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Como estudar as células?

1800s - Present:
Culture, staining,
and microscopy
used to study
microbes that can
be cultured

mid-1600s:
First microbes
described

circa 1600: 1800s:
Microscope Connection
invented made between

microbes and
disease

1990s:

DNA sequencing
becomes available,
allowing study of
microbes that cannot
be cultured
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https://learn.genetics.utah.edu/content/cells/scale/

Técnicas tradicionais

* Caracterizagao morfoldgica e Bioquimica
* Isolamento e Cultivo
* Microscopia
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Técnicas Moleculares

* Estudos com o RNA ribosomal (16S e 18S)
* Identificacdo de Espécies — DNA Barcode
* Moléculas marcadoras

Ciéncia da Metagenomica

. Estuc?o dos microrganismos e suas comunidades no contexto de seu habitat
natural.

* Mais de 10.000 genomas microbianos podem se sequenciados em um unico
experimento.
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DNA barcoding

+* Proposta: Uma maneira

simples de identificar espécies

[ | BGO|035|

pelo DNA

+¢* Regido do DNA curtas e ‘ HH“HH“NHMH““HHMMM“““M ””M
- “
-

padronizadas para identificar “HHHHH“

espécies de plantas, animais,

fungos e microrganismos
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Filogenia Molecular- Gene do RNA ribossomal

Ribosome

Ribossomo = Proteina + rRNA

Large subunit

Ribosomal RNA

10

Ribossomo Procarioto X Eucarioto

Procarioto: 70S

Eucarioto: 80S

60S

11



Valor S

Solucdes de sacarose com
densidades diferentss séao
colocadas no tubo, uma

sobre a outra Amostra é colocada no

topo.do gradiente
@ ® 5% sacarose
@ @ (3]
20% sacarose

Baixa densidade = e o
Média densidade — @

Alta densidade

centrifugagdo
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As Fragoes do Ribossomo
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Analise do gene do RNA ribossomal

¢ Ferramenta para andlise de diversidade
¢ Identificacdo de espécies, sem cultivo

¢ Exemplos:

Oceanic 18S rDNA sequences from
picoplankton reveal unsuspected
eukaryotic diversity

Seung Yeo Moon-van der Staay* {, Rupert De Wachter: & Daniel Vaulot*{

Metagenomic and Small-Subunit rRNA Analyses Reveal the Genetic
Diversity of Bacteria, Archaea, Fungi, and Viruses in Soil”
Nozh Fierer,"™* Mya Breitban,® James Mulon,® Peter Salamon,* Catherine Logupone,” Ryan Jones,!
Michael Robeson,' Roben A. Edwards,*” Ben Fels* S1eve Ravhawk,* Kob Knigh*
Forest Rohwee,™ and Robert B. Jackson™™

14
Metagenémica e RNA Ribossomal
c )
Microbial Community = yHo’s
DNA Sample THERE? Sequence 16s Genes
J
WHAT ARE
THEY DOING?
o
Collecting sea water samples from the Sargasso Sea for the
Compare to database of mw;;;:,m%::gmgsgﬁg;mm
Sequence All Genﬂ known 16s genes Genomics.)
Identify ,, Classify as
Species ‘ New Species
Compare to database of
genes with known functions
15
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Moore Microbial Genome Sequencing Project

Selected Microbes Throughout the World’s Oceans

Microbes Nominated by
Leading Ocean Microbial
Biologists

i
~ North Atlantic |
Protectectana Olgobactee sp |
Protacbactens Sphngomonss =p.

| Proteobacteris Lobanets vastioklensis |

{ Protecbacteriec Photobacterium =p

MARINE
MICROBIOLOGY
INTATIVE

Archea Pyrolobus sp
Archea Thermac: E

Bermuda BATS Station
Protectecteria Parvularculs bermudensis
Protecbactera fubvimarna pelagi
Protecbacteria Oconricola grarsdosus
Protecbactera Ocoankcola batsen
Protecbactena not velchy described
Protacterteria o
Protectacters aricauks s xarckh
Protecbacteria Erythecbacter Herake
Bacterokietes Crocebacter atlarbcus
Bacterokietes Robgreaka bifcrmata
Actinobactena Jarsbacter op

| Caribbean Sea
obacters Roaooveris rriibens
actoris. Goacthece p

1 = - R4
[*==!Westem Tropical Atiantic Eastern Tropical Atlantic |
o Pro o NHTosococcuUs oceant Proteobectena Nerob
Cyanobacteria Synecho

b et

UClIrvine www.moore.org/microgenome/worldmap.asp "t’

