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Topicos

Conceitos basicos de gendmica

— Diversidade de procariotos

— O que é um genoma?

— Estrutura de genomas em procariotos
— Como sequenciar um genoma?

Evolucao de genomas
— Perda de gene / reducdo de genomas
— Ganho de genes
— Duplicacao
— Tranferéncia lateral
— Rearranjos

Anotacdo de genomas
Desdobramentos

— Metagenomica
— Biologia de sistemas



Diversidade de procariotos
A arvore da vida

A divisao dos organismos em trés dominios ou super-reinos (abaixo) foi
proposta por Carl Woese com base na analise do RNA ribossomal 16S e
depois corroborada pela analise de proteinas e outros dados
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sal common ancestor.



Diversidade de
procariotos

A arvore da vida

Much like the physical sciences
community has coordinated to define and
understand the universe’s dark matter,
microbiologists have embarked on a
similar voyage using DNA sequencing to
discover the hidden diversity and genetic
potential of Earth’s microbiomes.

As a result, we are rapidly and
continually growing new
branches on the tree of life

Blaser, M. J., et al. (2016). Toward a Predictive
Understanding of Earth’s Microbiomes to
Address 21st Century Challenges. mBio, 7(3),
e00714-16.
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Genoma
Definicao

Corresponde a todo o material genético em uma célula/organismo ou
virus, incluindo tanto regides codificantes como regioes nao-
codificantes

Estrutura
e Formado por um ou mais replicons caracteristicos da espécie,
incluindo cromosomos, plasmideos e outro elementos extra-

cromossomais (e.g. operon ribossomal das mitocondrias em T. cruzi).

e Os replicons podem ser lineares ou circulares e feitos de DNA ou
RNA.



Genomas: historico

Primeiro genoma completo (1974)
— Fago ®X174 (RNA)

Primeiro genoma de uma bacteria (1995)
— Haemophilus influenzae: foi também o primeiro feito com “Whole-genome random sequencing’

U

Primeiro genoma de eucarioto (1996)
— Saccharomyces cerevisiae

Primeiro genoma de um animal (1998)
— Caenorhabditis elegans Strain:Bristol N2

Genoma humano (2001)
* Craig Venter vs. International consortium

1000 Genomes (2012)

Genomas Online Database
* Quase 40000 projetos de sequenciamento de genomas em Feb/2014



Genoma: tipos de moléeculas

Organismo Elemento |Acido nucléico Descrigcao

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 sao muito raros em eucariotos

Cromossomos

- Codificam genes essenciais para o organismo

- Codificam os genes necessarios para replicagao e
segregacao

Plasmideos Nucieold

- Usam as polimerases do cromosomo

- Controlam seu numero na célula

- Codificam genes para segregacao

Plasmids




Genoma Definicao: o conjunto de toda a

Pra————r informacéao genética de um organismo,

N euc ariotos incluindo tanto regioes codificantes como
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DNA: procariotos
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Genes e genomas

Gene: regiao de uma sequéncia
genOmica que corresponde a uma

unidade de heranca e contém a
informacao necessaria para produzir
uma ou mais proteina e/ou RNA,
podendo incluir também as regides
regulatodrias e/ou outras sequéncias que

Prokaryotic Genes regulam sua atividade
Operon
|

Transcription Translation
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transcription

Dogma central da biologia
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Genomas de procariotos: operons

Lactose operon
1 kb

| I

lacZ lacY lacA
I ———— \5

Término de
transcricao

Regiao regulatoria
(promotor, etc.)

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

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

Agregar genes con funcoes relacionadas em operons permite
coordenar a expressao desses genes usando um unico fator de
transcricao

Como nao tém nucleo, as bactérias executam transcricao e
traducao no mesmo compartimento, o que permite aos genes
em operons acoplar os processos de transcricao, traducao e
formacao de complexos, resultando em maior eficiéncia
(hipotese de “genomic channeling”)



Sintese de Proteinas: traducao
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Proteinas: estrutura
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RNA: tipos
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MRA pragie §irend

RNA: estrutura
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Genomas: como conseguir um?

