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Qual a relacdo do tamanho do genoma
e a complexidade do organismo?

Como ¢ nosso genoma? Qual o tamanho do genoma humano?
Quanto dele codifica para RNA e para proteina?

Quem teria um genoma maior? O ser humano? O arroz? Uma
bactéria? Ou uma ameba?

Qual a definicdo do gene? Um gene — uma proteina???
RNA niao codificante
Qual o tamanho médio de um gene?

Pseudogenes/ genes egoistas!

O paradoxo do tamanho dos genomas!
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Figura 12.7 Comparagao entre o tamanho dos genomas de algumas espécies.

Os organismos mais complexos ndo deveriam ter genomas maiores?

Quem ¢ mais complexo: o ser humano ou as plantas? Ou anfibios?
Ou amebas?
Figura GMB: dos genes aos genomas




Em procariontes, o nuimero de genes correlaciona com
o tamanho do genoma!
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Essa correlacio indica que cada gene tem ~ 1000 pares de bases!

Figura GMB: dos genes aos genomas

Esse ¢ 0 mapa de um genoma de procarionte!
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genoma de procarionte!

Ha muito espago entre os genes?
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Definir monocistronico e policistronico!

* O que é um operon? O que ¢é sequéncia Shine Dalgarno?

Esse é o cariotipo Humano. Como estiio os genes nesse cariotipo?

No cariétipo humano, qual a razdo da numeragao dos cromossomos?

Se vocé tivesse que comegar a sequenciar, qual cromossomo sequenciaria?




Como se estuda a distribuicdo dos genes no cromossomo humano?
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Mas afinal o que ¢é de fato um gene? Um gene -> uma proteina?
DOGMA CENTRAL DA BIOLOGIA

Replicacdo do DNA

Transcricao
reversa
4—
— —
Transcricao Tradugéo

RNA
Proteina




Em eucariontes nosso RNA sofre processamento (splicing)
E incorporaciao de S’CAP e poli-adenilaciao

—
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Em um mRNA o que sao as regioes S’UTR e 3’UTR?
Como ¢ a nova vacina da Pfizer e Moderna? (uma revolucio!)

O RNA eucariotico & processado e exportado

Descoberta dos Introns

RNA Heterogéneo (1973) pelo Francés
Klaus Scherrer

* RNA nuclear é maior que o do
Citoplasma — ja falava em processamentc
Para fazer o mRNA!

. E de tamanho heterogéneo

(o RNA ¢ processado — splicing- no
Nucleo)

Figura 9.3 Genes codificadores de proteinas. Processo de transcricao
ocorre no nicleo da célula. O RNA produzido sofre também no nicleo

Figura GMB: dos genes aos genomas e aio gk, coie ot e o ettt




Premio Nobel de 1993 Fisiologia ou Medicina

Richard J. Roberts and Philip A Sharp:

The Nobel Assembly &t the Karolinska Institute in Stockholm, Sweden, has awarded the Nobel Prize in
Prysiology or Medicine for 1943 jointly to Richard J. Roberts and Phillip A. Sharp for their discovery of
split genes.

DESCOBERTA DOS INTRONS:
R-loops em ¢cDNA de adenovirus (1977)

b
S — - DNA
the two strands in
DNA are separated

/—.\‘.\A.N

-+

M

one of the DNA strands forms
a hybrid with messenger RNA

* que ¢ cDNA?

3 DNA * DNA copia
do mRNA!

messenger RNA




DESCOBERTA DOS INTRONS : HUMAN ADENOVIRUS TYPE 5 GENOME
R-loops em ¢cDNA de adenovirus
(microscopia eletronica).

W EARLY GENES
LATE GENES

Qual o impacto inicial dessa descoberta?
Pequeno, porque era com virus!!!!!

O Experimento de Pierre Chambon (1981):

* ¢DNA da ovoalbumina (da galinha) ja havia sido clonado ( ... por que?)-
mRNA com 1872 bases, nenhum sitio de EcoRlI....
No genoma seria algo assim:

EcoRI1 EcoRI1

! |
—

1872 pb

Em um gel de agarose qual seria o tamanho esperado para

esse fragmento em um Southern blot?




O Experimento de Pierre Chambon (1981)

com cDNA de ovoalbumina - 1872 pb: & b ¢
Southern Blot do DNA gendmico: ‘
82—
-
5.2 ut“‘
No DNA genomico! 2o A
EcoRI EcoRI EcoRI EcoRI s

b |
“mwma

No mRNA!

