’unié a penicil-lina (PBP) de Neisseria meningitidis

1 400 800 1200 1600 1920
L L [ [ [ []
PBP 2
N. meningitidis T8
sensible penicil-lina
581 AA

N. meningitidis S738

N. meningitidis 1DA

N. meningitidis K196

N. meningitidis NM1037

I M. meningitidis I V. flavescens I V. cinerea



Com es detecta la recombinacio bacteriana?

) Metodes tradicionals

"  Contingut en guanina i citosina (GC %mol)
= Us de codons

"  Composicié en aminoacids

"  Estructures mosaic de gens

" Incongruéncies en els arbres filogenetics

4 43 1 1

Test de Sawyer (1989)

—>» Meétodes de distancia: PRYPHO ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ
S S S S S SN

Metodes de compatibilitat: Reticulate

) Meétodes de detecci6 de recombinacio

_)
H —» Metodes filogenetics: RDP, BootScaning, Partial Likelihood, Triple
_)

Programa RDP4
14 analisis

Distribucio de substitucions nucleotidigues: GENECONYV, MaxChi, Chimaera

1 Analisi del desequilibri de lligament (Index d’associacio 1,)
v' Estudis de genetica de poblacions bacterianes de varios gens (loci)

v" Equilibri de lligament (1, = 0) - RECOMBINACIO



Recombinacio en les poblacions bacterianes

? QUINA ES LA
-
e

FREQUENCIA DE
RECOMBINACIO?

Gens essencials

Cromosoma

Varien poc, conservats BAIXA

\

v" Gens accessoris,
prescindibles

DN NI NN

Mutacions puntuals v llles de patogenicitat,

profags, plasmidis,
transposons
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ELEVADA




Treball de recerca

Estudi filogenetic del complexe

d’especies d’Aeromonas hydrophila

'l

Dos exemples de recombinacio:
v Gen recA
v Gen dnal




El génere Aeromonas El complexe d’espécies d’Aeromonas hydrophila

= Aeromonas hydrophila

;- A. hydrophila subsp. dhakensis
CaraCte”SthueS generals A. hydrophila subsp. hydrophila

A. hydrophila subsp. ranae

.y y A. salmonicida subsp. smithi
Catalasa i oxidasa positius S&IMOnICIca subsp. smithia

= Aeromonas aquariorum

v Classe y-Proteobacteria - Aeromonas bestiarum
v' 25 espécies .
_ _ = Aeromonas popoffii
v" Bacils gramnegatius o
v Psicrofil Sfils (29-379C = Aeromonas salmonicida
SICIoMIS 0 Mesonis ( ) ) A. salmonicida subsp. achromogenes

v" Anaerobis facultatius A. salmonicida subsp. masoucida

o A. salmonicida subsp. pectinolytica
v" Quimiorganotrofs A. salmonicida subsp. salmonicida
v
v

Majoria mobils per flagel polar

= Aeromonas piscicola

; _ Grup d'hibridacié Espécie Com;fletx
B DNA-DNA fenotipic
S e A. hydrophila subsp. hydrophila
HG1 A. hydrophila subsp. ranae
v" Habitat: ecosistemes aquatics naturals A. hydrophila subsp. dhakensis A. hydrophila
(aigua dolga i marina) HG2 o bestiaram (mobils/ mesofils)
v' Patodgens primaris de peixos i altres A. salmonicida subsp. achromogenes
animals A. salmonicida subsp. masoucida
v Patogens oportunistes de 'home HG3 A. salmonicida subsp. pectinolytica A. salmonicida
(gastroenteritis, infeccié de ferides, A. salmonicida subsp. salmonicida (Immabils/ psicrofis)
bacteriémies) A. salmonicida subsp. smithia




Estudi filogenétic

® 90 soques del complexe d’espécies d’A. hydrophila

Espécies N° soques

B Ambientals

A. salmonicida (5 subespecies) 29 .
B Cliniques
A. hydrophila (3 subespécies) 26
A. bestiarum 22
A. popoffii 5
A. aguariorum 4
A. piscicola 4