Sequenciamento de DNA
Método Sanger

(A) Initiation of strand synthesis  (B) A dideoxynucleotide

Primer 0 o- o
SIﬁT' 3’  Template DNA I I I
RN NN NN NN ‘O—P—-O—P_O_P_O_CHZ

0

3’ 5’ Il Il Il
TTT 0 0 0
S‘T_rn,. 3¢
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3 TTT 5 \ *
5 3’ % Position where the
ml,LLJ,LI_LLLI_I_LLJ_L -OH of a dNTP is
3 TTTY5 replaced by -H

A 4

(C) Strand synthesis terminates when a ddNTP is added
»ddA »ddA
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(A) ddA @ ddC @ 4dNTPs - each with a
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1 Sequencing reactions,
fractionation of products
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e ddG \
Fluorescent bands
move past the detector

Imaging system

Detector

(B)
CACCGCATCGAAATTAACTTCCAAAGTTAAGCTTGG




Genomas: como conseguir um? ;’

Shotgun sequencing (1995)

Comeca com a (laboriosa) construcao
de uma biblioteca de vetores
contendo fragmentos do genoma

Dependendo do tamanho e
complexidade do genoma, duas
estratégias poderiam ser utilizadas:

a) Genoma total (“whole genome”)
b) Hierarquicos (BACs)

O método de sequenciamento Sanger
precisa de grandes quantidades de
DNA e cada um de seus produtos tem
que ser processado em um unico
capilar

N

Cloned genomes

Multiple genomes are sheared
into variable sized segments

Unordered sequenced
segments

Computational automated
assembly
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TTTCATTCAGTAAAAGGAGGAAATATAA
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Cloned genomes

Genome divided into large
segments of known order,

Ordered genome
segments

Multiple genome portions are
sheared into variable sized
segments

Unordered sequenced
segments

Computational automated
assembly

Resulting overlapping
sequenced segments, (The
higher the coverage the better
the quality of the sequencing.

Overlapping sequences
segments combined to construct
the genome consensus.




Sequenciadores de 2% geracao (2007)

Construcao da biblioteca

Plataforma 454
PCR em emulséao

Deposicao na placa
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Reacao de Pirosequenciamento

A miniaturizacao e a automac¢ao permitiram o aumento da escala: genomas em dias
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Sequenciadores de bancada
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Minion: sequenciador de bolso

454 GS Junior lon Torrent PGM - Personal MiSeq
(Roche) Genome Machine (Hlumina)
(Life Technologies)

Source: lllumina, lon Torrent, and Roche



A melhor tecnologia de sequenciamento de DNA?

eimantiperec  Depende da aplicacao...

Assembly of
genome de novo

Features Technologies
Snea’;;si" ey Paired reads SOLID
SNP identification  Accurate reads 454 GS FLX
Resequencing Pacific

mgltﬂ; in E length] Biosciences

Non-coding RNA @b‘"i Solexa
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Assembly by
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Identify protein
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Metagenomics

Figure 2 | Selecting a technology for an experiment. The yellow boxes represent
different experimental approaches. The lines from each experimental approachlead to a
‘wish list’ of features (brown boxes) that are especially useful for the successful execution
of an experiment or analysis. The features are then linked to the technologies that
provide them. SNP. single-nucleotide polymorphism.

MaclLean D, Jones JD, Studholme DJ. Application of 'next-generation'
sequencing technologies to microbial genetics. Nat Rev Microbiol. 2009
Apr;7(4):287-96. doi: 10.1038/nrmicro2122.

Sims,D. et al. (2014) Sequencing depth and coverage: key considerations in
genomic analyses. Nat. Rev. Genet., 15, 121-32.
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Comparacao da plataformas de sequenciamento

Platforma

[llumina

[lumina

[lumina

[lumina

[lumina

[lumina

lon

PacBio

Roche 454

SOLiD

SOLiD

Instrumento

HiSeq X Ten

NextSeq 500 HO

HiSeq HO v4

HiSeq Rapid Run

MiSeq v3
MiSeq v2

Proton |

PacBio RS 1|

GS FLX+

5500xI W

5500

Reads

375,000,000

400,000,000

250,000,000

150,696,000

25,000,000

16,000,000

60,000,000

47,000

700,000

266,666,667

81,500,000

Comprimento

300

300

250

300

600
250

200

8500

700

100

100

Erro

substitution

substitution

substitution

substitution

substitution

substitution

indel

indel

indel

A/T Bias

A/T Bias

Notas

Whole human genome sequencing only.

