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Organização celular dos procariontes: 
n  Uma célula procariótica típica e eucariótica típica 



A origem da vida 

q  Há 4,5 bilhões de anos.  

Quando ocorreu a origem da vida na Terra?  

q  Fósseis da vida procariótica foram encontrados em vários locais há 3,5 
bilhões de anos.  

As evidências fósseis sugerem sobre quando surgiram os primeiros 
procariotos?  



Vida microbiana procariótica em vários ambientes há 
2 a 3 bilhões de anos 



A origem da vida 

q  Há 2 bilhões de anos.  

Evidências fósseis sugerem sobre quando ocorreram a origem dos 
eucariotos?  

q  Há 1,2 bilhão de anos.  

E a vida pluricelular?  



A origem da vida 



Genômica evolutiva 

q  21%.  

Qual a percentagem de genes humanos são compartilhados com 
procariotos ?  

q  32%.  

Qual a percentagem de nossos genes são homólogos aos genes de 
todos eucariotos, mas não aos de bactéria?  



Genômica evolutiva 



Genomas procarióticos 

q  Grupo  Bacteria 

Quais os dois principais grupos de procariotos?  

q  Grupo Archea  

v  Eubactérias (bactérias verdadeiras) tais como E. coli 

v  Cianobactérias (ou algas azuis esverdeadas) 

v  Micoplasma 

v  Rickettsias 

v  Metanógenas (ganham energia convertendo 
hidrogênio e CO2 em metano) 

v  Termófilas (vivem em temperaturas elevadas > 
50oC) 

v  Halófilas (crescem em concentrações salinas 3.5-4.5 
M) 

> 50 filos 



Marcador molecular para estudo filogenia 



Filogenia – bacteria 



Genoma de E. coli K12 

Blattner et al 1995. Science 277:1453 



Genoma de Procariotos Comparativos 



Genomas Comparativos de Procariotos 



Grupo Bacteria: mais comuns 

Firmicutes e Actinobacteria  Produtoras de antibióticos 

Proteobacteria  

Alphaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Epsilonproteobacteria 



Bacterias mais comuns 

Firmicutes   Bacillus e Clostridia 

Clostridia: tetanus e botulismo 

Lactobacillus: alimentos fermentados 
(yogurt) 

Actinobacteria   Mycobacterium: tuberculosis 

Propionibacterium: swiss cheese e acne 

Bifidobacterium: trato gastrointestinal 
(suplementos probióticos) 



Proteobacterias 

Betaproteobacteria   Neisseria: gonorrhea 

Enterobacteriacea: E. coli 

Epsilonproteobacteria   Helicobacter: ulcera 

Gammaproteobacteria   



TRANSCRIÇÃO GÊNICA 
Em procariotos 



Transcrição gênica 

q  Síntese de RNA.  

Como se chama a reação química subjacente à transcrição?  

q  RNA polimerase.  

Como é o nome da molécula que catalisa essa reação?  

•  Transcrito primário é idêntico em termos de sequência de base, 
com exceção que o U está no lugar do T, em relação a qual fita de 

DNA?  



Transcrição gênica 

q  Em relação a fita sense, exceto que o U é substituído pelo T 



Transcrição gênica 

q  A fita antisense é lida no sentido 3’- 5’ e a síntese de RNA ocorre no 
sentido 5’- 3’.  

Durante a transcrição, a síntese de RNA é feita a partir da fita sense 
ou antisense ?  



Transcrição gênica 



Região Promotora 

q  Contém duas sequências conservadas: uma distante -35 bp e outra 
(denominada Pribnow boxe) distante a -10bp do sítio de início de 
transcrição.  

Em procariotos, qual a principal característica da região promotora?  



REGIÃO PROMOTORA 
Sequências de alguns dos promotores reconhecido pela RNA 

polimerase de E. coli 



Transcrição em procariotos 



TRADUÇÃO: A SÍNTESE 
PROTEICA 

Em procariotos 



Tipos de moléculas de RNA 

q  RNA codificador: 

Quais os tipos de moléculas de RNA produzidas por transcrição?  

q  RNA não codificador: 

v  RNA mensageiro 

v  RNA ribossômico 

v  RNA transportador 

v  RNAs reguladores 

Do que são constituidos os ribossomos?  

q  RNAr e proteinas 



Ribossomos em procariotos 

q  Nos ribossomos.  

