A vida sem microrganismos nao seria possivel!
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2 - Importantes na reciclagem de nutrientes 3 - Elevada importéncia na saide

Participagdo em diversos ciclos biogeoquimicos - como causadores de diversos disturbios

(ex: ciclo do azoto, entre outros)
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3 — Elevada importéancia na satde 4 — Elevada importéncia no sector alimentar

- Pra fer ivos para produgao de ali

- como produtores de P far g (ex:

- Contribuindo para a normal fisiologia animal (ex: flora intestinal)

Bacteria
3 teria & fung,
such 3 Candida atwcans, ef

hitp:/3.bp.blogspot.com!_NT7KPXLY/T
6Y/5320/g00d_bad_bacteria,jpg

TeeYjBsFIIAAAAAAAAAKUI/xgKCFBNIZ




6 — Elevada importancia para a agricuitura

— Importantes no desenvolvii de Engenharia Genéti

- como causadores de diferentes patologias

Clonagem de DNA

Infecgéo com Agrobacterium

rraducso
Praduglo de natural { )
screcies e insulina

- como agentes de controlo biolégico de agentes
patogénicos e de pragas

linfeccoes
virais

.. e utilizados em inumeros
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4 - Elevada importéncia para a agricultura

4 - Elevada importéncia para a agricultura

- Pelo belecii de i imbiotii -Aumentam a disponibilidade de nutrientes
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Micorrizas
(planta-fungo)

IR  woduios (planta-bactéria)

Caracteristicas

culturais g

Como foram identificados
os microrganismos?

1. Colheita de amostras
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uuu uu Biomedical an d Life Sciences (2008) 93, 407-413

The EMBO Journal (2002) 21, 5448 - 5456

2. Cultura e isolamento em meios
apropriados

3. Pesquisa de caracteres fenotipicos 3. Pesquisa de caracteres fenotipicos

Aspectos
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Que problemas podem surgir na identificagdo
“tradicional” da diversidade microbiana?

- Os individuos tém primeiro de ser

isolados e cultivados em laboratério
Apenas 1% dos microrganismos
unicelulares sio cultivaveis

- Muitos ios bioquimi s6 podem ser utilizados
em micror i com cr i rapido

-As caracterlstlcas fenotlplcas e
lem for do
amblente {mem de cultura)

Os métodos moleculares
ultrapassam muitas destas

A técnica mais e ples é a amplificagdo de zonas
varidveis do genoma, recorrendo as suas zonas estdveis

Procariotas RNA 235 (2904 nty—_

Subunidade maior 50S"— RNA 5S (120 nt) —> Pré-rRNA (30S)

dificuldades
Fusarium oxysporum, em diferentes marcas de PDA
A técnica mais e simples é a amplificagdo de zonas

varidveis do genoma, recorrendo as suas zonas estdveis
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A técnica mais e ples é a amplificagdo de zonas

varidveis do genoma, recorrendo as suas zonas estdveis

Eucariotas
RNA 28S (4700 nt)~_
Subunidade maior 60S— RNA 5,8S (160 nt) = Pré-rRNA (45S)
Ribossomas ~ RNA 18S (1900 nt)
80S Subunidade menor 40S— RNA 5S (120 nt)

185 5.85 285
Human, -13.7 kb | e T ]
5 3

X lsevistfrogh,=toxe [T T
D. melanogaster it fiy), <77k [T 7]

S. cerevisiae (yeast), =6.6kb [ [T []
] tranactbod apacer

[ rocion rssarvodn rbosomas




A técnica mais e simples é a amplificacdo de zonas
varidveis do genoma, recorrendo as suas zonas estdveis

Eucariotas

rDNA
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Para além de rDNA, outras sequéncias génicas
podem ser utilizadas

B-tubulina

RPB2 5

(RNA polimerase Il)

L=
[ - [

A identificagdo baseada em sequéncias de DNA
é rapida e eficaz, mas...