Exoma, transcriptomas, genoma completo e
resequenciamento.

Sequenciamento de novo e resequenciamento de genomas.

Same as HiSeq run, except option available for faster run
time, slightly less reads

Opcao mais rapida da lllumina. Custo por base > HiSeq.

https://genohub.com/ngs-instrument-guide/

Reads mais longos dentre os sequenciadores em uso

Good for sequencing of small genomes.

High throughput, good for re-sequencing.




Anotacdao de genomas

Consiste na tarefa de identificar cada regiao ou regides do genoma
que possuem alguma atividade (funcdo biolégica) e/ou histéria
independentes

* Anotacao estrutural
* Achar genes e identificar as ORFs

 |dentificar elementos reguladores, como regidoes promotoras e
terminadoras de transcricao

* Achar as origens de replicacao

e Anotacao funcional
* Atribuir aos genes uma funcao com base na sequéncia (IAE)
* |dentificar elementos modveis



Anotacao estrutural: como achar um gene?

GGGGTTCGGGGAGCAATGGAACAGGGAAGTCAGTTAAGCCGGTATCAATGAAATGTCGGAGCGCTGGTAGCACAGCAATGCTTGTACT
TCCGCCCACTGCCACATGGGCACTGATCATTTCTCCCAATCTTAGGACCTTGTCTGCGTAAAGGCCCTTGGGTTGCCAATTGGCGATG
TGAGGCAAAGTAGCGATAGATGTGCGTCAGTCCGGCAATCAGGGACTGAAGCAACTCATCGCGTTTGTCCGGCGCAATCTCTGGCGGG
CGCATGGCGGGATCAGGATCATGTTCATGGGTCAAGATCATGATTGGCAGCATGGGCCCGCCAAATTCTTCGCTGCCGATCAACTCTT
GCCAACTATTGGGCCGTAATTGAATGCCGCGCATGAAACCACGTGCCCAGTCGTTACCGTGTACGGCCCCATCCGCATCTTCGAGTAG
CACGGGAAGGTAGACATCGTCTTTCTCCAGAGTGCGGAACAATTCTGATGCAATCGTGTTCCAGTGCCGCATGACCAAGCCAAGAATT
TCGGCGGCTTGGTCATTGCTGTCGAAGCAATGGTCTTCCCCGAATACTTGTGGGCAGTGTTCGCTGGGCAAAACCGTTTCTGGACCAC
AAATGAGTGCGGCAAAGAACCCATCGAGCATTTCGAGATTCATTGCAGGTGCGCCGACTCCTTCGAGAAAGTCGCCCAGCCGATCAAG
CTGGGCATCGTTCAACGGTTGTTGCGTCATTTGTTGCATGGTGAATTTCCAAGGTTTTTAAGGATCATTCGGTTTGGTCAACGGTCTC
AGCTCGCCGCGCGCGACAGCTTCCGGCACCGAGAACGAATAGCGTCCGAGCATGTTGATGTGCTCGTGGCCGAACGGCGACAGCCGTG
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Anotacdao de genomas

G 6c6e TAGETCACTCAT TTACACTITATGCTTCCRGETCOTATGT TTCACACAGGAAACAGTATGACCATGATTACGGAT TTTACAACGTCGTGACTGGGARRACCCTGGLETTACCCAACTTARTCGECTT
TTGECTG6T
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Anotacao funcional

Associacao dos elementos estruturais e/ou seus produtos (RNA e
proteinas) com atividades e processos biologicos

Muitas vezes limitada a descricoes textuais de cada proteina/gene

>gi|113373879|dbj |BAF03560.1| clam ADP-ribosylating protein CARP-1
MPAGKYLYRVLRDDEDPSKGLSARNPGATTAKVSSHVNGLKRSPYISTTASKHAAQAFYWLSVKKWA
KKNKKEREDPQKTFKIVEIDKDTLIKENKSVEVIDLSDKSVRDEYLKGNKKLONYAAKYEEVLVKGF
IPANCVKEIHLAALTDTESSSEGYKENDYDVDTDDLVAGAAGMTLNKP