Onde as células realizam a síntese proteica?  

q  RNAs ribossômicos.  

Como são constituídos os ribossomos?  

q  Proteínas ribossomais.  



Gene de rRNA em procarioto 



Genomas Comparativos 



RNA ribossomal 16S em E. coli 



Sequência gênica:  RNA ribossomal 16S 



Fig. 1.

G.C. Baker et al. / Journal of Microbiological Methods 55 (2003) 541–555542

Sequência gênica:  RNA ribossomal 16S 



Genoma Comparativos: região variável 16S em 6 espécies 



Primer “universal” e archeia-específico 16S rRNA gene 
Table 3

‘‘Universal’’ and Archaea-specific 16S rRNA gene sequence/PCR primers

Code Pub spec. Sequence 5V–3V N Tm Matches EK1 EK2 EK3 EK4 TC NTC K N E B REF

A1F A+ ATTCCGGTTGATCCTGC 17 49 89 + ! + + + + ! ! ! ! ! Tajima et al., 2001

A2Fa A+ TTCCGGTTGATCCYGCCGGA 20 60 215 + + + + + + + + + + ! ! ! ! Reysenbach and Pace, 1995;

Martinez-Murcia et al., 1995;

Jurgens et al., 2000

A2Fb A+ TTCCGGTTGATCCTGCCGGA 20 61 189 + + + + + + + + + ! ! ! ! López-Garcı́a et al., 2002

A3Fa TCCGGTTGATCCYGCCGG 18 56 265 + + + + + + + + + + ! ! ! ! McInnery et al., 1995

A3Fb TCYGKTTGATCCYGSCRGAG 20 61 263 + ++ + + + + + ! ! ! ! ! Lopez-Garcia et al., 2001

N3F N+ TCCCGTTGATCCTGCG 16 52 1 ! ! ! ! ! ! ! + ! ! Huber et al., 2002

EK4F CTGGTTGATCCTGCCAG 17 49 1483 ! ! + + ! ! ! ! ! + ! Vetriani et al., 1999

A109F ACKGCTCAGTAACACGT 17 46 512 + ++ + + + + + + + + + ! ! ! ! Whitehead and Cotta, 1999

Kb228F K/A GAGGCCCCAGGRTGGGACCG 20 66 8 + ! ! ! + ! + ! ! ! Brunk and Eis, 1998

Eb246F A+B+ AGCTAGTTGGTGGGGT 16 45 3021 ! ! ! ! ! ! ! ! ! ++ + DasSarma and Fleischmann, 1995

A333F A+ TCCAGGCCCTACGGG 15 51 495 + ++ + + + + + + + + ! ! ! ! Reysenbach and Pace, 1995

A340F A+ CCCTACGGGGYGCASCAG 18 60 766 + + ++ + + + + + + + + + + ! ! ! ! Vetriani et al., 1999

U341F CCTACGGGRSGCAGCAG 17 54 16776 + + ++ + + + + + + + + + ! ! ! ++ + Hansen et al., 1998

A344F A+ ACGGGGTGCAGCAGGCGCGA 20 68 709 + + ++ + + + + + + + + ! ! ! ! Casamayor et al., 2002

Kb366F K/A CTCCGCAATRCGCGMAAG 18 53 24 + + ! + + + + ! ! ! Brunk and Eis, 1998

U515F A+B+ GTGCCAGCMGCCGCGGTAA 19 60 18695 + + ++ + + + + + + + ! ! ! ++ + Reysenbach and Pace, 1995;

Reysenbach et al., 1992

U519F CAGCMGCCGCGGTAATWC 18 54 18018 + + + + + + + + ++ + + ! ! ! ++ + Suzuki and Giovanni, 1996

A571F GCYTAAAGSRICCGTAGC 18 52 675 + + ++ + + + + + + ++ + + + + + ! ! This review