Eles encontraram varios fragmentos maiores que 1872 pb, devido a
Descontinuidade do gene no genoma: o genoma da galinha tem introns!

Este ¢ o gene eucarionte- fruto do splicing dos introns.
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Figura 9.2 Modelo esquematico da estrutura de um gene em eucario-

tos. Observe a presenga dos introns, 0s quais sao excisados da molé-
cula de RNA produzindo o RNA mensageiro (RNAm).




E ha conservaciao da posiciao dos introns nos genomas
de organismos proéximos!

Os genes de DHFR exibem estrutura constante
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FIGURA 2.8 Os genes de DHFR de mamiferos apresentam a
mesma organizagdo relativa, com éxons mais curtos e introns
muito longos, embora o tamanho dos introns seja muito variavel.

Mas um gene- varios transcritos!!!!! Por splicing alternativo.

(b) Complex transcription units
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Diferentes tipos de eventos de splicing alternativo

Escape de exon (skipping)

———— e

Exons mutuamente exclusivos

=1

Sitios doadores 5' altemativos

Sitios aceptores 3' altemnativos

—‘ﬁ'—

Retenc3o de intron
Figura 9.9 Diferentes tipos de eventos de splicing alternativo. A for-
ma mais eficiente de detec¢ao de eventos de splicing alternativo da-se
pelo mapeamento de sequéncias expressas no genoma.

Figura GMB: dos genes aos genomas

Como produto de splicing alternativo cada gene
Pode codificar diferentes isoformas de proteinas!

DNA
RNA
1 2 3 4 5 1 2 4 5 1 2 3 5
L R —— S et — el ——
Translation Translation Translation

Protein A Protein B Protein C

Diferentes isoformas podem ser expressas nos
Diferentes tecidos!
Figura Wikipedia




Mecanismos de alternative splicing: Alberto Kornblihtt!!!!!

a NCAM
Neuron Neuron
depolarization differentiation
H3K9ac —h H3K9me son=)

Spliceosome

Alguns aspectos do gene eucarionte:
mas o numero de introns e o tamanho dos genes é
variavel sobretudo em escalas maiores de evolucao!

Genes interrompidos predominam em eucariotos superiores

S. cerevisiae
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60 Os genes apresentam uma grande
variedade de tamanhos
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FIGURA 3.10 A maioria dos genes ndo é interrompida em leveduras; na mosca e nos mami- FIGURA 3.11 Os genes sdo pequenos em leveduras, ao passo
feros, a maioria é interrompida. (0 total de genes ndo-interrompidos, contendo apenas um que em moscas e em mamiferos exibem uma distribuigao am-

éxon, é ilustrado na coluna & esquerda.) pla, atingindo tamanhos muito grandes.




Tamanho de nossos genes: 0 maior gene humano
O Gene da distrofina

Dystrophin Gene - 2.6 Mb with 97 exons

cee Normal

s arge deletion, but reading frame is left intact

Small deletion, but réading frame is changed

Caracteristica importante: a ordem dos exons ¢ a mesma no DNA
E no RNA... CIS-SPLICING!

A ordem dos éxons € a mesma no DNA e no RNA

DNA genémico
Exon 1 intron1 Exon 2 intron 2 Exon 3
BeAGGs B . C
L I 1
T T FIGURA 3.2 0Os éxons encontram-se na

A-B B-C mesma ordem no mRNA e no DNA, mas
mRNA as distancias ao longo do gene ndo cor-
Exon1 Exon?2 Exon 3 respondem as distancias no mRNA ou
P na proteina. No gene, a distancia de A

i | para B é menor que de B para C; mas
T T no mRNA (e na proteina), a distancia
A-B B-C de A para B é maior que de B para C.

Mas em eucariontes existem excecoes!




Em Tripanossomatideos ocorre trans-splicing!

Mammalian cis splicing Trypanosome frans splicing
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No sequenciamento do genoma humano se verificou que
apenas 1,5- 2,0% representam sequencias que codificam proteinas!!!!

There are only 20,887 protein-coding
genes In the human genome

2% Genes

98% “Junk”

Sera que o restante ¢ realmente JUNK DNA?
(ou DNA lixo, ou DNA Tralha)




Introns correspondem a 26% do genoma humano:

main components of the human genome

LTR retrotransposons 8%

DNA transposons 3%

simple sequence repeats 3% ‘

segmental ——
duplications 5% |.
miscellaneous — :

heterochromatin 8%

miscellaneous
unique sequences 12%

SINEs 13%

introns 26%

Mas e esse restante, do que se trata?