>gi|108759255|ref|YP _634578.1| hypothetical protein MXAN 6455
MATLLALLLLTLPVKPENPGSAGAPPASQADSTRYVFAWRGVPVGTVTLKLEPGRFTYVSQHLHTRA
GKAGARRREQSLAVDAQGRVRGSPAVPQALWLWKGVPAVGCVVGREELTGREGPHCVTRVEDRRVEG
TLLGTAFQARYGADGOMEALEVGDSRFTVAAPGERLRAPPELFADGLPVEGARGALSLEPPLDVPAR
PAGLTPWNAAAARALAAEVHAAFPEKTPGGADWSEDGEGEAGGCLAHALRFAAGARARGVKVALVHG
LLVVDGGPARPHAWVRVALSKGGTLDLDPTSLDEVSPQTHLPTALAEAQGPALEAGARWLSLLRGAH
RVVRRP



Anotacao de genomas:
exemplo de anotacao funcional

KEGG
BlastP PFAM COG EC #

codon inicial dominio grupos ortologos via metabdlica
nome nome nome nome
produto produto produto produto

Vizinhos Blast vs.
clusters Trans_

operons Nimero TC Duvida

Completa

nome
produto
tamanho

frameshift Ny localizacao [Ny confirmacao
baixa
qualidade

Incompleta €= Registrar {—, |—}

Duavida Completa observacoes

numero EC
cat. primaria
cat. secundaria




Genomas: historico

Primeiro genoma completo (1974)
—Fago ©X174 (RNA)

Primeiro genoma de uma bacteria (1995)

—Haemophilus influenzae: foi também o primeiro feito com “Whole-genome random
sequencing”

Primeiro genoma de eucarioto (1996)
—Saccharomyces cerevisiae

Primeiro genoma de um animal (1998)
—Caenorhabditis elegans Strain:Bristol N2

Genoma humano (2001)
* Craig Venter vs. International consortium

1000 Genomes (2012)

Genomas Online Database
* Quase 40000 projetos de sequenciamento de genomas em Feb/2014