K604F K/A GTTAAATCCGCCTGAAGACA 20 53 2 ! ! ! ! ! ! + ! ! ! Brunk and Eis, 1998

A751F CCGACGGTGAGRGRYGAA 18 54 456 + + + + + + + + ++ + + + + ! ! This review

Ab779F A/K GCRAASSGGATTAGATACCC 20 56 1635 + + ++ + + + + + + + ++ + + + + ! ! ++ + Brunk and Eis, 1998

Eb787F A+B+ ATTAGATACCCTGGTA 16 39 12682 ! ! + ! ! ! ! ! ! ++ + DasSarma and Fleischmann, 1995

Ab787F A+B+ ATTAGATACCCGGGTA 16 41 1304 + + ++ + + + + + + + + + + + + ! ! ++ + DasSarma and Fleischmann, 1995

Ab789F TAGATACCCSSGTAGTCC 18 51 2035 + + ++ + + + + + + + ++ + + + + ! ! ++ + Barns et al., 1994

Ab906F A+ GAAACTTAAAKGAATTG 17 38 5070 + + ++ + + + + + + + ++ + + + + ! ! ++ + Reysenbach and Pace, 1995

A1040F A+ GAGAGGWGGTGCATGGCC 18 55 699 + ++ + + + + + + + ++ + + + ! + ! ! Reysenbach and Pace, 1995

U1053F A+ +B+ GCATGGCYGYCGTCAG 16 49 9988 + ++ + + + + + + + + ! + ! ++ + DasSarma and Fleischmann, 1995

A1098F A+B+ GGCAACGAGCGMGACCC 17 54 437 + ++ + + + + + + ++ + + ! ! ! Reysenbach and Pace, 1995
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Qual o objetivo do uso do primer “universal” do locus 16S rRNA? 



Distância filogenética entre as espécies 
702 WEISBURG ET AL.
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FIG. 3. Phylogenetic distance tree displaying the evolutionary origin of A. marginale within a lineage shared by the genera Rickettsia and
Ehrlichia. All species belonging to the order Rickettsiales are shown in boldface type. E. coli is used as an outgroup sequence.

mately 60 nucleotides at the 3' end of 16S rRNA cannot be
sequenced directly from the rRNA.) (ii) A total of 226 bases
were determined from a Neisseria gonorrhoeae PCR clone,
with no disagreement with the RNA sequence or a published
rDNA sequence (17). (iii) The sequence from the Neisseria
meningitidis clone showed no disagreement with 250 bases
of RNA-derived sequence. One N from the RNA sequence
was now determinable from the clone. (iv) In 212 bases of a
Chlamydia trachomatis sequence, there was no disagree-
ment with the conventionally cloned sequence (unpublished
data). (v) In a C. jejuni PCR-derived clone, 328 bases were
inspected, and there was one discrepancy with the RNA-
derived sequence (an A-to-G transition) which may be the
result of minor cistron-to-cistron variation. Five N's were
resolved.

In summary, there appears to be no reason for more than
the usual concern, because of Taq polymerase fidelity of
replication, about sequence accuracy in this method. Several
positions that had previously been scored as unknown or
ambiguous are now determinable by taking advantage of
bidirectional gene sequencing and the absence of artifacts
due to rRNA secondary structure and posttranscriptionally
modified nucleotides. As always, a cautious approach should
be taken by checking any sequence anomalies and con-
firming known secondary structural constraints on se-
quences.
Although we have spent considerable time optimizing and

testing the direct sequencing of PCR-amplified rDNA, we

highly recommend cloning the fragments if a near-perfect
sequence is desired.

Transcription of amplified material. One additional appli-
cation of primers similar to those described herein is the in
vitro transcription of PCR-amplified material. We have tran-
scribed virtually full-length pseudo-rRNA from both cloned
material and directly from amplified product (not shown).
Cloned rDNAs, in pGEM vectors, were transcribed by using
either T7 or SP6 polymerases, depending on clone orienta-
tion. In addition, PCR primers similar to fDl, in which the
cloning linker was replaced with a T7 promoter sequence
(5'-TTAATACGACTCACTATAGGG-followed by the 16S
rDNA-like sequence), readily amplified and transcribed full-
length pseudo-rRNA. This material can be used for sequenc-
ing, hybridization studies (data not shown), or potentially for
reconstitution experiments.

