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RESUMO

Espécies bacterianas sdo definidas com base em diversos caracteres
fenotipicos, relacdoes DNA-DNA e mais recentemente com base no seqiiénciamento
do 16S rRNA. Porém € sabido que o 16S rRNA nio é polimérfico o suficiente para
diferenciacdo e inferéncias filogenéticas confidveis em espécies muito relacionadas.
Seqiiéncias completas dos genes 16S rRNA, rpoB e gyrB de 52 espécies bacterianas e
cloroplastos foram retiradas do Genbank e analisadas por trés métodos; Neighbor
Joining, Maximum Parsimony e Maximum Likelihood, para acessar sua utilidade
como ferramentas em taxonomia e filogenia microbiana. Os resultados mostram que
os genes rpoB e gyrB sdo mais polimoérficos que o 16S rRNA. Em todos os casos, a
porcentagem de similaridade entre diversas espécies foi menor utilizando os genes
rpoB e gyrB, mesmo para espécies com alto grau de similaridade. Seqii€ncias de 16S
rRNA e rpoB também suportaram a hipétese de evolugao dos cloroplastos a partir das
cianobactérias. Testes in silico foram realizados com os trés genes em membros do
grupo das proteobacterias, € mais especificamente, com membros da familia das
Enterobacteriacea. Varios clusters suportados pelos trés métodos analiticos com altos
valores de bootstrap foram observados utilizando-se os genes gyrB e rpoB.
Seqiiéncias dos genes rpoB e gyrB foram consideradas melhores que o 16S rRNA
para diferenciacdo entre membros da familia das Enterobacteriacea, a qual possui

importancia clinica.



SUMMARY

Bacterial species are defined on the basis of several phenotypic characters,
DNA-DNA relatedness and, more recently, 16S rRNA gene sequencing. It is known,
however, that 16S rRNA is not polymorphic enough for reliable phylogenetic
inferences and differentiation of closely related species. Complete sequences of 16S
rRNA, rpoB and gyrB of 52 bacterial species and chloroplasts were retrieved from
Genbank and analyzed by three methods; Neighbor Joining, Maximum Parsimony
and Maximum Likelihood, to assess their usefulness in bacterial taxonomy and
phylogeny. The results show that rpoB and gyrB genes are more polymorphic than
16S rRNA. In all cases the percent similarities between different species were lower
than those observed in 16S rRNA, even for species with a high degree of similarity.
16S rRNA and rpoB sequences strongly support a hypothesis of the evolution of
chloroplasts from cyanobacteria. Further in silico tests were carried out with the three
genes on members of the proteobacteria group, and more specifically, in the
Enterobacteriacea family. Several phylogenetic clusters were strongly supported by
high bootstrap values for all analytical methods. We show that sequences of rpoB
and gyrB are better choices than 16S rRNA for differentiating between members of

the Enterobacteriaceae family which is of clinical importance.



1. INTRODUCAO
1.1 Introducao Geral

1.1.1 Primeiras classificacoes da vida

Desde a antiguidade o homem tenta estabelecer relagdes entre os seres que o
rodeiam. Uma das primeiras distin¢des que o homem fez ao observar a natureza foi a
classificagdo dos seres vivos em plantas e animais. Por isso, toda a biologia foi
dividida nas ciéncias da zoologia e da botanica, que estudavam os reinos Animalia e
Plantae respectivamente. Com estes critérios, os fungos e bactérias foram incluidos
no reino Plantae, pois apesar de ndo terem clorofila apresentavam parede celular. Ja
os protozoarios foram considerados como pertencentes ao reino Animalia por se
alimentarem por ingestdo e serem moveis.

A inclusdao de todos os organismos conhecidos nestes dois reinos teve seus
primeiros problemas com a descoberta de organismos fotossintéticos méveis, como a
alga unicelular Euglena, e de seres fixos heterotréficos, como as anémonas e 0s
corais. Assim sendo, o homem sempre tentou estabelecer relacdes entre os seres
vivos, classificando-os em grupos e tentando determinar suas origens. Isto foi feito
com certa facilidade pelos bidlogos que estudavam os seres macroscopicos, como as
aves, os mamiferos e as plantas. Estes apresentam uma grande riqueza de detalhes
morfolégicos, alguns dos quais podiam ser considerados como complexos demais
para ocorrerem em dois organismos por acaso (Woese, 1987). Tais detalhes acabaram
por servir como base para sua classificacdo filogenética (Woese, 1998).

Com a invencdo dos primeiros microscopios e a descoberta dos
microrganismos, a classificagdo baseada em caracteristicas morfoldgicas tornou-se

insegura.



1.1.2 Primeiras tentativas de determinar relacoes filogenéticas entre
microrganismos

Os bidlogos dos ultimos séculos estavam tdo preocupados em estabelecer
relagdes evolutivas entre microrganismos quanto entre organismos macroscopicos. O
estudo destas relagdes foi uma das principais for¢as na microbiologia na primeira
metade do século passado (Woese, 1987). Este contexto serviu como pano de fundo
para o surgimento de obras como o Bergey’s Manual (Holt er al., 1984), uma
tentativa de estabelecer estas relacdes, adotando para as bactérias 0 mesmo sistema
usado para agrupar os animais e plantas filogenéticamente.

Porém, a busca de uma filogenia bacteriana deste modo ndo foi bem sucedida,
pois 0s microrganismos possuem uma morfologia muito simples, em contraste com
os animais e as plantas (Mayr, 1998). Foram desenvolvidos esquemas complicados e
falhos numa tentativa de classificar estes organismos (Woese, 1998), o que acabava
complicando ainda mais o problema. O cldssico exemplo resultante deste sistema foi
a criagdo do grupo pseudomonas, composto de pelo menos de cinco grupos distintos
de microrganismos (Palleroni, 2003). A propria origem da palavra pseudomonas
reflete esta confusdo (do grego pseudes e monas, que significa falsa unidade). Isto
acabou diminuindo a importincia do estudo destas relacdes perante os

microbiologistas como um todo.

1.1.3 Divisoes posteriores

Em 1866, Haeckel prop6s um terceiro reino (Protista), onde foram incluidos
todos os organismos de posicdo incerta, como as eubactérias, cianobactérias e
protozodrios. No entanto, apenas no inicio do século XX o reino Protista foi
seriamente considerado, originando a classificagdo dos seres vivos em 3 grupos
primadrios: plantas, animais e protistas.

No século XIX sabia-se da existéncia de organismos sem nucleo visivel, mas
apenas na segunda metade do século XX estes foram separados dos restantes em um
Unico reino contendo todos os procariontes, o reino Monera (Copeland, 1938). A

meio do século XX ter-se-ia, entdo, os reinos Monera, Protista, Plantae € Animalia.



Esta classificacdo foi modernizada criando-se um reino somente para os fungos

(Fungi) originando a cléssica divisdo nos cinco reinos (Whittaker, 1969).

1.1.4 Procariotos x Eucariotos

A divisdo da vida em procariotos e eucariotos (Chatton, 1937) foi baseada em
uma caracteristica celular, de se possuir ou ndo um nudcleo verdadeiro, ou seja,
circundado por uma membrana. Esta caracteristica pode ser observada por
microscopia eletronica e pode também ser definida por estudos moleculares. Isto
levou a consolidacdo desta visao da divisao primdria da vida.

Porém, esta divisdo em procariotos e eucariotos define um grupo pela auséncia
de caracteristicas inerentes a outro (tudo o que ndo tivesse um nticleo bem definido
era considerado procarioto). Implicando que todos os procariotos teriam que ser de
um s6 tipo, embora a diversidade fisioldgica e morfoldgica entre as bactérias fosse
bem clara (Woese, 1987).

Além disso, o proprio conceito de bactéria, indiscutivelmente imprescindivel para se
determinar uma filogenia bacteriana, nunca havia sido bem definido. Uma defini¢ao
baseada em caracteristicas proprias, € nao na auséncia delas, era necessaria.

Mas para isso sdo precisos estudos comparativos, os quais sempre foram
escassos. Além disso, s6 é conhecida uma pequena fracdo da real quantidade de
espécies de microrganismos existentes (Torsvik, Josten & Frida, 1990), e das poucas
conhecidas, somente algumas foram bem estudadas. Posteriormente, se admitiu que
certas propriedades de alguns microrganismos razoavelmente bem estudados (como a
E. coli) eram propriedades dos procariotos em geral, resultando em mais incertezas.

Entao, até pouco tempo atrds, era considerado ser impossivel determinar
relacdes filogenéticas microbianas, (Woese, 1998), e foi dado como fato os

procariotos serem todos relacionados e pertencentes a um mesmo grupo filogenético.