Genomas de procariotos

>gi|49175990 | ref| NC_000913.2| Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655,
complete
AGCTTTTCATTCTGACTGCAACGGGCAATATGTCTCTGTGTGGATTAAAAAAAGAGTGTCTG
ATAGCAGCTTCTGAACTGGTTACCTGCCGTGAGTAAATTAAAATTTTATTGACTTAGGTCAC
TAAATACTTTAACCAATATAGGCATAGCGCACAGACAGATAAAAATTACAGAGTACACAACA
TCCATGAAACGCATTAGCACCACCATTACCACCACCATCACCATTACCACAGGTAACGGTGC
GGGCTGACGCGTACAGGAAACACAGAAAAAAGCCCGCACCTGACAGTGCGGGCTTTTTTTTT
CGACCAAAGGTAACGAGGTAACAACCATGCGAGTGTTGAAGTTCGGCGGTACATCAGTGGCA
AATGCAGAACGTTTTCTGCGTGTTGCCGATATTCTGGAAAGCAATGCCAGGCAGGGGCAGGT
GGCCACCGTCCTCTCTGCCCCCGCCAAAATCACCAACCACCTGGTGGCGATGATTGAAAAAA
CCATTAGCGGCCAGGATGCTTTACCCAATATCAGCGATGCCGAACGTATTTTTGCCGAACTT
TTGACGGGACTCGCCGCCGCCCAGCCGGGGTTCCCGCTGGCGCAATTGAAAACTTTCGTCGA
TCAGGAATTTGCCCAAATAAAACATGTCCTGCATGGCATTAGTTTGTTGGGGCAGTGCCCGG
ATAGCATCAACGCTGCGCTGATTTGCCGTGGCGAGAAAATGTCGATCGCCATTATGGCCGGC
GTATTAGAAGCGCGCGGTCACAACGTTACTGTTATCGATCCGGTCGAAAAACTGCTGGCAGT
GGGGCATTACCTCGAATCTACCGTCGATATTGCTGAGTCCACCCGCCGTATTGCGGCAAGCC
GCATTCCGGCTGATCACATGGTGCTGATGGCAGGTTTCACCGCCGGTAATGAAAAAGGCGAA
CTGGTGGTGCTTGGACGCAACGGTTCCGACTACTCTGCTGCGGTGCTGGCTGCCTGTTTACG
CGCCGATTGTTGCGAGATTTGGACGGACGTTGACGGGGTCTATACCTGCGACCCGCGTCAGG
TGCCCGATGCGAGGTTGTTGAAGTCGATGTCCTACCAGGAAGCGATGGAGCTTTCCTACTTC
GGCGCTAAAGTTCTTCACCCCCGCACCATTACCCCCATCGCCCAGTTCCAGATCCCTTGCCT
GATTAAAAATACCGGAAATCCTCAAGCACCAGGTACGCTCATTGGTGCCAGCCGTGATGAAG
ACGAATTACCGGTCAAGGGCATTTCCAATCTGAATAACATGGCAATGTTCAGCGTTTCTGGT
CCGGGGATGAAAGGGATGGTCGGCATGGCGGCGCGCGTCTTTGCAGCGATGTCACGCGCCCG
TATTTCCGTGGTGCTGATTACGCAATCATCTTCCGAATACAGCATCAGTTTCTGCGTTCCAC
AAAGCGACTGTGTGCGAGCTGAACGGGCAATGCAGGAAGAGTTCTACCTGGAACTGAAAGAA
GGCTTACTGGAGCCGCTGGCAGTGACGGAACGGCTGGCCATTATCTCGGTGGTAGGTGATGG
TATGCGCACCTTGCGTGGGATCTCGGCGAAATTCTTTGCCGCACTGGCCCGCGCCAATATCA
ACATTGTCGCCATTGCTCAGGGATCTTCTGAACGCTCAATCTCTGTCGTGGTAAATAACGAT
GATGCGACCACTGGCGTGCGCGTTACTCATCAGATGCTGTTCAATACCGATCAGGTTATCGA
AGTGTTTGTGATTGGCGTCGGTGGCGTTGGCGGTGCGCTGCTGGAGCAACTGAAGCGTCAGC
AAAGCTGGCTGAAGAATAAACATATCGACTTACGTGTCTGCGGTGTTGCCAACTCGAAGGCT
CTGCTCACCAATGTACATGGCCTTAATCTGGAAAACTGGCAGGAAGAACTGGCGCAAGCCAA
AGAGCCGTTTAATCTCGGGCGCTTAATTCG...

Origin of replication
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Gene Map of the Mycoplasma pneumoniae Genome
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Genomas completos

T e 1p2R4

= e T - : - 1p36

21 plasmideos, alguns lineares 1p3§
Cromossomo de ~930Kb

Ip54




Streptomyces

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 (165-235-53)
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.

Bentley,S.D. et al. (2002) Complete genome sequence of the model on
actinomycete Streptomyces coelicolor A3(2). Nature, 417, 141-7. 33



Evolucao de genomas

A medida que duas linhagens de organismos divergem, seus genomas
tendem a mudar pela fixacao de certos eventos que produzem
mudancas em escalas que vao de um gene a cromossomos inteiros.

Esses eventos podem ser separados nas seguintes classes:

— Ganho de genes
* Duplicagao génica (paralogos e familias génicas)
* Duplicagao de cromossomos inteiros (poliploidia)
* Transferéncia lateral (xendlogos)

— Perda de genes

— Rearranjos cromossOmicos
— Mediada por elementos méveis

— Mediada pela recombinacdo entre cromossomos irmaos durante a replicacao
— Incluem fendbmenos como inversoes e translocacao de regides do genoma



Genomas: variacao de tamanho em microorganismos

Bacterial genomes <1Mb: e

B ri nomes >5.5Mb:
Mycoplasma spp. B » ;
Ureaplasma urealyticum Escherichia coli (some), Ralstonia sofanacearum

; Photorhabdus fuminescens, Baciffus anthracis
Phytop t ; ; A ;
Me};tgg/:gnnj gjrjg,s Burkholderia mallei, pseudomallei

Wigglesworthia glossinidia goca;dia fargink p——
Buchnera aphidicola seudomonas aeruginosa, putida, syringae

