Genes ribossomais

16S em bactérias



Genes ribossomais

O gene rRNA é o DNA mais conservado nas
células

Porcoes das sequéncias desses genes em
organismos relacionados sao muito similares

Essas sequéncias podem ser alinhadas,
evidenciando as diferencas

Tem sido extensivamente utilizado em
taxonomia, filogenia e para estimar taxas de
divergéncia entre espécies



* Este RNA nao é traduzido em proteina

e Utiliza-se ‘rRNA’ ou ‘rDNA’ para desighar o
genoma que produz o RNA ribossomal,
componente ativo dos ribossomos.

* A subunidade ribossomal pequena contém o
rRNA 16S. As subunidades maiores contém
dois tipos de rRNA: 0 55 e 0 23S



Ribosomal RNAs in Prokaryotes:
e szt wocizoross [iocnon -

Large subunit of ribosome

) 165 1500 Small subunit of ribosome
23S 2900 Large subunit of ribosome



Secondary structure
of small subunit ribosomal RNA
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EUKARYOTES

80S

60S

28BS rRNA (4718 nucleotides)
5.8S rRNA (160 nuclecddes)
55 rRNA (120 nuclecudes)

50 proteins

40S

IBS rRNA (1874 nucleotides)
33 proteins

BACTERIA

70S

50s

23S rRNA (2904 nucleotdes)
55 rRNA (120 nucleotides)

34 proteins

30S

16S rRNA (1541 nucleotdes)

21 proteins

Cada uma das subunidades é constituida de 60% de RNA e 40% de proteinas

—



A sequéncia 16S tem regioes hipervariaveis, as
qguais divergiram ao longo da evolucao

Essas regides sao flanqueadas por regioes
fortemente conservadas

Foram desenhados ‘primers’ para flanquear as
regioes conservadas e amplificar as regioes
variaveis

A sequéncia 16S tem sido determinada para um
numero extremamente grande de espécies. Na
verdade, nao ha outro gene tao bem
caracterizado em bactérias



rRNA gene
sequencing

PCR

(ver video em:

https://www.youtube.

com/watch?v=XfCTUd

AjoY8 )
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¥ 1.1solate DNA
16S rRNA gene
—
} 2. Heat to separate strands;
— add specific primers
} 3. Primer extension with
DNA polymerase
+
} 4.Repeat above steps to obtain
many copies of 16S rRNA gene
| 5.Run agarose gel and check
for correct sized product
} 6. Purify and sequence
PCR product

Hall,
7. Insert the sequence in a
l database and identify the isolate


https://www.youtube.com/watch?v=XfCTUdAjoY8

Perguntas sobre o artigo de Janda e
Abbott (2007)

Quais sao as razoes para o uso do gene 16S
para identificacao de bactérias?

Fale sobre o coeficiente de similaridade
adotado para considerar um isolado como
sendo da mesma espécie de outro.

Quais sao os problemas relacionados ao uso
do 16S?

Quais sao as recomendacoes para o uso de
16S para identificacao de bactérias?