1.1.5 Tecnologia de seqiienciamento de acidos nucléicos e a nova divisao da vida

Uma forma encontrada para se determinar relacdes evolutivas entre os
organismos, foi deixar de lado o modelo fenotipico (morfolégico e fisioldgico), por
um modelo genotipico unidimensional. No modelo unidimensional das seqiiéncias,
conceitos como similar ou parecido (que sdo subjetivos) podem ser substituidos. Os
elementos de uma seqii€éncia podem ser avaliados de forma mais simples e direta,
pois sdo restritos em nimero e bem definidos.

Através da comparagdo de seqiiéncias de RNA ribossomal (rRNA) foi provado
ser possivel determinar uma filogenia microbiana (Woese, 1987). Com esta
abordagem, todos os taxa dos procariotos, assim como as relagdes entre 0s mesmos e
com os eucariotos se revelaram. A filogenia universal, resultante destas andlises,
demonstrou que o grupo dos procariotos na verdade engloba dois grupos distintos de
organismos. O novo grupo identificado (arqueobactérias) € suportado por evidencias

fenotipicas, além de estar mais préximo dos eucariotos (Keeling & Doolitte, 1995).

1.2 Taxonomia Bacteriana

A taxonomia engloba classificacdo, nomenclatura e identificacdo. A
classificagdo € o arranjo dos organismos em grupos taxondmicos (taxa) baseando-se
em suas similaridades ou relacdes. Nomenclatura € a designacdo de nomes a grupos
taxondmicos de acordo com as normas internacionais. Identificacdo € o processo pelo
qual se determina que um novo isolado pertence a um dos taxa estabelecidos. J4 a
sistemdtica procura organizar os diferentes tipos de bactérias em um sistema util e
coerente (Krieg, 1989).

Historicamente, a classificacdo das bactérias é baseada em caracteristicas
fenotipicas como morfologia, cultivo, nutricdo, bioquimica, metabolismo,
patogenicidade, sorologia e ecologia. Varios métodos baseados nessas propriedades

foram desenvolvidos para classificar bactérias.



1.2.1 Sorologia e quimiotaxonomia

A sorologia e a quimiotaxonomia sdo métodos utilizados para investigar a
arquitetura molecular da célula bacteriana. Técnicas soroldgicas dependem da
habilidade dos constituintes das células bacterianas se comportarem como antigenos,
levando a produgdo de anticorpos em animais (Jones & Krieg, 1984). Tais técnicas
incluem aglutinacdo, precipitacao, fixagdo de complemento e imunofluorescéncia.

Basicamente, a taxonomia por sorologia pode ser dividida em duas classes: (a)
aquelas que detectam diferencas ou similaridades entre as bactérias com base de sua
superficie celular e de seus complementos antigénicos (flagelo, pili, parede celular,
cépsula, etc.) e (b) o uso de anticorpos especificos para enzimas purificadas,
permitindo verificar similaridades estruturais entre proteinas homologas de diferentes
bactérias (Jones & Krieg, 1984).

A quimiotaxonomia engloba técnicas que permitem elucidar a composi¢dao
quimica da célula bacteriana ou de partes dela. Tais estudos incluem andlises da
composi¢do da parede celular, composicio dos lipidios, andlise de quinonas,
composi¢dao do citocromo, caracterizacdes enzimaticas e andlises dos produtos de

fermentacdo (Jones & Krieg, 1984).

1.2.2 Taxonomia numérica

A grande quantidade de dados e tabelas resultantes da analises de propriedades
fisiol6gicas e bioquimicas, entre outras, ndo podem ser prontamente analisadas a olho
nu. A taxonomia numérica (ou taxometria) foi desenvolvida na década de 50 (Sneath,
1989), como forma de analisar grandes quantidades de dados com auxilio de
computadores, tendo como funcdo principal derivar esquemas objetivos para a
classificacdo das bactérias a partir de dados oriundos de andlises taxondOmicas,
filogenéticas e soroldgicas entre outras. Classicamente, a taxonomia numérica
primariamente avalia relagdes fenotipicas, e tem como bdsico a definicdo de

taxoespécies (um grupo de estirpes com alta similaridade fenotipica).



1.2.3 Taxonomia molecular

As técnicas da biologia molecular possibilitaram uma caracterizagdao
taxondmica mais apurada dos microrganismos. Como complemento da descri¢cdo dos
caracteres fenotipicos convencionais (e.g., coloracio de Gram), a andlise molecular
pode permitir a caracteriza¢do mais objetiva e fundamentada dos microrganismos.

A taxonomia molecular envolve o estudo dos 4cidos nucléicos microbianos,
principalmente DNA cromossomico e RNA ribossOmico, para a obtencdo de
informacdes taxonOmicas (Goodfellow & O’Donnell, 1993). As informagdes
derivadas de acidos nucléicos podem ser empregadas na classificacdo de linhagens
microbianas em diversos niveis taxondmicos hierdrquicos, desde o estabelecimento
de relacOes intra-especificas entre linhagens até relacdes entre espécies, géneros e

niveis taxondmicos supra genéricos.

1.3 Bioinformatica

Em face do crescimento exponencial do nimero de seqiiéncias disponiveis, era
inevitavel o recurso as bases de dados informatizadas, como forma de guardar,
organizar e indexar os dados, bem como a utilizagdo e desenvolvimento de
ferramentas especializadas para a visualizacdo e andlise. A bioinformdtica € uma drea
interdisciplinar da ciéncia aplicada que engloba a biologia, a ciéncia da computacdo,
a quimica, a fisica e a matemadtica, tendo como objetivo principal a capitalizagdo de
tecnologias emergentes, aplicadas a investigacdo bioldgica (Lesk, 2002).

Reconhecida had pelo menos 15 anos, € uma ciéncia que fornece ferramentas
que visam aproveitar a0 maximo estas informa¢des com o auxilio dos computadores,
seja desenvolvendo e aplicando novos algoritmos computacionais a problemas
existentes na biologia, seja identificando novos genes, ou ainda procurando por
padroes existentes que facilitem estas tarefas. Outros exemplos do uso da
bioinformética incluem os alinhamentos de seqiiéncias (tanto de nucleotideos quanto
de aminodcidos), predicdo filogenética, procura por similaridade das seqiiéncias em
bancos de dados e a classificacio e predicdo de estruturas tridimensionais de

proteinas. Estas ferramentas sao apresentadas na forma dos diversos bancos de dados



e softwares existentes (muitos dos quais sdo gratuitos) capazes de realizar as mais
diversas tarefas.

Virios fatores t€ém contribuido para o avanco da bioinformatica. O advento da
World Wide Web (WWW) possibilitou a partilha das informagdes em bancos de
dados ou péginas da web que podem ser acessados instantaneamente de qualquer
lugar do mundo. A potencializacdo dos computadores, principalmente nas udltimas
décadas, também tem contribuido para pesquisas na drea da bioinformética. A prépria
globalizacdo da informacdo como um todo permitiu o aparecimento de bidlogos
capazes de programar e de matematicos interessados em aplicar sua ciéncia para
auxiliar a resolucao dos problemas existentes na biologia.

Além disso, vérias técnicas de biologia molecular tem sido aplicadas no estudo
da diversidade e ecologia dos microrganismos que ndao podiam ser cultivados em seu
habitat natural. Tais métodos levaram ao crescente nimero de seqiiéncias de
nucleotideos e aminodcidos disponiveis nos inimeros bancos de dados como o RDP -
Ribosomal = Database Project -  (http://rdp.cme.msu.edu/html/), GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), EMBL — European Molecular Biology Laboratory -
(www.embl-heidelberg.de) e o DDBJ - DNA Data Bank of Japan -
(http://www.ddbj.nig.ac.jp) entre outros. Estes por sua vez tém se tornado uma fonte
fundamental de informacdo para os pesquisadores das mais diversas 4reas,
principalmente da biologia molecular. Uma das aplicacdes da bioinformdtica na

microbiologia € a construcao de arvores filogenéticas.

1.4 Filogenia molecular

A natureza do DNA permite que este seja usado como um “documento” da
histéria evolutiva. Comparando-se seqiiéncias de DNA de diversos genes entre
diferentes organismos, pode-se inferir relacdes entre estes que ndo poderiam ser
determinadas somente pela observacao morfologica (NCBI —

http://www.ncbi.nlm.nig.gov/About/primer/).



Quando seqiiéncias de 4cidos nucléicos ou proteinas encontradas em
organismos diferentes sdo similares, € provavel que estas tenham sido originadas de
uma seqiiéncia ancestral comum. Um alinhamento de seqii€éncias revela quais
posicdes foram conservadas e quais divergem entre os descendentes de um mesmo
ancestral. Quando duas seqiiéncias possuem uma relacdo evolutiva, elas podem ser
denominadas seqiiéncias homoélogas.