O
O 8 @)
; . Nostoc sp., Bacteroides thetaiotaomicron
?ﬁch;,r:fr:g;a;lhofd?er;us O ON®) Photobacterium profundum
Bo rf oli ay arinii PP ® OXO®) @) Sinorhizobium meliloti
g O OO0 (@) @) Rhodopirellula baltica, Mesorhizobium loti
(ON®) ®® o O @) Streptomyces coelicolor, avermitilis
OO 00 ® © (©]@) Bradyrhizobium japonicum
OO0 000000 O O 0000
OO0 000000 O O 0000 = e S
O 00000000 0O O 0000
00 O00O0O 0000 0O O 0000

©)
00 0000 0000 OO 0OO0OO 000 ©)
00 0000 OOOO0 OO0 0OO0O0O 00O ©)

00 0000 OOO0O0 OO0 OOO0O OO0 0O

00 0000 OOO0O0 OO0 OOOO OOOO0O 0O O ©)
OO0 OOO0O OOOO OOOO OOOO OOOO OO0 O O © O

1 2 3 4 5 6 { 8 9 10 11 Mb
OO0 O ee eCeo® o (@) @ @) @)
Os 4 000, 4 (@)
@ @ A
® ©
@
@
@ Cryptosporidium spp.
Guillardia theta ®
Nanoarchaeum ®
equitans
CCBVMimivirus Encephalitozoon Methanosarcina ;
cuniculi ACEINOEERS Ashbya gossypii OBacteria
Insights on biology and evolution from microbial genome ® Archaea
sequencing
Claire M. Fraser-Liggett O EUKarya
O Viruses

Genome Res. 2005 15: 1603-1610
Access the most recent version at doi:10.1101/gr.3724205



Perda de genes: arquea
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Perda de genes: bactérias simbiontes
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Reducao de genoma: organelas de eucariotos

Cytb 12S rRNA

Mitocondria humana ND1
16569 bp

Cloroplasto de arroz

136 kb

colll .
ATP6 ATPS coii

B Respiratory complex gene
&S Ribosomal RNA gene
. Transfer RNA gene

8 Photosynthesisgene [ Ribosomal proteingene [l Transfer RNA
@S RibosomalRNAgene il RNA polymerase gene gee

Endosimbiose de proteobactérias (mitocondria) e cianobactérias (cloroplasto) seguida de
reducdo e transferéncia de genes para o nucleo



Ganho de genes: duplicacao génica

Paralogos: divergem por duplicagdao do gene codificante. Tendem a ndo preservar

a funcgao original

Ortdlogos: divergem por especiagao, ou seja, pela separacao de duas linhagens de
organismos. Tendem a preservar a mesma fun¢do do ancestral

Paralogs
Paralogs
Paralegs
I Paralogs l
Orthologs Orthologs
Al A2 B1 B2
\ '
Species 1 Species 2
Species 2 Species 7
Divergence of ‘
species
Paralogs
Gené ) Gene B
i } | Gene duplication
~ #

Ancestral gene
in ancestral species

Exemplo
Duplicacdes dos genes tsr
em X. citri e X. campestris

ar

82

w
o

76|

100

a7

® Duplicacao

73 XCC1869

Q30965_RHILE
AAR34516_GEOSL
AAR34670_GEOSL

@1 * XAC1897
' ’9-3‘ XCC1880
XAC1899
79— XAC1902
80 XCC1884
’1‘30 XCC1876
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B7 gz XAC1895
? E-PO r,# XAC1894
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T?"‘-‘.'-, —— XAC3132
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: 100 XCC2047
XAC16886
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100

100 QBOYS50 BRAJA
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Ganho de genes: transferéncia lateral
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Rearranjos gendmicos

Comparacao do genoma de diferentes linhagens de E. coli e Shigella
Sao visiveis regides homodlogas com mais de 1000 pares de bases (1Kbp)
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Rearranjos: efeito a longo prazo
Quanto maior o tempo de divergéncia entre dois organismos, menor o grau

de conservacao da ordem de seus genes.

A figura abaixo mostra a comparacao da ordem dos genes em Escherichia coli (eixo X) com a observada
no genoma de varias espécies de procariotos (identificadas no eixo Y), incluindo algumas arqueas (no
alto).