.
veja A7 Venezuela Reforma da Previdéncia Revista Newsletter Palav

Ciéncia

Cadigo de barras da vida acelera
identificagao das espécies

Nos proximos quatro anos, 10% da biodiversidade brasileira sera catalogada com
ajuda da técnica conhecida como DNA barcoding

17jul 2011, 14013

Anglise de DNA ajudou  revelar uma nova espécie de Tetragonopterus, peixe que vive no rio
Jari (Divulgag&o/VEJA)

06/04/2022



19

20

06/04/2022

Adulteragdo : E carne de Baleia ou ndo é?

As justificativas do Japao para liberar a
caca de baleias apés 30 anos de
proibicao

f © v & <

Research

Complete mitochondrial genome phylogeographic
analysis of killer whales (Orcinus orca) indicates
multiple species

Phillip A. Morin,"*® Frederick I. Archer,' Andrew D. Foote,>* Julia Vils‘u'up,3 Eric E. Allen,?
Paul Wade,® John Durban,® Kim Parsons,® Robert Pitman," Lewyn Li,® Pascal Bouffard,®
Sandra C. Abel Nielsen, Morten Rasmussen,? Eske Willerslev,® M. Thomas P. Gilbert,?
and Timothy Harkins”

T
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Kate Stoeckle e
Louisa Strauss
Trinity School, NYC

Sold as: DNA ID:
White (Albacore) Tuna Mozambique Tilapia
$8.0/Ib wholesale $1.70/Ib wholesale

Photo FishBase M Bariche Photo FishBase B Gratwicke

Figure 19B Katie Stoeckle (left) and
Lovisa Strauss uncover mislabelod
fish in Manhattan,

Projeto de Sequenciamento de Genomas
Microbiano nos Oceanos

s moricascrin
B G

06/04/2022
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Microscopia

Esta area em amarelo mostra a variagao
de tamanho da maioria dos organismos

estudados neste livro.

Bacteriofagos|
T (virus)

»

) o470 |
( Carrapato  [Tamanho real

Hemacias m 3?“‘

I I

T T U
10pm 0.1 nm 1nm 10 nm 100 nm

T U
10 pm 100 pm 1mm 1cm 01m im

1pm
Olho nu
200pm
Microscopio de
fora atomica (MFA) Microscopio optico (MO)
i 200 nm a 10 mm
& > & >
de (MET) 5
" 10 pm a 101 m Conceito-chave
jof 0s microscopios sio usados para
Microscopio eletronico de varredura (MEV) ampliar objetos pequenos. Como
= 10 nm a 1 mm __ diferentes microscopios possuem
<

¥ diferentes faixas de resolucio, o
tamanho da amostra determina qual
microscoépio pode ser utilizado para
que a amostra seja visualizada
efetivamente.

11
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Microscopio

+»* Robert Hooke (1665): Termo Célula

Leeuwenhoek
Microscope
(circa Late 1600s)

¢ Antony van Leeuwenhoek (1673):
Desenvolvimento do Microscépio

Sample
Translator

/

Lentes

Localizagdo da amostra sobre um alfinete
Parafuso de posicionamento da amostra

Controle do foco

Parafuso de posicionamento do estagio

J{J S — i D

(a) Van Leeuwenhoek utilizando seu microscopio (b) Réplica de um microscépio

Figura 1.2 Observagdes microscépicas de Anton van Leeuwenhoek. (a) Ao se-
gurar seu microscépio préximo a uma fonte de luz, van Leeuwenhoek conseguiu observar
organismos vivos que eram muito pequenos para serem vistos a olho nu. (b) A amostra
foi colocada na extremidade de um ponto ajustével e vista do outro lado através de lentes
finas, quase esféricas. A maior ampliagéo possivel com esse microscépio foi de cerca de
300x (vezes). (¢) Alguns dos desenhos de bactérias de van Leeuwenhoek, feitos em 1683.
As letras representam vérias formas de bactérias. C-D representa a trajetéria do movi-