Como os genes evoluem através do acumulo de mutacdes, o numero de
diferencas entre eles pode indicar a quanto tempo estes divergiram de um ancestral
comum. Portanto, comparando-se diferentes genomas, € possivel derivar relacdes
evolutivas entre eles. A este tipo de abordagem di-se o nome de anélise filogenética.

Uma andlise filogenética direta consiste de quatro passos:

1 — Definicao do crondmetro molecular — ver 1.4.1

2 — Alinhamento das seqiiéncias — ver 1.4.2

3 — Determinacao de um modelo de substituicdo (consideracdo
da variacdo das seqiiéncias) — ver 1.4.3

4 — Construcdo da arvore — ver 1.4.4

5 — Avaliagdo da arvore — ver 1.4.5

1.4.1 Crondometros moleculares

Certas macromoléculas podem funcionar como crondmetros evolutivos, ou
seja, podem ser usadas para medir distincias evolutivas. Uma molécula cuja
seqiiéncia varie aleatoriamente no tempo pode ser considerada um cronémetro. E
denominada distancia a quantidade de mudancgas ocorridas em uma seqiiéncia no
decorrer do tempo. Quanto mais mudancas forem computadas entre duas seqiiéncias
de uma determinada molécula, maior serd a distancia entre elas (distancia = taxa de
mutacdo x tempo). Porém, nem todas as seqii€ncias sdo de grande valor ao se tentar

estabelecer relagdes filogenéticas. As principais caracteristicas necessdrias para uma

seqiiéncia poder ser empregada em filogenia sdo:



1. Distribui¢ao universal
Por razdes obvias o crondmetro deve ser universalmente distribuido no grupo

sendo estudado.

2. Funcdo homologa conservada
Uma fungdo conservada garante a presenca na seqiiéncia de regides

conservadas que poderdo ser alinhadas, favorecendo anélise filogenética confidvel.

3. Espectro filogenético

A taxa de mutagdo do crondmetro deve ser condizente com o espectro
evoluciondrio das distancias sendo avaliadas. Quanto maior a distancia evolutiva
sendo avaliada, menor deve ser a taxa de evolu¢do do crondmetro. Um crondmetro
que possua uma taxa de mutacdo baixa tem pouca utilidade para avaliar distancias
evolutivas pequenas, pois ele seria demasiadamente conservado para discernir entre

0S 0rganismos.

4. Tamanho

O tamanho da seqiiéncia deve ser grande o suficiente para que esta produza
dados estatisticos satisfatorios. Além disso, para um melhor resultado, a seqiiéncia
deve conter partes cujas taxas de evolu¢ao sejam relativamente independentes umas
das outras. Isto permite que o crondmetro mantenha sua sensibilidade mesmo que em
alguma de suas partes ndo ocorram mutagdes aleatdrias (ex. caso alguma parte esteja

sujeita a fortes pressdes seletivas).

1.4.2 Alinhamento maultiplo
Por alinhamento multiplo de seqiiéncias entende-se o procedimento de
comparar duas ou mais seqiiéncias procurando-se uma série de caracteres individuais

ou padroes de caracteres que estdo na mesma ordem nas seqiiéncias (Mount, 2001).



Um alinhamento multiplo é uma matriz de dados onde as colunas representam

caracteres homodlogos. Existem dois tipos de alinhamento:

1. Alinhamento global: Alinhamento de seqiiéncias nucleotidicas ou de aminoécidos
em toda a sua extensao.
2. Alinhamento local: E o processo de busca de alinhamento de regides altamente
similares de duas seqiiéncias de DNA ou proteina.

O alinhamento de seqiiéncias pode ser util para descobrir informacgdes
funcionais, estruturais e evolutivas. E importante obter o alinhamento 6timo para ter
acesso a estas informacdes. Os métodos de andlises filogenéticas assumem que o0s

alinhamentos multiplos respeitam as seguintes afirma¢des (Mount, 2001):

a) As seqii€éncias sao homologas — todas descendem de um ancestral comum.

b) Cada posi¢ao do alinhamento é homodloga a todas as outras daquela mesma
coluna.

c¢) Cada uma das seqiiéncias incluidas tem uma historia filogenética em
comum.

d) A amostragem dos taxa € adequada para resolver o problema em estudo.

e) A variacdo na seqiiéncia das amostras € representativa dos grupos aos quais
elas pertencem.

f) As variacdes nas seqiiéncias das amostras possuem um sinal filogenético
adequado para resolver o problema em estudo.

g) As seqiiéncias estdo corretas e sao oriundas de suas respectivas fontes.

1.4.2.1 Alinhamento miiltiplo em genes codificadores de proteina

Quando se utiliza genes codificadores de proteinas, tém-se dois niveis de
informagdo: o da seqiiéncia de aminodcidos e o da seqiiéncia de DNA. Portanto,
deve-se valer destas informacdes para realizar um alinhamento que seja mais préximo

da realidade bioldgica.



Um dos problemas existentes ao se realizar alinhamentos multiplos de
seqiiéncias é o de dar valor (penalidades) aos gaps, que representam eventos de
delecdo ou insercao (“indels”). Estes valores deveriam ser altos onde a probabilidade
de acontecer um indel for baixa. Devido a natureza altamente deletéria de uma
mudancga na janela de leitura de uma proteina, a probabilidade de acontecer uma
inser¢do ou uma delecdo dentro de um dos cédons € baixissima, sendo portanto
necessario uma penalidade alta para a insercdo de um gap nesta situagao.

Por isso ndo é muito sensivel alinhar seqiiéncias codificadoras de proteina
como DNA, sendo recomendado traduzir a seqiiéncia de DNA para aminodcidos,
realizar o alinhamento e depois efetuar uma tradugdo reversa. Deve-se no final
realizar a traducdo reversa para usar outra vantagem dos genes codificadores de
proteina. O cddigo genético € degenerado e existe uma variabilidade maior na terceira
posicdo dos cddons. Este fato pode ser explorado, quando se utiliza genes
codificadores de proteina como o rpoB e o gyrB, para tentar discriminar espécies

muito relacionadas.

1.4.3 Modelos de distancia

Quando o tempo de divergéncia das seqiiéncias é pequeno, a distdncia
observada € mais proxima da distdncia real. Conforme o tempo de divergéncia
aumenta, também aumenta a probabilidade de uma ou mais substitui¢des ocorrerem
no mesmo sitio. Portanto para todas as seqiiéncias analisadas, exceto as com
baixissimo tempo de divergéncia, as distincias observadas subestimam a distancia
real (Jukes & Cantor, 1969).

Em ordem para construir uma arvore vélida, as distancias observadas devem
ser corrigidas de modo que levem em consideracdo substituicdes multiplas no mesmo
sitio. Varios métodos foram desenvolvidos para realizar esta corre¢do, e cada um

assume diferentes hipoteses a respeito do processo de substituicao.



1.4.3.1 Distancia p

Esta é a distincia ndo corrigida, ou distancia observada. Corresponde a
proporcao (p) de sitios de nucleotideo onde duas seqiiéncias diferem. Este valor é
obtido dividindo-se o ndmero de diferengas entre duas seqii€éncias pelo nimero de

nucleotideos sendo comparados.

1.4.3.2 Jukes & Cantor

Este método (Jukes & Cantor, 1969) foi desenvolvido assumindo-se que a taxa
de substituicdo de nucleotideos € a mesma para os quatro tipos (A, T, C e Q).
Também assume que as taxas de substituicdo em todos os sitios s@o iguais e que a
freqiiéncia dos quatro tipos de nucleotideos sao as mesmas. O modelo nao diferencia

transi¢oes de transversoes.
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Figura 1: Esquema do modelo Jukes & Cantor, onde o é a taxa de substituicio

1.4.3.3 Kimura 2 parametros

Este modelo (Kimura, 1980) corrige substituicdes multiplas assumindo as
mesmas hip6teses do modelo de Jukes & Cantor, e adicionalmente diferencia
transicdoes (substituigdes purina <> purina ou pirimidina <« pirimidina) de

transversoes (substituicdes purina <> pirimidina).
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Figura 2: Esquema demonstrando o modelo de kimura, onde o é a taxa de transicoes p a taxa

de transversoes.

1.4.3.4 Outros modelos
Existem ainda outros modelos, que levam em consideragdo a diferentes

porcentagens de GC (Tamura, 1992) ou ainda taxas de evolu¢do diferentes na mesma

molécula (Galtier & Gouy, 1995).