Cada ponto no grafico representa trés genes de E. coli cujos ortélogos sao encontrados na mesma ordem

no ggagma indicado no eixo Y. Escherichia coli
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Metagenomica

I

METAGENOMIC DNA FRAGMENT

isolation of DNA from manipulation of DNA
environmental sample M TAGENOMI: ONA

get - Ngation of fragments
Activity-based screening with vectors

Sequence-based screening

—~—&D CULTURED £ col

EXPRESSION OF COLONES
. DIFFERENT PROTEINS Construct library
1 analysis

Metagenomic library collection

Biodiversity conservation




Bactérias nao cultivaveis e Metagenomica

® Apenas 1% das bactérias existentes no ambiente sao
cultivaveis

®* Metagénomica
— ldentificagao de microrganismos nao cultivaveis

— Genes com algum interesse especifico presentes em diferentes

amostras ambientais.



Metagendmica oral

Diversidade de bactérias da cavidade
oral (1Gbp sequenciados).

A esquerda: diversidade taxonémica
na amostra (frequéncia relativa dos
taxons)

A direita: contrbuicdo relativa de
cada grupo para o repertério de
genes codificantes do ecossitema
bucal

A analise revelou que individuos
sadios possuem flora bucal com
excesso de genes para percepecao da
populacdo (“quorum sensing”) e
peptideos antimicrobianos

ABCDEFGHI JKLMNOPQRSTUV Z

Belda-Ferre et al (2012) The oral -
metagenome in health and disease. ISME J.

2012 January; 6(1): 46-56.

doi: 10.1038/isme;}.2011.85 W“""” Lo M ﬂ‘m* WW




Metagendmica oral

Os autores procuraram
bactérias com atividade
anti-carie entre as bactérias
menos frequentes na boca
de individuos doentes ms
abundantes na boca dos
sadios.
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Biologia de sistemas

A introducao da genOmica possibilitou o acesso ao repertdrio completo de
genes (genomas) para organismos modelos

Os avancos da gendmica foram acompanhado pela introducao de
tecnologias e procedimentos que permitem a caracterizacao do estado de
muitos, quando nao todos, esses genes e seus produtos em um ou mais
experimentos.

Os métodos e procedimentos usados na obten¢ao simultanea de dados
biolégicos em larga escala recebem o nome um tanto infeliz de “6micas”

A disponibilidade de dados em larga escala inspirou a construcao de
modelos globais do funcionamento da célula, dando origem a area hoje
conhecida como biologia de sistemas



Biologia de sistemas:
precursores e/ou prérequistos

* Transcriptomica: niveis de expressao génica, ou seja, a
qguantidade (relativa) de moléculas de RNA para cada gene

* Protebmica: a concentracao de todas as proteinas numa
dada situacao

 Metaboldmica: a concentracao de todas as pequenas
moléculas dentro da célula



Biologia de sistemas
modelos globais de vias metabadlicas

Borrelia burgdorferi

A sequéncia do genoma de
B. burgdorferi possibilitou a
Inferéncia e analise das vias
metabdlicas e mecanismos
de transporte e
patogenicidade
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Banco de dados KEGG

http://www.genome.jp/kegg/kegg2.html

 Um dos melhores repositorios que disponibiliza vias
metabodlicas para organismos com genomas completos

 Contém mapas, tabelas com gene ortdlogos, modelos
de reacdes biogquimicas e outros

* Os dados podem ser baixados em formato compativel
com ferramentas de analise usadas em enzimologia e
biologia de sistemas



Perguntas

e Que estilo de vida é o mais comum entre
bactérias com genoma reduzido?

* Que fendmenos podem alterar a ordem dos
genes ao longo da evolucao dos organismos?



Demonstracao

* Plasmideo pXAC33 no NCBI
 BLAST de uma proteina

e Breve olhada no KEGG



Referéncias

Microbiologia de Brock (132 edicao)

— Unidade 3: Biologia Molecular e Expressao Génica

— Capitulo 12: Genbmica de Microorganismos

— Unidade 6: Evolucao e diversidade de microorganismos

Fundamentals of Biochemistry (Voet, 42 edicao)
— Capitulos 24 a 28

Genomes 3
— Texo mais avancado
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