LINEs 20%

protein coding
genes 1.5%

Temos sequencias inicas, familias génicas, repeticoes
e transposons (em repeticoes)

Descoberta de fracdo de DNA repetitiva:

Hibrida¢ao de DNA!

single-stranded
DNA probes

B
W
for gene A ¢ mixture of
single-stranded
b MR»"‘“%\

A
DNA molecules
E

hybridization in
50% formamide
at 42°C

I
r

only A forms stable
double helix

STRINGENT
HYBRIDIZATION

hybridization in
50% formamide
at 35°C

l

A, C, and E all form
stable double helices

REDUCED-STRINGENCY
HYBRIDIZATION




Descoberta de fracio de DNA repetitiva:

Curvas de reassociacao de DNA....

Em E.coli sequencias unicas

Em mamiferos pelo menos
3 inclina¢des na curva---.
Os primeiros a se reassociar
est#o repetidos!

Genome reassociation (%)
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Descoberta de fracio de DNA repetitiva:

Curvas de reassociacao de DNA....
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Temos sequéncias tinicas

Sequéncias em poucas cépias e sequéncias muito repetitivas!

relative quantity of DNA
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Descoberta de fracio de DNA repetitiva:

Curvas de reassociacao de DNA....
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Temos sequencias unicas

Sequéncias em poucas cépias e sequéncias muito repetitivas!

Duplicacdes génicas sao fundamentais na evolucio do genoma
E do organismo! Mas como ocorre?

Processo de recombinacio: crossing over! Parece simples nao?

Paternal Chromosome

\) { / Matemal Chromosome

¢ DNA replication Crossing Over

i~ G - G

Clancy, S. (2008) Genetic recombination. Nature Education 1(1):40




Processo de recombinacio: crossing over! Parece simples nao?

Chromosome A

]

[ ] [ . )
Chromosomes ([l T 1 | -
E F G H 1

|

.

e f g H [
Crossing over ig
E F G h i

Recombinant
chromosomes

Copyright © 2004 Pasrson Eduzason, ine , pubishing a3 Berjamin Cusmings.

Clancy, S. (2008) Genetic recombination. Nature Education 1(1):40

Processo de recombinacio: mas e se a recombina¢io acontecer
em pontos errados?! O que esta acontecendo no gene abaixo?

L1 B-globin gene

- . . -
X
H B B H1
Recombination
(unequal crossing over)
- . . . H—
_|_
- . -_—-

Recombinant
chromosomes

Qual a vantagem de uma duplicagao génica?

Clancy, S. (2008) Genetic recombination.
Nature Education 1(1):40




Mas como existem cépias génicas nas células?
Essas cépias sao idénticas?

Por que a evolugio iria permitir copias idénticas? (rRNA!)

A) rDNA array
| 3 |
B)
TSS
$ &
R8s A Y 288 (N
Sy 5%
rRNA Coding Region Intergenic spacer (IGS)

doi: https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0207531.g001

Agrawal and Ganley (2018) PLOS ONE

* Gene duplicado pode evoluir independentemente!!!!!
* E de diferentes formas!

[ Ancestral function — -Il—

[ No function Gene duplication
[ New function ¥
- -
Sequence evolution
< » I
Nonfunctionalization Specialization
- (-] -] v - -
Conservation

e I 8 Subfunctionalization

Neofunctionalization

«) () 105 X

* Que acontece quando o gene duplicado ganha uma nova funcio?
* E quando simplesmente perde a capacidade de gerar proteinas?




Genes de origem, com fun¢des eventualmente similar,
formam as FAMILIAS GENICAS!
Como os genes das hemoglobinas!

Globin gene family : gene clusters

Chromosome 11
wp 2 ¢ Gy & w2 5 B
B -8

wi wor w2 @2 ol 82
Chromosome 16 é BB -

Chromosome 22 MM'“

Mas nessa familia também existem pseudogenes? O que sao?

A evolucio da familia de genes de globinas!!!