1.4.4 Conceito de arvores filogenéticas

As relagdes evolutivas entre grupos de organismos podem ser ilustradas em
graficos chamados de drvores filogenéticas. Uma arvore filogenética é composta de
nds e ramos, sendo que cada ramo conecta nds adjacentes. Os nds representam
unidades taxondmicas e os ramos definem as relacdes entre essas unidades em termos
de descendéncia e ancestralidade. O padrao de ramificacdo de uma arvore é chamado
de topologia. O tamanho dos ramos (em um filograma) representam o numero de
mudangas que ocorrem em relagdo ao ultimo nd. As unidades taxondOmicas
representadas pelos nés podem ser espécies, populacdes, individuos, proteinas ou
genes.

Quando trabalhamos com arvores filogenéticas devemos distinguir entre nos
internos e externos. Os nds externos representam as unidades taxonOmicas que estao
sendo comparadas e podem ser chamadas de OTUs (Operational Taxonomic Units).
Os nds internos representam unidades ancestrais. A raiz de uma drvore pode ser
escolhida incluindo-se uma OTU que especula-se ter sido originada anteriormente as

outras, € a0 mesmo tempo deve ter alguma relacio com as restantes. Também ¢é



possivel predizer uma raiz assumido-se a hipétese dos crondmetros moleculares, que
diz que as taxas de mutag¢ao nos ramos da arvore sao uniformes.

A figura 3 mostra uma 4arvore filogenética na qual os ramos estdo em escala
(seus tamanhos sdo proporcionais ao nimero de mudangas a partir do udltimo
ancestral). Nesta figura, os n6s em preto (C, D, E, G e H) sdo externos e representam
OTUs, enquanto os nds azuis A, B, F e J sdo internos e representam linhagens

ancestrais.

ramo

@ M\NO O

H

Figura 3: Exemplo de arvore com raiz. As linhagens C/D e G/H sao derivadas de ancestrais
comuns, representados pelos nés B e F respectivamente. Os ancestrais em destas linhagens
também possuem um ancestral em comum (né J). Note que os nés internos representam uma
separacio do caminho evolutivo que o gene ou organismo percorreu. Depois deste ponto,

quaisquer mudancas evolutivas nos ramos formados ocorrem independentemente.

O periodo evolutivo transcorrido desde a separacdo de C e D geralmente nio é
conhecido. O que se procura estimar pela andlise filogenética ¢ a quantidade de
mudancgas ocorridas entre C e o n6 interno B e também entre este € D. Observando-se
o comprimento dos ramos pode-se deduzir que C e D tiveram a mesma quantidade de
mudancas em suas seqiiéncias. Porém, algumas vezes, por alguma razao bioldgica ou
ambiental, uma OTU pode apresentar mais mudancas do que outra, o que ¢
representado por comprimento de ramos diferenciados (ex. OTU’s A e B da figura

abaixo).
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Figura 4: Exemplo de arvore sem raiz. A OTU A sofreu mais mudancas do que a B (Mount,
2001).

1.4.5 Reconstrucao de arvores filogenéticas

Na filogenia molecular, os métodos de reconstru¢do de arvores podem ser
distinguidos entre abordagens de distancia e de estado de cardter. Os métodos
pertencentes a primeira abordagem sao baseados em medidas de distancia, como o
nimero de substituicdes de nucleotideos ou de aminoacidos. J4 os métodos relativos a
segunda abordagem estdo relacionados ao estado de um carater, como a presenca ou
nao de um nucleotideo/aminodcido em num local particular, ou a presenga/auséncia

de uma delecao/inser¢cdo em uma certa por¢ao do DNA.

1.4.5.1 Reconstrucao de arvores filogenéticas pelo método de distancia

Nos alinhamentos multiplos de seqiiéncias, normalmente se calcula um indice
de similaridade, o qual é definido pela soma das posi¢Oes idénticas mais o nimero de
substitui¢des conservadas entre duas seqii€éncias. Para uma analise filogenética, o que
¢ utilizado € o indice de distancia. Este valor é definido pelo niimero de posicdes nao
idénticas ou o nimero de posi¢des que precisam ser alteradas para gerar a outra

seqiiéncia. Métodos de distancia sdo métodos quantitativos.

Conjunto de seqiiéncias idealizadas para as quais os comprimentos dos ramos

de uma arvore assumida sio aditivas (Mount, 2001)



Seqiiéncias

seqiiénciaA ACGCGTTGGGCGATGGCAAC
seqienciaB ACGCGTTGGGCGACGGTAAT
seqienciaC ACGCATTGAATGATGATAAT
seqiénciaD ACACATTGAGTGATAATAAT

Distancias entre as seqiiéncias (nimero de passos requeridos para uma

seqiiéncia se igualar a outra)

NaB 3
Nac 7
Nap 8
npc 6
ngp 7
Ncp 3

Matriz de distancia (tabela 1)

A B C D
A - 3 7 8
B - - 6 7
C - - - 3
D

Arvore filogenética resultante para das seqiiéncias A-D (figura 35),
demonstrando os comprimentos dos ramos. A soma dos comprimentos entre duas

seqiiéncias quaisquer tem o mesmo valor das distancias entre as seqiiéncias



Figura 5

B 1 C

Os métodos de distancia tém como objetivo construir uma arvore filogenética
tomando como base uma matriz de distincia. Esta matriz demonstra as distancias
evolutivas entre cada uma das seqiiéncias alinhadas. Os pares de seqii€éncias que
possuirem as menores distancias entre eles sdo denominados vizinhos. Em uma
arvore, tais seqiiéncias compartilham um mesmo né interno e sdo ligadas ao mesmo
por um ramo.

O objetivo destes métodos € identificar uma arvore que posicione os vizinhos
corretamente € que também determine o tamanho dos ramos de modo que
reproduzam os dados originais da melhor forma possivel. Existem alguns algoritmos

que utilizam métodos de distancia para construir arvores filogenéticas.

1.4.5.1.1 Fitch e Margoliash (1967)
Este método utiliza tabelas de distincia como a da tabela 7 acima. As
seqiiéncias sao combinadas em trios para definir a arvore em questdo e o

comprimento dos seus ramos.

Passos no algoritmo (Mount, 2001):
Desenha-se uma drvore sem raiz com um trio de seqii€éncias emanando do mesmo no,

como na figura 6.

A

Figura 6



Calcula-se o tamanho dos ramos algebricamente

O tamanho dos ramos podem ser calculados observando-se a arvore:
Distanciade A paraB=a+b =22 (1)

Distanciade A paraC=a+c=39 (2)

Distanciade B paraC=b +c =41 (3) Obs: Ver tabela 2

Subtraindo-se (3) de (2),a—b=-2(4)
Somando-se (1) e (4), 2a =20, a=10 (5)

Entdode (1) e (2) tem-se; b=12,c =29

Deve-se observar que nestes cdlculos a distancia de A e B para seu ancestral comum

sao diferentes, ou seja, A e B tem taxas de mutagdo diferentes neste modelo.

Algoritmo de Fitch -Margoliash (1967) para cinco seqii€ncias (tabela 2):

A B C D E
A ; 22 39 39 41
B - - 41 41 43
C - - - 18 20
D - - - - 10
E _ - - - _

As seqii€ncias mais proximas na tabela 2 sdo D e E.
As distancias médias entre D para A, B e C e de E para A, B e C sdo calculadas
(tabela 3):

D E Dineaia ABC
D - 10 32.7
E - - 34.7
Dineaia ABC - - -




D e E agora sdo tratadas como uma seqii€éncia unica composta (DE), € uma nova
tabela de distancia € feita. A distancia de A para (DE) e a distancia média de A para

D e de A para E. As outras distincias sdo calculadas de mesmo modo (tabela 4):

A B C (DE)
A ; 22 39 40

B - - 42 43

C - - - 19
(DE) - - ; ;

O préximo par de seqiiéncias mais similares € identificado,

(tabela 5):
DE C Dedia AB
DE - 19 41
C - - 40
Dingaia AB - - -

neste caso C com (DE)

Calculando-se algebricamente como anteriormente, ¢ = 9

Algoritmo de Fitch -Margoliash (1967) para mais de cinco seqiiéncias:

1. Encontrar o par de seqiiéncias mais proximos, por exemplo, A e B.

2. Tratar as seqiiéncias restantes (ex. C, D, E e F) como sendo dnicas e calcular uma
nova matriz de distancia entre as demais seqiiéncias e esta nova seqiiéncia composta
(distancia média).

3. Usar os dados para calcular os valores de A e B algebricamente (como no exemplo
com 3 seqiiéncias).

4. Depois, deve-se tratar A e B como sendo uma unica seqiiéncia, e calcular as
distancias entre AB e as demais seqiiéncias. Fazer uma nova matriz de distancia.

5. Identifica-se o proximo par de seqii€ncias mais proximas e repete-se passo 1 para

calcular os proximos valores dos tamanhos dos ramos.