(A) Ainda néo existe concordéancia no locus mais apropriado
(B) Ainda nao existem bases de dados de qualidade controlada

(C) Ainda néo estao definidos o nimero de nucleétidos varidveis
que definem uma espécie

A utilizagdo de novas abordagens conduz:ram a
novas classificagbes

O género Coprinus pode ser
facilmente reconhecido pelo
facto de as laminas contendo os
esporos se dissolverem num
fluido negro, logo apds a
maturacao do esporos
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Utilizac&o de bases de dados contendo rDNA de
microrganismos para identificagao

Procariotas

i@ RIBOSOMAL DATABASE PROJECT

= 100,000

sequéncias no
GenBank

Fungos

= 65,000
sequéncias no
GenBank

Esta estratégia de identificagdo molecular estd na base do
“DNA barcoding” para avaliar a diversidade biolégica
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A andlise de DNA demonstrou que nem todos

pertencem ao mesmo género, muitos dos quais nem
sequer pertencem a familia Agaricaceae (mas sim a familia
Psathyrellaceae)

Coprinopsis picacea
(=Coprinus picaceus)
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Coprinellus micaceus
(=Coprinus micaceus)
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Coprinellus heterothrix
(=Coprinus heterothrix)




Existem varios tipos de diversidade...

variedade de funcoes  variedade genética variedade de espécies
Biomassa Populacdes Reino
Bio-regides Individuos Filo
Paisagem Cromossomos Familia
Ecossistema Genes Género
Habitat Nucleotideos Espécie
Nichos Populacéo
Populacdes Individuo

A diversidade envolve dois componentes:
- Variedade (quem/quais séo?)

- Abundancia relativa (quantos séo?)

Como pode ser avaliada a diversidade
microbiana de um dado habitat?

Anélise de multiplos fragmentos (T-RFLP)

Recolha Extragao % o———e
de DNA o———e

PCR de 26S rDNA
primer fluorescente
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Como pode ser avaliada a diversidade
microbiana de um dado habitat?

Anélise de multiplos fragmentos (DGGE/TGGE)

Recolha Extragdo %
da de DNA
amostra

Electroforese em
condig6es desnaturantes

Andlise de multiplos fragmentos (DGGE/TGGE)

Redugédo da mobilidade
electroforética de fragmentos
parcialmente desnaturados

Este tipo de gel
(gel perpendicular)
permite determinar o tipo de
gradiente a utilizar numa experiéncia

A amostra é aplicada em
toda a extenséo do gel
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Os fragmentos desnaturam em
diferentes locais do gel,
parando a sua migragdo

Muyzer et al. (1993) Appl. Environ. Microbiol. 59: 695-700

Andlise de multiplos fragmentos (DGGE/TGGE)

A optimizagdo do tempo de pela
regular da amostra num gel em gradiente
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Os fragmentos desnaturam em
diferentes locais do gel,
parando a sua migragao

Muyzer et al. (1993) Appl. Environ. Microbiol. 59: 695-700

Andlise de multiplos fragmentos (DGGE/TGGE)

Amostras contendo uma mistura de fragmentos de 26S rDNA,
podem ser analisadas simultaneamente
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Heuer et al. (1999) Appl Environ Microbiol. 65: 1045-1049.




Como pode ser avaliada a diversidade
microbiana de um dado habitat?

Metagendémica

Uma janela para o
Universo Microbiano

Sequenciagao tradicional

O caso do projecto do genoma humano...

Consdrcio publico

> 20,000 clones BAC = 100 kb

cada BAC € fragmentado em

porgdes de 2-3 kb
subclonado
+ + - ACCOTAAATGGECTCATCATOCTTAM
TOATCATOCTTAMOCCTOTCCATOCTACTG. . .
+ + - ACCOTAMTOO0CTOATCATOCTTAMACCCTOTOCATCCTACTE . . « sequenciado
alinhado

Como pode ser avaliada a diversidade
microbiana de um dado habitat?

