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Organizacao celular dos procariontes:

® Uma celula procariotica tipica e eucariotica tipica
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A origem da vida

Quando ocorreu a origem da vida na Terra?

d Ha 4,5 bilhdes de anos.

As evidéncias fosseis sugerem sobre quando surgiram os primeiros
procariotos?

O Foésseis da vida procariética foram encontrados em varios locais ha 3,5
bilndes de anos.



Vida microbiana procariotica em varios ambientes ha
2 a 3 bilndes de anos
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A origem da vida

Evidéncias fosseis sugerem sobre quando ocorreram a origem dos
eucariotos?
O Ha 2 bilhdes de anos.

E a vida pluricelular?

d Ha 1,2 bilhdo de anos.



L
A origem da vida
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Gendmica evolutiva

Qual a percentagem de genes humanos sao compartilhados com
procariotos ?
d 21%.

Qual a percentagem de nossos genes sao homoélogos aos genes de
todos eucariotos, mas nao aos de bactéria?

d 32%.



Gendmica evolutiva

g 3.500 1%



(Genomas procarioticos

Quais os dois principais grupos de procariotos?

O Grupo Bacteria % Eubactérias (bactérias verdadeiras) tais como E. coli

> 50 filos % Cianobactérias (ou algas azuis esverdeadas)

»» Micoplasma

» Rickettsias

O Grupo Archea % Metandgenas (ganham energia convertendo
hidrogénio e CO2 em metano)

% Termofilas (vivem em temperaturas elevadas >
50°C)

% Haldfilas (crescem em concentragdes salinas 3.5-4.5
M)



Marcador molecular para estudo filogenia

Molecular
Phylogenetics

Step 1. Select a DNA
region that is homologous,
or similar across species
due to common ancestry.

Ribosomal RNA (rRNA)

Ideal gene for phylogenetic
studies because it :

« is an essential gene that is
present in all organisms.

« is a common target for
sequencing studies; large
database for comparisons.

« contains sites that are
relatively conserved (stems)
and sites that are more free to
vary (loops).




Genoma de E. coli K12
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Blattner et al 1995. Science 277:1453
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Genoma de Procariotos Comparativos

Espécie Comprimento do N2 de genes para
genoma (kb)
Proteinas Proteinas rRANAs tANAs
conhecidas ndo-identificadas
Escherichia coli 4.639 1.897 379 21 84
Haemophilus influenzae 1.830 1.007 736 18 54
Mycoplasma genitalium 580 374 96 3 33

Methanococcus jannaschii ' 1.739 660 1.078 7 37




Genomas Comparativos de Procariotos

Os genomas de Haemophilus influenzae e Mycoplasma
genitalium
Os genes codificantes de proteinas identificados nos genomas
destas duas bactérias sao classificados do seguinte modo:
Fungé&o bioldégica N? de genes em

H. influenzae M. genitalium
Biossintese de aminoacidos 68 1
Biossintese de co-fatores 54 5
Multiplicagéo celular 16 4
Proteinas do envoltério celular 84 17
Morte celular 5 2
Destoxificagao 3 1
Metabolismo energético 112 31
Metabolismo intermediario 30 6
Metabolismo de lipidios 25 6
Biossintese de nucleotideos 53 19
Replicagao do DNA 87 32
Dobramento de proteina 6 7
Secregao de proteina 15 6
Proteinas regulatérias 64 7
Transcrigao 27 12
Transformagao 8 1
Tradugao 141 101
Captagao de moléculas 123 34

do ambiente

Outras 93 27
De C.M. Fraser e col. (1995) Science, 270, 397-403.
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Grupo Bacteria: mais comuns

Firmicutes e Actinobacteria ‘ Produtoras de antibioticos

Alphaproteobacteria

Betaproteobacteria

Proteobacteria ‘

Gammaproteobacteria

Deltaproteobacteria

Epsilonproteobacteria




Bacterias mais comuns

Firmicutes| W) | Bacillus e Clostridia

Clostridia: tetanus e botulismo

Lactobacillus: alimentos fermentados
(yogurt)

Actinobacteria ‘ Mycobacterium: tuberculosis
Propionibacterium: swiss cheese e acnhe

Bifidobacterium: trato gastrointestinal

(suplementos probioticos)



Proteobacterias

Betaproteobacteria »
Gammaproteobacteria ‘ Enterobacteriacea: E. coli
Epsilonproteobacteria ‘ Helicobacter: ulcera




TRANSCRICAO GENICA

Em procariotos



Transcrigcao génica
Como se chama a reacao quimica subjacente a transcricao?

J Sintese de RNA.

Como é o nome da molécula que catalisa essa reacao?

1 RNA polimerase.

« Transcrito primario é idéntico em termos de sequéncia de base,
com excecgao que o U esta no lugar do T, em relacao a qual fita de
DNA?



Transcricao génica

DNA
3 5"
Y
, UNA ATTGACCTGTACA Positive ,
5 : 3
(coding) strand
3 TAACTGGACATGT Negative "

(anti-coding) strand

Trancerintinn

O Em relacao a fita sense, exceto que o U é substituido pelo T

~ —~—_ AUUGACCUGUACA -

Primary transcript
Tomés Urban 2013 (hnRNA, mRNA, tRNA, rRNA)



Transcricao génica

Durante a transcricao, a sintese de RNA é feita a partir da fita sense
ou antisense ?

d A fita antisense € lida no sentido 3’- 5 e a sintese de RNA ocorre no

sentido 5’- 3’.
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Regiao Promotora

Em procariotos, qual a principal caracteristica da regiao promotora?