6. Deve-se repetir o procedimento inteiro para todos os possiveis pares de seqii€éncias
(AeB, AeC, AeD, etc). Por fim deve-se calcular as distancias entre cada par de

seqiiéncias para cada arvore e escolher aquela que melhor refletir os dados originais.

1.4.5.1.2 Neighbor - Joining

Neighbor — Joining (Saitou & Nei, 1987) é especialmente util quando as taxas
de evolucdo das linhagens consideradas variam. Este método € muito parecido com o
anterior, sendo a que a diferenca bdsica esta presente no algoritmo que determina

quais seqiiéncias irdo ser escolhidas para serem consideradas compostas.

1.4.5.2 Reconstrucao das arvores por métodos de carater

1.4.5.2.1 Maximum Parsimony
O principio da parcimdnia maxima ou minima evolucdo estd relacionado a
identificacdo da 4arvore filogenética que apresente o menor nimero de mudancgas
evolutivas para explicar as diferencas entre as OTUs estudadas (Mount, 2001). Esse
método cladistico resulta em uma arvore chamada de arvore de parcimOnia maxima.
Pode acontecer de ser obtida mais de uma arvore contendo 0 mesmo nimero
minimo de mudancas encontradas entre as OTUs. Assim, podemos obter duas drvores

distintas a partir dos mesmos dados de entrada (Swofford et al., 1996).

Tabela 6. Sitios considerados informativos pelo método de Maximum Parsimony estdo em

verde. Nao informativos em vermelho.

Espécie |1 2 3 4
Sitio
I A T A T
II A T C T
111 G C A T
v G C C T




Para ser montada a topologia da drvore mais parcimoniosa, nao sao observadas
todas as seqiiéncias de nucleotideos, apenas aquelas que apresentam sitios
informativos (Mount, 2001). Na tabela 5, os sitios 1, 2 e 3 sao informativos. Ja o sitio
4 nio é.

Para calcularmos uma arvore de parcim6nia maxima devemos, primeiramente,
identificar todos os sitios informativos presentes nas seqiiéncias de DNA das OTUs.
A seguir, para cada drvore filogenética possivel, devemos calcular o nimero minimo
de substituicdes em cada sitio informativo. Finalmente, somamos o ndmero de
mudangas de todos os sitios informativos para cada arvore e escolhemos a arvore

associada com o menor nimero de substitui¢oes.

1.4.5.2.2 Maximum Likelihood

O principio deste método é avaliar a probabilidade de que um determinado
modelo de mudangas evolutivas possa explicar a origem dos dados observados.
Estimativas de Maximum Likelihood foram utilizadas pela primeira vez por Cavalli-
Sforza & Edwards em 1967, embora nao utilizando dados de seqiiéncia de
macromoléculas (feito por Felsenstein em 1981).

O objetivo do método € inferir a histéria ou o conjunto de histdrias evolutivas
que sejam os mais consistentes em relagdo aos dados estudados. Para a aplicacdo do
Maximum Likelihood, é necessario que um modelo concreto de mudangas evolutivas
que leve a conversdo de uma seqiiéncia em outra seja especificado. O modelo pede
ser:

a) completamente definido

b) conter uma série de parametros os quais serdo estimados a partir dos dados.

Sumarizando, nesta metodologia, os modelos de mudancgas evolutivas sao
avaliados quanto a sua probabilidade de explicar um conjunto de dados de forma que
reflita a histéria evolutiva mais proxima da realidade, ou seja, a histéria mais
verossimil (likelihood). Nessa avaliagdo, os modelos recebem valores de
verossimilhanca e aquele que apresentar o melhor valor € o que serd utilizado para se

inferir a arvore filogenética.



1.4.6 Avaliacao das arvores

E de fundamental importancia reconhecer que as drvores filogenéticas obtidas
pelos métodos descritos acima sao hipdteses. Deve-se portanto testar a estabilidade e
a confianca dos dados.

Existem alguns métodos que permitem saber se os dados sdo bem estruturados
ou se contétm um bom sinal filogenético. Um dos métodos mais utilizados é o do

bootstrap.

1. Indices de "bootstrap"

Os indices de bootstrap (Felsenstein, 1985) sdo verificados através da anélise
de reamostragem de caracteres da matriz de dados, gerando novas matrizes. Se, na
reamostragem de caracteres, determinados ramos permanecem sempre juntos nas
novas topologias simuladas, aquele n6 que os une receberd um valor de 100% na

arvore original.

1.4.7 Consideracoes Filogenéticas

E importante ressaltar que ndo existe uma tnica metodologia que se aplique a
todos os estudos filogenéticos realizados com dados moleculares. Embora existam
inimeros algoritmos, procedimentos e softwares desenvolvidos para este tipo de
andlise, sua confiabilidade e praticidade sao em todos os casos dependentes do
tamanho e da estrutura dos dados analisados. As vantagens e desvantagens destes
métodos estio sujeitas a debates cientificos, devido ao fato de que o perigo de gerar
resultados incorretos é maior na filogenia molecular computacional do que em muitos
outros campos da ciéncia. Por vezes, o fator limitante neste tipo de andlise ndo é o
poder computacional, mas sim o entendimento que o pesquisador tem do que método

computacional utilizado estd fazendo com os seus dados.



1.4.8 Diferencas entre arvores de genes e arvores de espécies

E assumido que uma &rvore filogenética constituida a partir de dados
moleculares, poderd ser uma representacdo da arvore de espécie menos ambigua do
que se obtida por comparagdes morfoldgicas. Porém, isso ndo significa que este tipo
de arvore filogenética serd a condizente com a historia evolutiva das espécies sendo
analisadas. Para isto ser verdade, os nds internos em ambas as drvores (da espécie e
do gene) devem ser equivalentes, o que nem sempre € o caso. Um nd interno em uma
arvore de gene indica a divergéncia de um gene ancestral em dois genes com
seqiiéncias de DNA diferentes, um evento de paralogia (Jensen, 2001). J4 em uma
arvore de espécie, o nd interno representa um evento de especiacdo (ortologia). Nem

Ssempr1e OS dois ocorrem a0 mesmo tempo.

1.5 Genes escolhidos

Diversos genes podem ser utilizados em estudos filogenéticos, porém neste
estudo foram escolhidos trés genes: rrn (16S RNA), rpoB (subunidade B da RNA
polimerase de procariotos) e gyrB (subunidade 3 da DNA girase).

Existem pelo menos dois bancos de dados especializados em RNA ribossomal,
o Ribosomal Database Project (RDP - http://rdp.cme.msu.edu/) e o European
Ribosomal Database (http://www.psb.ugent.be/rRNA/), sendo que o RDP conta com
136,335 seqii€éncias (junho de 2005). Existe também um banco de dados publico
especializado em gyrB, o Identification and Classification of Bactéria (ICB -
http://seasquirt.mbio.co.jp/icb/index.php), cujo objetivo € prover a comunidade
cientifica com recursos genéticos para a identificacdo de bactérias. Atualmente ele
conta com 2789 seqiiéncias (junho de 2005). A existéncia destes bancos de dados
foram fatores influenciaram a escolha dos genes.

O Genbank, um dos maiores bancos de dados existentes (40,604,319
seqiiéncias em junho de 2005) possui também uma considerdvel quantidade de
seqiiéncias destes genes - 16S rRNA, rpoB e gyrB contam com 32.947, 2.877 e 3.203

seqiiéncias respectivamente (junho de2005).



1.5.1 rpoB
A RNA polimerase catalisa a sintese de RNA a partir de uma fita molde de
DNA. Em bactérias uma tinica RNA polimerase (RNAP) é responsavel pela sintese

de mRNA’s, rRNA’s e tRNA’s. A enzima central € composta por quatro

subunidades peptidicas: alfa (a), beta (B), beta” (B*)e omega (), assumindo a forma

2B .

— @ DMA
Central O
enzimatica \/-"

Figura 7: Subunidades da RNA polimerase de E. coli: duas alfa (40.000 kDa), uma beta
(150.000 kDa), uma b' (160.000 kDa) e uma sigma (70.000 kDa). A especificidade para o sitio

correto da iniciacio da transcri¢cao é determinada pela subunidade sigma.

Na forma a2Bp ® a RNA polimerase pode se ligar ao DNA e catalisar a sintese
de RNA nio especificamente. Uma outra subunidade sigma (o) completa a enzima
conferindo especificidade. Ela € responsdvel pelo reconhecimento do promotor,
estando presente no momento que a enzima comega a interagir com o DNA, se
dissociando logo apds. A E. coli sintetiza ao menos seis tipos de fatores sigma, cada
um conferindo a RNA polimerase afinidade por promotores distintos.

As subunidades alfa, beta, e beta® sao produtos dos genes rpoA, rpoB e rpoC
respectivamente. O fator sigma € produto do gene rpoD.