O poder da andlise genética é
aplicado a toda a comunidade
microbiana, evitando a .
necessidade de isolar Uma janela para o

individualmente cada espécie. Universo Microbiano

s

Extract all DNA from
microblal community In
sampled environment

Metagendémica

Sequenciagao tradicional

Método de sequenciagao de Sanger

‘The Scientist 2004, 18(18):44

Strand 1o be sequenced
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© THE SANGER METHOD: Single-stranded DNA is.
it mixed with o primer and st into

ur aliquots, eoch
contairing DNA polymerase, four deoryribonucleotide iriphos-
phates i

ruclectide is aided. The mitures ore fooded imto separote lones of a gel and electrophoresis is used 1o

separote the DNA fiagments. The sequence of the original sirand is inferred fiom the results. (Se¢ p. 40
for an illustration of a high-speed DNA sequencer,)

Sequenciagao tradicional
O caso do projecto do genoma humano...
Celera genomics

A tecnologia de “shotgun”

ol '\1;7 ="~ >20,000 clones BAC = 100 kb
+ + ACCCTAMATGGGCTCATCATGCTTAM sequenciado

TEATCATOCTTAMECCTOTOCATOCTACTS . . «

« - ACCOTAMATOO0CTOATCATGCTTAAACCCTGTGEATCCTACTS . . o

alinhado

Sequenciagao tradicional

Seq iagdo efectuada em seq iadores capilares
dNTPs Terminadores (dideoxinucleétidos)
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Sequenciagéo tradicional
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Tecnologia de sequenciagao de nova geragao
* Amplificagdo dos fragmentos a sequenciar por PCR de emulsdo

E mantida uma proporgao
para que cada microesfera
de agarose se ligue a uma
unica sequéncia de DNA

U@ee

As microesferas sdo capturadas
individualmente em micelas onde ocorre o
PCR em emuisdo

Sao seleccionados os fragmentos com
ambos os adaptadores (A e B)

Tecnologia de sequenciagao de nova geragao

* A polimerizagdo ocorre no pirosequenciador (Roche/454 FLX)

Podem ser
em paralelo

400,000 é

Tecnologia de sequencia¢cdo de nova geragcado

« Utilizagado de de seq iaca i em paralelo
(ex: plataforma 454, Solexa, SOLID)

* Prepara¢do mais directa das amostras a sequenciar
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Séao ligados adaptadores

Séao seleccionados os fragmentos com ambos os
adaptadores (A e B)

Cada microesfera (28 um) é capturada em pogos (44 um) na
placa de sequenciagdo (PicoTiterPlate — PTP)
P da ¢do sdo

F esferas
adicionados

os

Tecnologia de sequenciagdo de nova geragao

1-2 millon templte beads loaded into PTP wels

« O principio da sequenciagao

A sequenciagao é realizada por
ciclos TCAG

1 nt ligado = 1 PPi liberto

1 PPi liberto = 1 ATP produzido
(acgao da ATP sulfurilase)

1 ATP produzido = 1 oxiluciferina
(acgao da luciferase)

Polymerase

Degradagao de dNTP nao- . P M

incorporado por apirase Sulphurylase — b
ATP
Luciferase -%L_u}\(cnn

APS -adenosine 5 Light and oxylusifern
phosphosulfate




Tecnologia de sequencia¢cdo de nova geragcado

* O principio da sequenciacdo
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\Key sequence = TCAG for identifying wells and calibration
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Como pode ser avaliada a diversidade
microbiana de um dado habitat?

Sequéncia de todos
os 26S rDNA
presentes na

populagao microbiana

Bases de dados de
sequéncias

Potencial
identificagao de todas
as bactérias presentes

no habitat
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Panciopcois 8 Autcsn

Fporsroceacira

A diversidade
recentemente descoberta
do picoplankton (< 2pm)
nos oceanos, elevou de
forma surpreendente as

estimativas de diversidade
dos microrganismos

Namero de espécies (x1000)

Convention Biological Diversity,
Technical Series, n° 30 - 2007
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Taxa

[ Espécies descritas
B Espécies desconhecidas

Brysphytes and Pleridophyles
Prokaryotes (Archaea and Bacteria)

Como pode ser avaliada a diversidade
microbiana de um dado habitat?

« Recolha Extragdo o———
d: de DNA o——
o——
o——

PCR de 26S rDNA

i — 4
Sequéncia de todos  Mwmast commsbingtachcopeing g i
os 26S rDNA

presentes na

populagdo microbiana

A diversidade microbiana esta actualmente a
ser explorada em diferentes ambientes
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No mar e no ar

de dguas
1 residuais

Em plantas

Em animais e no
homem

@,

Vertebrates 3.2% }

Invertebrates 68.5%

Convention Biological Diversity, Technical Series, n° 30 - 2007
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