O Contém duas sequéncias conservadas: uma distante -35 bp e outra
distante a -10bp do sitio de inicio de transcrigao.

I | |33

Boxe Boxe +1 Gene
-35 -10

=35 5’-TTGACA-3’
-10 5’-TATAAT-3’



R - :
REGIAO PROMOTORA

Sequéncias de alguns dos promotores reconhecido pela RNA
polimerase de E. coli

Gene Sequéncia —35 Seqléncia — 10
Consenso de E. coli TTGACA TATAAT
Operon lac TTTACA TATGTT
Operon trp TTGACA TTAACT

Genes de tRNA TTTACA TATGAT




Transcricao em procariotos

Subunidade sigma Holoenzima de
RNA polimerase

3 -35 -10 +1 Gene 5'
T OO DNA
[ 3
Promotor

(a) Formagao do
complexo de
promotor fechado

Holoenzima RNA
polimerase ligada

% Gene 5
(b) Formagao do complexo
de promotor aberto
%
%

Subunidade sigma

Primeiros dois
. nucleotideos
Cerne da enzima



TRADUCAO: A SINTESE
PROTEICA

Em procariotos



Tipos de moléculas de RNA

Quais os tipos de moléculas de RNA produzidas por transcricao?

O RNA codificador: < RNA mensageiro

d RNA Nao0 4 RNA ribossdmico

codificador:
*» RNA transportador

** RNAs reguladores
Do que sao constituidos os ribossomos?

1 RNAr e proteinas



Ribossomos em procariotos

Onde as células realizam a sintese proteica?

O Nos ribossomos.

Como sao constituidos os ribossomos?

J RNAS ribossOmicos.

U Proteinas ribossomais.




Gene de rRNA em procarioto

. | |
Promoters l Terminators

30S pre-rRNA: Transcription
—

| fmuni RIRE

' Cleavage at '
{ Further trimming

—_— ——
16SrRNA tRNA 23S rRNA 5S rRNA tRNA




6.4, 86, 442,
690

Escherichia coli K12 MG1655* 4640 - 4640 7
Haemophilus influenzae Rd* 1830 - 1830 6
Buriholderia cepacia ATCC 25416 Zlig?.ﬁg +3170 + (200 8090 4+1+1
Agrobacterium tumefaciens ?Sl] +2100 200, 450 5750 1+1
Rhizobium meliloti 3400 1340, 1700 6440 3
Rhodobacter sphaeroides 3045 +915 31,42 63,97, | 4408 1+2
105,110
Thiobacillus cuprinus 3800 0(L) 3850 1
Myxococcus xanthus 9455 - 9455 4
Bacillus subtilis * 4215 - 4215 10
Mycoplasma genitalium* 580 - 580 1
Bacillus cereus Fo837/16 2400 40, 230, 260, | 5010 3
360, 760, 960
Streptompces coelicolor 8000 (L) 350(L) 8350 6
Synechocy stis sp. strain PCC 6803* 3320 .1’2% 52,50, 3977 2
Borrelia burgdorferi B31* 910(L) 9-53(LandC) |=1250 2
Methanococcus jannaschit* 1660 16, 58 1734 2
Haloferax volcanii 2920 4144 2




NA ribossomal 16S em E. coli
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L
RNA ribossomal 18S em Homo sapiens = 1865 nt




Sequéncia génica: RNA ribossomal 16S

Universal
Primer Sequence

j «—— Sample Barcode

A E N T O T S S =
vVl V2 V3 \Z V5 V6 V7 V8 V9

Targeted Region



Sequéncia génica: RNA ribossomal 16S

KEY: totally conserved conserved  variable highly variable > 75% variable

variable regions priming sites

10 20 30 40 50 60

AAATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGT

E8F E9F
80 100 110 120 130

AACAGGAAGAAGCTTGCTTCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGAT

150 Vi 160 170 180 190 200

GGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTC

220 230 240 V2 250 260 270

GGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGAC

290 300 310 320 330 340

GATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAC

E334/41F

360 370 380 390 400 41(
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vannielii solfatericus




Qual o objetivo do uso do primer “universal” do locus 16S rRNA?




Distancia filogenética entre as espécies

E. coli
Rickettsiap kii
Anapl. inal
Ehrlichia risticii

Rhodopseudomonas palustris
Agrobacterium tumefaciens
Rochalimaea quintana
Brucella abortus

Rhodospirillum rubrum

1 ] ] ] 1 ] 1 LN
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 7

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



Exercicios — analises in silico importantes antes da reacao
de PCR in vitro

1. Verificar se de fato os primers universais do locus ribossomal apresentam
homologia com o organismo de interesse;

2. Determinar se o primer “universal” tem 100% homologia com uma espécie de

procarioto:

Forward primer (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e
Reverse primer (5'-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’) in Weisburg et al 1991

3. Obter as informacdes sobre o tamanho do amplicon das diferentes espécies de
procariotos.
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