Conclusion. The amplification by PCR of a taxonomically
diverse collection of eubacterial 16S rDNA genes is possible
with a small number of primers. These products can readily
be cloned for sequencing or they can be sequenced directly.
The ability to determine rRNA sequences from ATCC
lyophilized ampoules, without culture, enables the study of
fastidious or pathogenic species without employing tricky or
expensive microbiological methods. While this should not be
a routine substitute for growing bacteria, picking individual
colonies, and confirming their phenotypic and biochemical
identities, it will enable experiments to be performed that
were not previously possible.

J. BACTERIOL.

Weisburg et al 1991, J.Bacter. 173:697 



Exercícios 
1. Desenhar um conjunto de primers para amplificar a região constante do 16S rRNA 
de cinco espécies de bactérias: 

2. Determinar se o primer “universal” tem 100% homologia com 5 procariotos: 
Forward primer (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e  
Reverse primer (5'-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’)  in Weisburg et al 1991  

3. Obter as informações para a tabela abaixo: 

sequência Tamanho 
amplicon Tm Homologia com 

primer universal 
Primer Forward 
Primer Reverse 



Sites ou softwares 

(A) Primer 3 

(B) Snap gene 

(C) Genious 

(D) Primer show 

(E) NEB Tm calculator 

(F) EMBL gene 

(G) NCBI gene 



Passos 
(1) Selecionar uma espécie de bactéria; 

(2) Obter a sequência do RNA ribossomal específico: NCBI gene ou EMBL gene; 

(3) Salvar no formato FASTA; 

(4) Verificar se os primers universais (forward e reverse) apresentam homologia com o 

locus 16S rRNA da espécie selecionada: sites: “primer show" e "NCBI align two sequences”; 

(5) Caso afirmativo obter o tamanho do amplicon; 

(6) Obter a sequência dos primers: snap gene ou primer 3 e comparar com a região 

de amplificação utilizando os primers universais; 

(7) Verificar o tamanho do amplicon utilizando os primers “não universais” 

(8) Determinar as temperaturas de melting e de annealing para amplificação da 

sequência 16S: Comparar as temperaturas com o cálculo manual e os valores 

disponíveis no site NEB Tm calculator 



Questões 

Quais as diferenças dos tamanhos dos amplicons entre as 5 
espécies? 

Qual o tamanho do gene que codifica o 16S ribossomal do 
procarioto selecionado? 

Os primers universais apresentam homologia? 

Qual o tamanho do amplicon utilizando os primers universais? 

Qual o tamanho do amplicon utilizando os primers não 
universais? 



EXEMPLO: Clostridium botulinum 



EXEMPLO: Clostridium botulinum 



EXEMPLO: Clostridium botulinum 
Temp 

Melting
Temp 

Annealing

Tamanho 
Primer 
(bp)

G+C A+T (G+C)
*4

(A+T)
*2

oC = H 
+ I Tm - 4oC

PF_primer 3 5'- -3' 20 11 9 44 18 62 58

PR_primer 3 5'- -3' 20 10 10 40 20 60 56

PF_universal 5'- -3' 20 10 10 40 20 60 56

PR_universal 5'- -3' 21 10 11 40 22 62 58

GGCAGCAGTGGGGAATATTG

TCCCACTTAAACATCCGCCT

Amplicação 16S Ribossomal

Clostridium 
botulinum AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

ACGGCTACCTTGTTACGACTT

Amplificação 16S Ribossomal

sequência Tamanho 
amplicon Tm (oC) Ta (oC) 

Primer Forward acima 
227 bp 61 57 

Primer Reverse acima 

Primers Universais 
Primer Forward acima 

1475 bp 61 57 
Primer Reverse acima 



EXEMPLO: Clostridium botulinum 
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