® 6 gens conservats (‘housekeeping’)

| Gen | Sequiencia ongiud o)

cpn60 parcial Chaperona Cpn60 — Plegament de proteines

dnal parcial 891 Chaperona DnaJ — Plegament de proteines

gyrB parcial 1.086 — 1.089 Subunitat B de I'enzim DNA girasa — Replicaci6 DNA
mdh completa 936 Malat deshidrogenasa (MDH) — Cicle de Krebs
recA completa 1.059 —1.065 RecA — Reparacio DNA, recombinaci6

rpoD parcial 831 — 843 Subunitat D de 'enzim RNA polimerasa — Transcripcio



Metodologia

Extracciéo de DNA genomic a partir de cultiu pur

Amplificacié del gen per reaccié de PCR

Comprovacioé dels amplificats en gel d’agarosa

0

SequenC|aC|é dlrecta del gen L AG ACAAG ACCAAATTGATTG ACTETTCCGATETT ATCCCCACCRE TECTACCOTTETEGE AGLH

f i
Nl fl IF“ f
d | /\ /\U / ; H[\ j\ull f\' \""‘ ﬂ [H A 'WI ’I'WV\ Wm |Uf\' MM‘I\ ‘
Editar les seqliéncies i fer I'alineament LA LU R : RUAE AN
Analisi i construccio6 d’arbres filogenétics Programes bioinformatics

?.-.
Dna P 3.51
DNA Sequence Polymorphism
December 18, 2000

Julio Rozas and Ricardo Rozas |
Universitat de Barc |

Detecci6 de recombinaci6




| Exemple1 |

Gen recA: Alineament multiple de sequencies (MEGA5)

iy M5: Alignment Explorer {recAx90_alin.fas}) - |E’ Iil

Data Edit Search Alignment  Web  Sequencer Display  Help

D || =@ i W oL |wB g BX % @ an [|@ 8 e

DMA Seruences |Trans|ated Protein Seguences |

Snecies fibbryv * x| [=|=|==| [=|*=]| [=|*]| |+ =
3. Abest T
Abest 1124
Abest LEOL
Abest 6244
Abest G284
Abhest AE1EZ

. Abest AEZ0Z
l0. Abhest AEZ3E
ll. ibest CEELE
1Z. Abest C5Z217
13, Abest C7451
14. adbest HEZZ
15, Abest HE73
16, Adbest L13445
17. Abest 113663
12. Abest I

RVl Lol B O F B I I

2d . A}Je' L1404

25, Apisc T

6. Apisc RO4
£7. Apisc ROD
8. Apisc R9d4
£9. Apopo T

30. Apopo L17543
21l. Apopo L17545
2. dhydr T

22, Ahwydr 1054148
34. dhydr AEODS3
25, Ahwdr ARELED
36. dhydr AE1S4
27. Ahwdr ARE1S0D
38. dhydr AEF1E
29, Ahwydr REZL1E
40. ahwdr C4330

41. Ahwdr CE174
4

Site#le?g 3: & with © wwin Gaps | |




Gen recA: Analisi de recombinacio (RDP4)

i Recombination Detection Program v:4.16: DACarpeta-Maribel\Conferencies\Seminari Recerca Farmacia-2012\SEQ 90soques\Recombinacié Ar\RDP4\recAx90_ali

-

Open 'I Save | X-Over v[ Trees v] Matrices 'I Options l Exit ]
[ TN T 7 i B i o Trees | Matices |
RDF
g ] = c&eT] RECC N EVENT NUMBER 1 4
B & TGGC o 7 Beginning breakpoint 978 (position 978 in alignment)
5 <t TG icGeT] Ending breakpoint Undetermined (1062 [position 1065 in alignment])
] I i : ‘E 5 ICBET) Recombinant Abest_L 13667
= ] = GEIGEC \CECT] Major Parent A |_HE73 (99% similanty)
E E = - :g TECT] 2 Minor Parent Unknown (Apopo_L17545)
B o = = = Hod = Probability (MC Uncorrected): 8,631 E-08
= = % BCGT G = g i Probability (MC Corrected): 1,014 E-02
5 = d j;‘ cGeT c NO ENDING BREAKPOINT IDENTIFIED
= <t E cBT6C) T} E 5 ONLY ONE PARENTAL SEQUENCE IN TRIPLET
= E & 5 E E o E Confirmation Table