Human Monkey

MYOGLOBIN

LEGHEMOGLOBIN

Soybean

+ Esses genes sao homologos! O que é homologia?
* Que sao genes Paralogos? (Duplica¢ao)
* E genes ortologos? (especiacao)




Outras familias génicas humanas:

Homeobox genes

ANTENNAPEDIA BiTHORAX

lab pb Dfd Scr Antp Ubx Abd-A Abd-B
Lab: Labial Ubx: Ultrabithorax
Pb: Proboscipedia Abd-A: Abdominal A
Dfd: Deformado Abd-B: Abdominal B

Scr: Comba sexual reducida
Antp: Antennapedia

Outras familias génicas:

Histonas
Histone gene cluster

[
Repetitive Unit \
H H4 H2A H2B H1 H3

A: I Unit size [bp]
I (+H3 gene)
406 m 1398 4630
(5041)
D. melanogaster
256 312 908 375 228 372 166 774 1351 5042
(5453)
D. pseudoobscura
287 312 532 375 219 372 448 753 1489 4785
D. lutescens -—H— + ‘ G198)
273 312 561 375 232 372 419 753 1774 5071

D. takahashii -_H— + - ‘ (5482)

500 bp




E se a duplicaciio ndo evoluir para novas funcoes?

* Que ¢ um pseudogene?

* Um gene pode ter funcio,
mesmo se nio codificar uma proteina?

+ E o que é uma RETROCOPIA?

* O que é Transcriptase Reversa?

Veja a familia de globinas no cromossomo 11:

- Porque alguns pseudogenes nao tem introns?
- Como eles podem ser eliminados?

(a) Human B-globin gene cluster (chromosome 11)

||:|Exon [] Pseudogene 'T‘Alu site |

T%Z M:@: Te, a Tt M C@Z :@:TT




Familias génicas: E os pseudogenes?
Por que algum deles niao tém introns? O que sdo retrocépias?

classical pseudogene formation

normal gene function N O
al g \\\\\\\
\\) ™

\\
AN \\\\5\\.\ tio"
licd
DNA ) \\\ duph

classical
RNA pseudogene
|)[ocesse(|\\\ processed pseudogene formation
A N \\\\\\ .
everse \ ; cDNA
protein ”"’"Scnbrion :
genomic
DNA

«—F

processed
pseudogene

E genes solitarios? O que sdo?
25-30% dos genes humanos sao solitarios....

O numero de familias génicas corresponde ao tamanho do genoma

M Total de genes
25.000 | g Familias distintas

1]
2 20.000
(0]
(o))
3
° 15.000
(0]
£
= 10.000

5.000

FIGURA 5.7 Muitos genes sdo duplicados e, por este motivo, o nime-
ro de familias de genes diferentes é muito menor que o ndmero total
de genes. 0 histograma compara o niimero total de genes com o nu-
mero de familias génicas distintas.




Microssatélites em nosso DNA... o que sdo?

a) b)
N T N T

I I
s . —
e — }—C/\C/\CACACACACA—

\ m—(CACACACACA  w—

The number of SSRs is highly variable among individuals

»D)u)s) )=

cCeaaaaas
e
Q?__

unique flanking regions

Por que essas sequencias pequenas (micro) tém tanta
Variacao? A DNA polimerase pode escorregar!!!!

Microssatélites em nosso DNA... E onde estao?
(heterocromatina- telomeros, centromeros, etc)




Microssatélites em nosso DNA...

amplificacdo por PCR:

Microssatélites em nosso DNA...

uso em medicina forense:

Paternity Paternity
Exclusion Inclusion
3 3
[ £ - x < =
Ri. 3N M) 2N
93F¥¢q 23F&%8
S£530 5 S5365
=
- 3 ‘
=
= =7 - «
- ® =2 -~ eaeT
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Composi¢cio do genoma humano!

(@ Transposons de Retrotransposons LTR (8,3%)
DNA (2,9%)

Repeticdes de sequéncias

simples (3%) v

Duplicagdes
de segmentos (5%),

Sequéncias

repetidas longas

(p. ex., centrémeros, ('2“;"8:)

teldmeros) (8%) 2 ’G
Sequéncias enes

codificadores
de proteinas
(1,5%)

GENES EGOISTAS? PARASITAS? JUNK DNA (DNA tralha)?
Ou essas sequencias tem fungdes no genoma???

unicas miscelaneas (11,6%)

Mas nosso genoma ¢ também composto de genes saltadores!

Barbara McClintock

propos que existem

@ clementos genéticos que
=7 mudam sua posicio no

eavb@imock Y8 genoma em 1944!

Premio Nobel em 1983!

Ela chamou de elementos reguladores!




