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The tree includes 92 named bacterial
phyla, 26 archaeal phyla and all five of the
Eukaryotic supergroups (3,083 organisms
genomes in total).

Hug et al., 2016. Nature Microbiology
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DESAFIOS METODOLOGICOS

1. Extragdo dos acidos nucléicos: DNA ou RNA
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GENES MARCADORES — OS GENES RIBOSSOMAIS
rRNA Proteins Subunits Assembled
L1 L2 L3 ribosomes
58
& Q, 2D ;
B # =
£ 238 58 e
S (2000bases) (120 bases) (Total: 31) 508 &
% st s2 s3 Tl
: 16S \y
o — e
168 308
(1540 bases) (Total: 21)

(1sg::ses) oL ¥ 2 ,is.,
e -
T
E 288
E (4800 bases) (120 bases) (Total: 50) 60S
g s1 82 83 =>
o
| —
fri +

> 808
188 408
(1900 bases) (Total: 33)




27/05/20

GENES MARCADORES — OS GENES RIBOSSOMAIS

Bacteria
5’ETS ITS 3’ETS
D U .  BE
16S tRNA 23S 58
Eukaryotes
5’ETS ITS1 ITS2 3’ETS

18s 5.8S 255/28S

GENES MARCADORES — OS GENES RIBOSSOMAIS

v Essencial na sintese de ribossomos

v Composto de regides conservadas e variaveis
v Otimo cronémetro evolutivo

v/ Mais usado para procariotos: 16S rDNA

v/ Mais usados para eucariotos: 18S rDNA e ITS

Thermus thermophilus

small subunit ribosomal RNA




GENES MARCADORES — OUTROS GENES MARCADORES

Filogenéticos - baseado no 16S DNAr Funcionais - outros gene
Alphaproteobacteria mxaF
Paenibacillus spp. amoA
nirk
Acidobacteria
mcrA
Betaproteobacteria nifH
nirsS
Burkholderia spp.

METODOS DE QUANTIFICACAO

27/05/20



PCR QUANTITATIVO EMTEMPO REAL (QPCR)

» Mede a geragdo de produtos de amplificagédo

» Baseado na emissdio de fluorescéncia por produto de amplificacdo
» Diferentes sistemas de detecgdo

» Quantificagdio absoluta vs quantificagdo relativa

» Pard@metros importantes: especificidade, eficiéncia, R?

PCR QUANTITATIVO EMTEMPO REAL (QPCR)

= SYBR Green 1 exibe baixa
fluorescéncia quando ndao
associado

= SYBR Green | exibe 1000X mais
fluorescéncia quando ligado ao
DNA dupla fita

l »
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PCR QUANTITATIVO EMTEMPO REAL (QPCR)
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CITROMETRIA DE FLUXO

Cell Injector Tip

Focussing Sheath
Fluid

Forward
Scatter
Light
Detector

Side Scatter &

Fluorescent

Light Detector

» Contagem de células por unidade

» Possibilidade de separagéio de
células individualmente

» Cultivo de grupos raros

» Single cell genomics
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CITROMETRIA DE FLUXO

10

2 17 picocucaryotes ¢
: ’
%o F 2 ,Sypg'cnécoecus

g2
i
[
s &
2
0

'4
e
2. Billes 0.98 um
rococcus

N P
~Prochior

PMT 1

.
.
.
: 10 100 1000 10000 100 1000 10000 00
— Chictoghyle Charophyte Chiccephte
Collect Subpopulations

» Contagem diferenciada
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FISH — FLUORESCENT IN SITU HYBRIDIZATION

» Marcagdo com sondas fluorescentes
» Sondas genéricas ou especificas

» Informagdo de distribuigcdo espacial
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METODOS DE COMPARACAO - FINGERPRINTING

METODOS DE COMPARACAO - FINGERPRINTING
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REGIOES CONSERVADAS E VARIAVEIS DOS GENES MARCADORES

> Regides conservadas — relacionadas a
estrutura funcional do RNA ou da proteina

> Regides conservadas — toleram
ocorréncia de mutagdo

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 bp

unspecific applications
VARIABLE REGIONS: group or species-specific applications

Thermus thermophilus

small subunit ribosomal RNA

TERMINAL RESTRICTION FRAGMENT LENGHT POLIMORFISM
(T-RFLP)

» Fragmentagdo dos produtos de amplificagdo

Enzima de restrigao

- |
S Eco R
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%

» Uso de enzimas de restrigdo

H H Py . Fragmento
» Quebra diferencial de acordo com as sequéncias Porto de core \ %

<z
S

(origens) Fragnento

de restrigio

» Geragdo de perfis de picos

» Leitura otimizada por fluorescéncia
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TERMINAL RESTRICTION FRAGMENT LENGHT POLIMORFISM

(T-RFLP)
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GEL DE ELETROFORESE EM GRADIENTE DESNATURANTE (DGGE)

» Uso da forga de atragdo entre as fitas de DNA
» Diferenciagdo pela quantidade de GC

» Eletroforese em condigdio crescente de agentes desnaturantes

> uréia e formamida

» Geragdo de padréo de bandas (imagem)

GEL DE ELETROFORESE EM GRADIENTE DESNATURANTE (DGGE)

Species 1 Species 2 Species 3 Community

Increase in denaturant concentration
DGGE
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GEL DE ELETROFORESE EM GRADIENTE DESNATURANTE (DGGE)

12 pb 12 pb 12 pb
50% GC 75% GC 33% GC
CGAGTCAATAGC CGAGGCACTCGC CAAGTCAATAGA
GCTCAGTTATCG GCTCCGTGAGCG GTTCAGTTATCT

GEL DE ELETROFORESE EM GRADIENTE DESNATURANTE (DGGE)
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PORTAL DE LIVROS ABERTOS DA USP

OBRIGADO!!!

|fdandreo@gmail.com |fdandreo@usp.br|

27/05/20

15