5 c = g clieCT BcCBEACEAE " g d Methods # seqs detected in A P-val
= : = = i = g R ROP 4 4,996 X 1093
5 c % 2 S Cc-EA-GAG- GENECONV 2 2144 X 1092
] = 4 Gl CBREC BootScan - -
2 < g 2 ,’é HEE MarChi 4 3417X1093 -
= ] CEC TR Chimaera 4 4870 X 1093
] ] CEC TR SiScan - =
o = Bl = = PhylPro 2 Z
= 3 “GAG -
- : e U ; ;
g % TECT q 3seq 4 3012 109
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Exemple 2

Arbre
Gen dnaJ

891 posicions

“TA, salmonicida CECT7453
/ A. salmonicida 051C
A saﬁnmmdagf%Tm

LMG3756
A sa.fmonmda CECT5220
A. salmonicida 856T
A. salmonicida CECTS206
A saﬁmm‘a‘da??BT

sahnmlcﬂa
A. salmonicida 852T
A icida subsp.

Lt A _besuan}m HE73

CIP1032107
da CECTB94"

i W%ﬁ i
A. popoffii LMG175417
30; A. bestiarum LMG13445

A. salmonicida

_

A. bestiarum

100)

IA hydrophila CECTST34
a9l A hydmphvh CECT4330

=
=

iy JCM3995
(A hydrophia 1054148
"a hydrophiia JCM3976

A hydrophita CECT5236

_ A. hydrophila subsp. nydropmta CECT839"

— A. hydrophila LMG18245

A aquanorum MDC317

y\d‘mpﬂda subsp dhakn ensis LMG19560

gdrupma subsp dhakensis LMG19561
mh%subsp dhakensis LMG19565
subsp. dhakensis CECT5744R
0

______-._-
W
E

-

N\

~
88 A. salmonicida subsp. CIP149007 \
A salmonicida CECTSZCH
1001 4 sal icida CECT884"

A salmonicida subsp smn‘maCIPmd?S?R
A saimonmdasubsp masoucida CIP103210%

% A. salmonicida CECT521
A. salmonicida 086C
A. salmonicida CECT5247

) 6354
A. salmonicida CECTT7453
A. salmonicida CECT5206
A smomcrdeCECTSZH
1062548

A salmonicida CECTS5222
A. salmonicida 045C
A salmonicida subsp pecﬂmfyma CECTS7T52R

n

A popoﬁa LMG1 T544
100) A. popoffi LMG17545
A. popoffii LMG175417
A_ popoffi LMG17543

78; A. bestiarum AE163

I A. bestiarum HE22

A. bestiarum LMG13445

A. bestiarum CECTT451
A bestiarum 628A

i AAbesfmm CECTSEIT

A" hydrophia AEUS3
A hydrophita JCM3g95
EA hydrophia CECTS174

A -‘rydrcphrh CECTST34
1001A. hydrophila CECT4330

‘hydrophita CECTE236
A hydrophila CECT5738
A hydrophila CECT5233

A Piyv.fmpﬂda 1054148
LMG12665

hydrophila
A hydrophila AE215
— A hydrophila JCM3976

A hydrophila LNG13660
A, aquariorum MDC573
A. aquariorum MDC317
A hydrophila subsp. dhakensis LMG19560
A. hydrophila

subsp. dhakensis LMG19561
A. hydrophila subsp. dhakensis LMG19565
i AN . dhakensis CECT5744"

A. aquariorum MDC310
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/

Arbre
Concatenat 6 gens

cpn60
dnaJ

gyrB
mdh

recA
rpoD

5.379 posicions
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