manta nhanninda nar ala

12
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Microscépio Optico

< Mais simples. Morfologia celular Colbnia de Microalgas

Objective lens
Specimen

Condenser lens

o - . -
3 30
EEEi=: Lightsource -
(v o |

Richettsia

bactéria

28

Microscopio de Fluorescéncia

+¢ Localizacdo de moléculas especificas

*¢ Fluoroforo 420 nm
~40A N Giye7
;;m‘ 5 460 nm

500 nm

Figure 1

Cy3 ~ 540 nm
Alm

580 nm

620 nm

Cy5
660 nm
EXCITATION EMISSION

Figure 9-13. Molecular Biology of the Cell, 4t

29
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GFP - Green Fluorescent Protein

Aequorea Victoria

**Prémio Nobel, 1964.
I\“-'v'.‘

30

3 second barrier filter: cuts out
unwanted fluorescent signals,
passing the spexific green
fluorescein emission between
UeHT 520 and 560 nm

SOURCE
2 beam-splitting mirror: reflects

light below 510 am but
trangmits light above 510 nm

1 first barrer filter: lets through
only blue light with a wavelength .
between 450 and 490 nm . Objoctive lens

— object

31

14



06/04/2022

(a) Conventional fluorescence (b) Confocal fluorescence
microscopy microscopy

Biology, Sixth Edition
eman and Company

40 pm

Focal _/ V\Tlmaged Focal _, Q \— Imaged

plane | volume ~__~  volume
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Microscopio Eletronico de Transmissao

Poxvirus

Fonte ae
elatron
+* Maior resolucdo
» ope . Camara
+ Utiliza feixe de evacuada "
, 200nm
elétrons Porta
amostra
+» Comprimentos de
onda menores que a .
Luz. 10

Figura 2.9 Microscopio eletrbnico. Este instrumento abrange as fun-
¢oes de microscopio eletrdnico de transmissao e de varredura.

33
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Microscopio Eletrénico de Transmissao

Poxvirus

+»* Maior resolugdo
++ Utiliza feixe de elétrons ao invés da Luz

electron gun

electron beam

TN anode
<y

magnetic lens

backscattered
electron detector

Inm

secondary
electron detector

specimen stage

© 2008 Encyclopaedia Britannica, Inc.

DNA
34
Microscépio Eletronico de Transmissao
Mitocéndria
.
Figura 1 (X 19.000) - Hemdcito (hialindcito) retirado da hemolinfa de B.
35
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Microscépio Eletronico de Varredura

Mosca Bactéria

Ovulo sendo
fecundado

Flgum 3.10 Microscopia eletrbnica de

do e de d As llustragdes mos-
EIZ;::Z de — Feixe de elétrons primario _ ram as trajetdrias dos feixes de elétrons usados para
Feixe de elétrons - criar imagens das amostras. As fotografias mostram
um Paramecium visto com ambos os tipos de micros-
Lentes eletromagnéticas 5 _' s 0 909 7P 'F >
Lente eletromag- ———- copics eletronicos. Embora as micrografias eletronicas
nética do condensador Tela para visualizagao normalmente sejam pretas e brancas, neste livro essas
Amostra e outras micrografias eletrénicas foram coloridas artifi-
Lente eletromag- —L Abertura para cialmente para dar énfase.
g visualizagao Coletor de
nética objetiva |
elétrons
Lente eletromag- — 4 »
nética do projetor | 7" Elétrons ———%~3 1|
ndarios 3 a
Tela fluorescente ou \ secul
chapa fotogratica Amostra

Amplificador
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@) m 50 pym (b) @ 12 nm

Figur;

* Forgca AtOmica
*  Tunelamento

Utilizam diferentes tipos de sondas para examinar a superficie da amostra

38
* Microscopia de
tunelamento
40
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