Seqiiéncias do gene rpoB tém sido usadas como uma ferramenta alternativa
para determinacdo da filogenia ou identificacdo de bactérias entéricas (Mollet &
raoult, 1997), Mycobacterium (kim et al., 1999), e espiroquetas (Lee et al., 2000;
Renesto, Drancourt & Raoult, 2000). O gene rpoB aparentemente possui uma so
copia nos genomas bacterianos e também aparenta possuir uma taxa de mutagdo mais

elevada que o 16S rRNA (Dahllof, Harriet & Kjelleberg, 2000).



1.5.2 rrn

rRNA’s sdao moléculas antigas, funcionalmente constantes, universalmente
distribuidas e relativamente bem conservadas mesmo entre organismos com grandes
distancias filogenéticas (Woese, 1987). O gene rrn codifica o 16S rRNA.

Existem trés tipos de rRNA’s, que nos procariotos sdo, o 5S, o 16S e 23S com
aproximadamente 120 (5S), 1500 (16S) e 2900 (23S) nucleotidios. Os maiores (16S e
23S) contém diversas regides conservadas tteis para obter um alinhamento adequado,
e ainda assim apresentam variabilidade suficiente em outras regides da molécula para
servir como crondmetros filogenéticos.

O rRNA 5S também j4 foi utilizado para andlises filogenéticas (Kumazaki,
Hori & Osawa, 1983; Erdmann et al., 1987), mas seu pequeno tamanho limita a
informagdo possivel de ser obtida desta molécula.

O rRNA 168 consiste de aproximadamente 1500 nucleotideos com pareamento
intramolecular, determinando uma estrutura secundéria complexa com 4 dominios
conservados. A estrutura da molécula de RNA determina sua interacdo com as

proteinas ribossdmicas e a propria conformacgao da subunidade ribossdmica pequena.



Secondary Structure: small subunit ribosomal RNA
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Moléculas de DNA de todos os organismos estdo sujeitas a forcas topoldgicas
originadas pelo tamanho e pela estrutura bi-helicoidal do DNA. Esta estrutura impede
a rotacdo de qualquer uma das fitas do DNA ao redor da outra, a ndo ser por uma
quebra na cadeia fosfodiester. As DNA’s topoisomerases sao as enzimas responsaveis
por aliviar as tensdes torcionais no DNA, participando em todas as transacdes que
requerem o desespiralamento de duas fitas de DNA (ex. replicacdo, transcri¢do,
recombinacdo e remodelamento de cromatina).

As topoisomerases podem ser divididas em tipo I e II de acordo com suas
propriedades enzimdticas, sendo que a DNA girase bacteriana € uma topoisomerase
do tipo II (Danie’le et al, 2003). Esta enzima é um tetramero composto de duas
proteinas (A2B2). A proteina A (gyrA) tem o peso molecular de aproximadamente
100 kDa enquanto a B (gyrB) tem 90kDa (em proteobactérias) ou 70kDa.
Comparacdes entre as duas classes revelaram que as de 90 kDa possuem uma
insercao de aproximadamente 170 aminodcidos na regido 560 da seqiiéncia da enzima
de 70 kDa.

Figura 9: Estrutura da DNA girase de E. coli retirada do PDB (Protein Databank -
http://www.rcsb.org/pdb/).



O gene gyrB possui todos os requisitos necessdrios para ser utilizado em
andlises filogenéticas. Aparenta estar presente em todas as espécies bacterianas e nao
ser transferido horizontalmente. Sua taxa de mutacdo aparenta ser maior do que a de
genes ribossomais e do que outros genes que codificam de proteinas, o que o torna
mais util para a discriminagdo de estirpes.

Além destes fatores, este gene apresenta duas vantagens adicionais. A primeira
¢ a disponibilidade de primers universais conhecidos, que sio demonstradamente
capazes de amplificar o gene por um amplo espectro de classes bacterianas
(Yamamoto, S. & Harayama, S., 1996). A amplificacdo resulta em fragmentos de
tamanho entre 1.2 e 1.4kb, que além de ter tamanho suficiente para ser usado em

andlises filogenéticas, apresenta regides conservadas e de variabilidade.

1.6 Objetivos Gerais

A taxonomia de microrganismos € um processo complexo que leva em
consideracdo a andlise de caracteristicas fenotipicas, quimicas e moleculares
(taxonomia polifasica). Metodologias moleculares, mais comumente o
seqlienciamento do rDNA 16S, permitem a colocagio direta de organismos em uma
classificagao filogenética, a nivel de familia e género. Pesquisas indicam que o rDNA
16S possui limitacdes como ferramenta taxonOmica entre alguns grupos bacterianos
devido fatores como a presenga de copias multiplas com seqii€éncias variadas deste
gene em um mesmo microrganismo. Neste trabalho foi avaliada a utilidade dos

genes rpoB e gyrB como ferramentas taxonomicas e filogenéticas alternativas.

1.6.1 Teoria da evolucao endosimbiética

Evidéncias microscopicas e moleculares indicam que a célula eucaritica
moderna € uma quimera genética, que evoluiu incorporando células de
endosimbiontes quimiorganotroficos e fototroficos. Esta teoria postula que uma
bactéria aerdbica estabeleceu residéncia no citoplasma de um eucarioto primitivo,
fornecendo energia em troca de um ambiente estdvel, protegido e com nutrientes

(Margulis & Stolz, 1984). Esta bactéria seria o ancestral da mitocondria moderna.



De maneira similar, a incorporacdo de um organismo endosimbidtico
fototroéfico teria dado origem aos cloroplastos modernos.

Alguns eucariotos ndo chegaram a estabelecer relacdes endosimbidticas com
bactérias, ou se estabeleceram as perderam posteriormente. Existem eucariotos que
embora contenham um ntcleo circundado por membrana, nio possuem organelas.
Interessantemente, estes organismos se localizam nas ramificacdes mais antigas na
arvore filogenética universal (Madingan, Martinko & Parker, 2000).

Mitocondrias e cloroplastos possuem ribossomos do tipo procarioto (sendo
inclusive inibidos por antibidticos que inibem a func¢io dos ribossomos bacterianos),
contém pequenas quantidades de DNA circular covalentemente fechados
(caracteristica tipica nos procariotos) e mostram seqiiéncias de RNA ribossomal

tipica de certas bactérias (Margulis, 1984).

1.6.2 Enterobactérias

Devido a sua importancia médica, as enterobactérias sdo um dos mais bem
definidos e estudados grupos de bactérias Gram-negativas. Diversos isolados foram
bem estudados e caracterizados

As enterobactérias compdem um grupo relativamente homogéneo
filogenéticamente, dentro do grupo das Gamaproteobactérias (Madingan, Martinko &
Parker, 2000), e sdo caracterizadas fenotipicamente como bacilos gram-negativos,
ndo esporulantes, ndo mdéveis ou moveis por meio de flagelo peritriqueo, aerébios
facultativos, oxidase negativos e capazes de fermentar acticares a diversos tipos de
produtos finais.

Recombinacdo genética e homologia DNA-DNA demonstraram que as
bactérias entéricas sdo intimamente relacionadas geneticamente. Porém, devido a sua

importancia médica os géneros distintos sao mantidos para auxiliar sua identificacao.



1.7 Objetivos especificos e hipdteses

1. Avaliar as técnicas de filogenética utilizando seqii€éncias dos genes 16S
rRNA e rpoB para testar a hipétese da evolu¢do endosimbidtica dos eucariotos,
verificando as relacdes entre cianobactérias e cloroplastos.

Hipoteses:

- Os genes rrn e rpoB de cloroplastos e cianobactérias formariam um grupo
distinto em relac¢do a outros microrganismos.

- Utilizando-se o gene rpoB, o comprimento dos ramos da drvore seriam
maiores do que com o rrn, demonstrando maior capacidade de discriminacdo do

rpoB.

2. Comparar os genes rpoB e gyrB como ferramentas taxondmicas alternativas
ao 16S rRNA no grupo das proteobactérias.

Hipotese:

- Os genes rpoB e gyrB podem ser mais eficientes para diferenciacdo do que o

rrn no grupo das proteobactérias

3. Comparar os genes rpoB e gyrB como ferramentas taxondmicas alternativas
ao 16S rRNA na familia das Enterobacteriacea.

Hipdtese:

- Os genes rpoB e gyrB podem ser mais eficientes para diferenciacdo do que o

rrn na familia das Enterobacteriaceae



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Seqiiéncias e analises filogenéticas

A comparagdo entre os genes rrn, gyrB e rpoB foi feita entre organismos
pouco relacionados (organismos de diferentes classes) sendo que o espectro
filogenético avaliado foi gradativamente afunilado até atingir organismos
intimamente relacionados (espécies ou estirpes diferentes) tendo como referéncia o
Bergey’s Outline (http:/www.cme.msu.edu/bergeys/). Foi dada prioridade a
seqiiéncias de espécies tipo, quando estas eram disponiveis.