Os dois tipos de transposons:

(a) DNA transposon
—r

(b) Retrotransposon

—r

Donor DNA } k'/ Donor DNA
anking

B DNA RNA

site 1 polymerase
AN
RNA intermediate

Donor DNA

Reverse

DNA transcriptase

intermediates
~

),
S ~

Target
DNA

4 N

Y

Transposed /

mobile elements

Grande parte de nosso genoma ¢ composto por elementos
Repetitivos: principalmente transposons!

100%

80%
T0%
60%
50%
a0%
30%
20%
10%

y
Sacchoromyces N
cerevisige Coenorhabditis
elegons

Transposons
Drosophilo

Retrotransposons
melanogaster
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Homo sapiens Tes

Oryza sativa

Zeo moys
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Os transposons podem ser de DNA.... (“cut and paste”)

Donor DNA Tn5 Transposon DNA Donor DNA
{ Transposase Binding
v )
Synaptic Complex
Formation
v Cleavage
+
Target DNA o ——
v Target capture
v Strand transfer
Py Poy
W/ A4

Por que em bactérias genes de resisténcia a antibidticos estdo
localizados em transposons???

Os transposons de DNA fazem pequenas duplicagoes
ao entrarem no DNA celular..

%

Inverted Repeats —*

HostDNA ....TACATGCACAG..
target site ,_,.ATG‘TAC GTGTC..
‘ Fill in the gaps
@V v CAG..
&%T ACGTGTC..

Fill in the gaps

.TACATGCA TGCACAG..
ATerAaceT \N Wiancatatc.
+—Direct Flepeals4*

Ao sair o transposon deixa uma cicatriz !!!!
Que ¢ justamente essa duplicagdo!




Transposons podem inativar genes ou mudar sua atividade.....

Transposable element

Transcribed in certan cel types, protein product is active

Protein product not functional

2 I—.-
Transcription activated in other cell types
3
— - g
No effect

Também pode liberar um gene mutado, ao sair do gene.....

Kerntl  pletmotypes:

,.E. stable bé- ynitable
$ B o v
5 - ]
—_‘ZLW“":\/' Ds T
e UFET [“ .41-] x} Ac
vEET
VEET S’
Y oreT

Flor com cores variegada pela acio de
transposon..... Como?




* Que faz a proteina transposase?.....

* Um transposon sem transposase pode transpor?

CAGGATGAAA TTTCATCCCTA
Ac l transposase I
CAGGATGAAA TTTCATCCCTA

I l deletion l
Ds ‘

MNonfunctional transposase

Ou de RNA - > retrotransposons.... “copy and paste”

How retrotransposons copy-and-paste

— - asmsem—
RNA copy ‘
staggered
L cut
1)
‘ DNA copy
original

element ‘




Diferenca entre transposons de DNA ou retro
Two classes of transposable elements
1. Retrotransposons e
P C"copy and paste'
4

2. DNA transposons
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Alguns retrotransposons tem LTR (Long Terminal Repeats)

LTR retrotransposon (=6-11 kb)
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Qual a similaridade com retrovirus?




Muito similar a retrovirus!!!! Sdo parentes?
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Retrotransposons podem ser Non-LTR!

Long interspersed element (LINE)
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Esses non-LTR podem ser longos or curtos (SHORT)
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Elemento Alu- mais de um milhao de copias no genoma humano!
10% de nosso genomal!!!! Porque esses SINES sao chamados
assim?
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Similar ao RNA 7SL (transporte e secre¢ao de proteinas)!
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E como os elementos non-LTR transpoem?

Nuclease and reverse transcriptase
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Classes de Transposons

Transposable Elements
DNA Transposons Retrotransposons
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Seriam eles 0 DNA egoista? O ultimo parasita?




Line L1 retranspoe no desenvolvimento do cérebro!!

(Alysson Muotri- Univ. San Diego)
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70% do genoma humano ¢ transcrito!!!

Deve ser funcional!

Genome

Transcriptome
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70% do genoma humano ¢ transcrito!!!

IncRNA

The relationship between non-protein-coding DNA and eukaryotic
complexity

Percent of DNANot Coding for Protein
cBEN82333233388

Prokaryotes One-celled Fungi/ Chord:
eukaruotes Plants

Sera que isso resolve o paradoxo do tamanho do genoma?

Mas qual a funcio dos ncRNA?




ENCODE: 80% do genoma é funcional!!
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