As seqiiéncias foram obtidas nos bancos de dados Genbank -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ - (database do NCBI) e RDP - http://rdp.cme.msu.edu/
- (Cole et al., 2003) no caso do gene rrn. O nimero de acesso de todas as seqiiéncias
utilizadas neste trabalho sao mostrados nas tabelas 6 e 7. Todas as seqii€éncias foram
retiradas diretamente no formato FASTA (figura 10), o qual € reconhecido pela
maioria dos softwares utilizados em bioinformdtica. Posteriormente as seqiiéncias
foram armazenadas no computador como arquivos de texto simples no formato

FASTA com o uso do Open Office.

>seqiiéncia 1 >16s RNA E.coli parcial

ATGCTAGTCAT...... ATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATG

.ITG CAAGTCGAACGGTAACAGGAAGAAGCTTGCTTCTTTGCTGAC
GAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGAT

>seqiiéncia 2 GGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATA

ATGCCG... ACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCA

..GTG TCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACG
GCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGAC
CAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGA

: - TGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA
Figura 10: estrutura do arquivo AGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTT
. GCTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCG
FASTA (acima) e exemplo TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATC
de um arquivo (direita). GGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGT
CAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGA
TACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAG
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGT
GGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGG




Tabela 7: Namero de acesso das seqiiéncias utilizadas.

Seqiiéncias utilizadas — parte 1

Seqiiéncias
Amborella trichopoda (c)

Agrobacterium tumefaciens str. C58
Anaplasma marginale str. St. Maries
Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168
Bradyrhizobium japonicum USDA 110
Bordetella pertussis Tohama |

Chlamydia trachomatis D/IUW-3/CX
Chlorella vulgaris C-27 (¢)
Chromobacterium violaceum ATCC 12472
Cyanidium caldarium strain RK1 (c)
Clostridium acetobutylicum ATCC 824
Corynebacterium diphtheriae NCTC 13129
Deinococcus radiodurans R1

Desulfovibrio vulgaris subsp. vulgaris str.
Hildenborough

Escherichia coli (Migula) Castellani and
Chalmers K-12 MG1655

Escherichia coli O157:H7 EDL933
Escherichia coli O157:H7

Escherichia coli CFT073

Erwinia carotovora subsp. atroseptica
SCRI1043
Geobacter sulfurreducens PCA

Helicobacter pylori J99

Neisseria gonorrhoeae FA 1090
Nitrosomonas europaea ATCC 19718
Nostoc

Nymphaea Alba (¢)

Oryza sativa (c)
Panax ginseng (c)

Pasteurella multocida subsp. multocida
str. Pm70

Nuamero de acesso (Genbank)
AJ506156

AE007869
CP000030 / M60313
AL009126
BA000040
BX640411
AE001273
AB001684
AE016910
AF022186
NC_003030
BX248353
AE000513
AE017309

U00096
AE005174
BA000007
AE014075
BX950851
AE017180
AE001439
AE004969
BX321856
BA000019
AJ627251
X15901
AY582139

AE006184




2.2 Alinhamentos miiltiplos

Alinhamentos multiplos das seqiiéncias foram realizados com o auxilio do
software ClustalW 1.8 (Thompson ef al., 1997), que utiliza a técnica do alinhamento
progressivo. Esta técnica produz um alinhamento global tendo como guia uma arvore
filogenética calculada pelo método de Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987). Esta
arvore € criada por comparagdes par a par pela técnica da programacgdo dindmica, que
garante como resultado o melhor alinhamento possivel.

No caso dos genes codificadores de proteinas (rpoB e gyrB) as janelas de
leitura corretas dos genes foram encontradas, sendo que toda a parte das seqiiéncias
antes do codon iniciador foi apagada. As seqii€ncias foram entdo traduzidas com o
auxilio do Bioedit e alinhadas de modo a ndo permitir a introduc¢ao de gaps dentro de
codons. Apds o alinhamento as seqiiéncias foram traduzidas de aminoécidos para
nucleotideos para dar prosseguimento as andlises.

Posteriormente os alinhamentos foram verificados e editados a olho nu usando-
se o Bioedit 7.0.4.1 (Hall, 1999). Os alinhamentos produzidos foram salvos no
formato PHYLIP (arquivo .phy) com o auxilio do clustalx. Somente foram utilizadas
as regides das seqiiéncias consideradas passiveis de comparacdo apds a verificacio

com o Bioedit.



Tabela 8: Numero de acesso das seqiiéncias utilizadas (parte 2).

Seqiiéncias utilizadas — parte 2

Seqiiéncias Nuamero de acesso (Genbank)
Photorhabdus luminescens subsp. | BX571875

laumondii TTO1

Porphyra purptirea (c) U38804

Pseudomonas aeruginosa PAO1 AE004440

Psilotum nudum (c) AP004638

Prochlorococcus marinus str. MIT 9313 BX548175
Rhodopseudomonas palustris CGA009 BX572603

Synechococcus BX548020

Salmonella enterica subsp. enterica serovar | AE017220
Choleraesuis str. SC-B67
Salmonella enterica subsp. enterica serovar | AE016846
Typhi Ty2
Salmonella enterica subsp. enterica serovar | CP000026
Paratyphi A str. ATCC 9150
Salmonella enterica subsp. enterica serovar | AL627279
Typhi str. CT18

Salmonella typhimurium LT2 AE008894
Shigella flexneri 2a str. 2457T AE016991
Shigella flexneri 2a str. 301 AE005674
Synechocystis BA000022
Thermosynechococcus elongatus BP-1 BA000039
Thermotoga maritima strain MSB8 AE000512
Thermus thermophilus HB27 AE017221
Yersinia pestis biovar Medievalis str. 91001 | AE017142
Yersinia pestis KIM AE014012
Yersinia pestis CO92 AJ414160
Yersinia pseudotuberculosis IP 32953 BX936398
Wolinella succinogenes DSM 1740 BX571657
Zea mays (c) X86563

2.3 Correcao das distancias e construcao das arvores filogenéticas

Com o auxilio dos softwares TREECONW 1.3b (Van de Peer & Wachter,
1993) e Phylo_Win (Galtier, Gouy & Gautier, 1995) as distancias evolucionarias
entre as seqiiéncias foram corrigidas pelo modelo de Galtier & Gouy (1995). Os
métodos adotados para inferi-las foram Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987;
Studier & Keppler, 1988), Maximum Parsimony (Swofford & Olsen, 1996) e
Maximum Likelihood (Felsenstein 1981).



2.4 Avaliacao das arvores

Para se avaliar a estabilidade das arvores geradas foi usada a andlise de
“bootstrap” (Efron & Gong, 1983; Felsenstein, 1985; Swofford & Olsen, 1996) com
1000 repeti¢oes para os métodos Neighbor-Joining e Maximum Parsimony e com 100

repeti¢des para o0 método de Maximum Likelihood.

2.5 Matrizes de distancia e graficos de entropia

As matrizes de distancia foram computadas com o auxilio do software MEGA3
(Kumar, Tamura & Nei, 2004), analisando-se s6 as posi¢des do alinhamento onde foi
possivel comparar todas as seqii€ncias (sem gaps). As distancias evolutivas ndo
foram corrigidas, utilizando-se a distancia p, que é a proporcdo de sitios onde duas
seqiiéncias que estdo sendo comparadas diferem (Kumar, Tamura & Nei, 2004).
Ap6s computadas as matrizes, foi calculada a média da distancia entre todas as
seqiiéncias para cada gene avaliado. Os gréficos de entropia foram computados com o
auxilio do software Bioedit 7.0.4.1 (Hall, 1999), tendo como base os alinhamentos
das seqiiéncias dos genes rrn, rpoB e gyrB de membros da familia das

Enterobacteriaceae produzidos pelo software clustalx.



3. RESULTADOS

3.1 Avaliacao das técnicas de filogenética para testar a hipdtese da evolucao

endosimbioética utilizando seqiiéncias dos genes rrn e rpoB.

Andlises filogenéticas de Neighbor — Joining, Maximum Likelihood e Maximum
Parsimony baseadas nas seqiiéncias dos genes 16S rRNA e rpoB resultaram em uma
organizagdo similar e confidvel dos dois clusters evidenciados nas arvores 1 e 2, os
quais foram suportados por altos valores de bootstrap.

Utilizando-se o método de Neighbor — Joining, valores de bootstrap maiores ou
iguais a 95% foram observados em 6 dos 22 nds para o 16S rRNA, enquanto que
valores maiores ou iguais a 95% foram observados em 12 dos 22 nds para o gene
rpoB. Valores bootstrap para o gene rpoB também foram maiores nas andlises com
Maximum Likelihood e Maximum Parsimony. A cianobactéria Gloeobacter
violaceus se mostra mais intimamente relacionada com as demais cianobactérias nas

andlises baseadas em rpoB do que no 16S rRNA.
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Arvore 1 - Relacoes filogenéticas entre cloroplastos, cianobactérias e outros microrganismos
baseadas em 16S rRNA. Método: Neighbor Joining. 1264 posicoes analisadas. 1000 bootstraps
(valores percentuais). Clusters destacados com colchetes foram suportados pelos trés métodos

utilizados (Neighbor - Joining, Maximum Parsimony e Maximum likelihood).
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Arvore 2 - Relacdoes filogenéticas entre cloroplastos, cianobactérias e outros microrganismos

baseadas em rpoB. Método: Neighbor Joining. 2757 posicoes analisadas. 1000 bootstraps

(valores percentuais). Clusters destacados com colchetes foram suportados pelos trés métodos

utilizados (Neighbor - Joining, Maximum Parsimony e Maximum likelihood).



3.2 Comparacao dos genes rpoB e gyrB como ferramentas taxonomicas

alternativas ao rrn no grupo das proteobactérias

Andlises filogenéticas de Neighbor — Joining, Maximum Likelihood e
Maximum Parsimony baseadas nas seqiiéncias dos genes 16S rRNA, rpoB e gyrB
resultaram em uma organiza¢do similar e confidvel nos clusters evidenciados nas
arvores 3, 4 e 5. Valores bootstrap maiores ou iguais a 95% obtidos pelo método de
Neighbor — Joining foram observados em 10 de 15 nds para o gene 16S rRNA, em 7
de 15 para o gene gyrB e em 11 de 15 para o rpoB. Propor¢cdes similares foram

observadas nos demais métodos.
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Arvore 3 - Relacoes filogenéticas proteobactérias baseadas em 16S rRNA. Método: Neighbor -
Joining. 1352 posicoes analisadas. 1000 bootstraps (valores percentuais). Clusters destacados
com colchetes foram suportados pelos trés métodos utilizados (Neighbor — Joining, Maximum

Parsimony e Maximum likelihood).



0.1 substitutions/site
—

Salmonella enterica G

Yersinia pestis G

Gammaproteobacteria
Pasteurella multocida G
Pseudomonas aeruginosa G

Nitrosomonas europaea B

Bordetella pertussis B
g5 Betaproteobacteria

Neisseria gonorrhoeae B
Chromobacterium violaceum B _

Agrobacterium tumefaciens A

P 100

‘ 100 Rhodopseudomonas palustris A Alphaproteobacteria

Bradyrhizobium japonicum A _

46 Anaplasma marginale A Alphaproteobacteria

100 Wolinella succinogenes E

100 Helicobacter pylori E

:| Epsilonproteobacteria

Geobacter sulfurreducens D

Desulfovibrio vulgaris D

Bacillus subtilis

Arvores 4 - Relagoes filogenéticas proteobactérias baseadas em rpoB. Método: Neighbor -
Joining. 3234 posicoes analisadas. 1000 bootstraps (valores percentuais). Clusters destacados
com colchetes foram suportados pelos trés métodos utilizados (Neighbor — Joining, Maximum

Parsimony e Maximum likelihood).
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Arvore 5 - Relacoes filogenéticas proteobactérias baseadas em gyrB. Método: Neighbor —
Joining. 1737 posicoes analisadas. 1000 bootstraps (valores percentuais). Clusters destacados
com colchetes foram suportados pelos trés métodos utilizados (Neighbor — Joining, Maximum

Parsimony e Maximum likelihood).



Ertropy (Hx)

3.3 Comparar os genes rpoB e gyrB como ferramentas taxonomicas alternativas

ao rrn na familia das Enterobacteriacea.

3.3.1 Matrizes de distiancia e graficos de entropia
As matrizes de distancia dos genes 16S rRNA, rpoB e gyrB demonstraram que

os genes gyrB e rpoB apresentam um maior grau de polimorfismo.

Graficos representando a entropia de cada posicao do alinhamento das seqiiéncias dos genes
16S rRNA (figura 11)
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Figura 11



Graficos representando a entropia de cada posicao do alinhamento das seqiiéncias dos genes

rpoB (figura 12) e gyrB (figura 13)

Entropy (Hx) Plot
Alignment: Chdadostenteroienterorpobirpobentero fas

Ertropy (Hx)

200 400 E00 800 1.000  1:200  1:400  1:B00 1:800 2000 2200 0 2400  2E00 2800  Z000 3200 3400 3600 3800 4000
Aligrment Position (residue numker)

Figura 12
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Figura 13



3.3.2 Analises Filogenéticas

Utilizando-se o 16S rRNA foram obtidas 5 4rvores mais parcimoniosas
(mesmo numero de passos necessarios), 1 drvore pelo método de Neighbor — Joining
e 1 arvore pelo método de Maximum Likelihood.. Andlises filogenéticas entre
membros da familia Enterobacteriaceae nao demonstraram clusters condizentes com
a taxonomia apresentada no Bergey’s Outline (http://www.cme.msu.edu/bergeys/) em
nenhuma das analises (arvores 6, 7 e 8).

Andlises filogenéticas de Neighbor — Joining, Maximum Likelihood e
Maximum Parsimony baseadas nas seqii€éncias dos genes, rpoB e gyrB resultaram em
uma organizacdo similar e confidvel nos clusters evidenciados nas drvores 9 e 10

suportadas por altos valores bootstrap.
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Arvore 6 - Relacoes filogenéticas enterobactérias baseadas em 16S rRNA contendo diversas
copias do gene. Método: Neighbor — Joining. 1440 posicoes analisadas. 1000 bootstraps

(valores percentuais).
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Arvore 7 - Relacdes filogenéticas enterobactérias baseadas em 16S rRNA contendo diversas
copias do gene. Método: Maximum Likelihood. 1440 posicoes analisadas. 100 bootstraps

(valores percentuais).
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Arvore 8 - Relacoes filogenéticas enterobactérias baseadas em 16S rRNA contendo diversas

copias do gene. Método: Maximum Parsimony. 1440 posicoes analisadas (118 informativas).

324 passos necessarios. 1000 bootstraps (valores percentuais).
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Arvore 9 - Relacgoes filogenéticas enterobactérias baseadas em rpoB. Método: Neighbor -
Joining. 4028 posicoes analisadas. 1000 bootstraps (valores percentuais). Clusters destacados
com colchetes foram suportados pelos trés métodos utilizados (Neighbor — Joining, Maximum

Parsimony e Maximum likelihood).
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Arvore 10 - Relagoes filogenéticas enterobactérias baseadas em gyrB. Método: Neighbor -
Joining. 2412 posicoes analisadas. 1000 bootstraps (valores percentuais). Clusters destacados

com colchetes foram suportados pelos trés métodos utilizados (Neighbor — Joining, Maximum
Parsimony e Maximum likelihood).



4. DISCUSSAO

4.1 Gene rrn

O 16S rRNA ¢ ferramenta mais utilizada em taxonomia e filogenia microbiana,
mas deve-se ter em mente que este gene estd presente em copias multiplas e varidveis
na maioria dos genomas bacterianos seqiienciados (tabela 13) e que todas as analises
filogenéticas e taxondmicas baseadas no sistema 16S rRNA estdo sujeitas a este fato.
Além disso, freqlientemente a variagdo existente nas seqiiéncias de rRNA ndo sao
suficientes para discriminar espécies muito relacionadas (arvores 6,7 e 8). Por ser um
gene muito conservado, o 16S rRNA ¢ util para estabelecer relagdes entre organismos
distantes filogenéticamente. O gene demonstra que cloroplastos e cianobactérias
formam um grupo distinto de outras bactérias, além de agrupar taxonomicamente as
proteobactérias de acordo com o Bergey’s manual. Porém, a sua utilidade decai
gradativamente conforme o espectro filogenético analisado diminui, ficando muito
dificil diferenciar espécies muito relacionadas e virtualmente impossivel diferenciar

estirpes.

4.2 Gene rpoB

O gene rpoB ja foi utilizado por outros autores Bartonella spp. (Renesto,
2001), Staphylococcus (Drancourt & Raoult, 2002), Bosea spp. € Afipia spp. (Khamis
et al., 2003), Mycobacterium spp. (Kim et al., 1999) e Legionella spp. (KO et al.,
2002).

Analises baseadas no gene rpoB foram capazes de agrupar cloroplastos e
cianobactérias em um cluster separado de outros microrganismos. O gene também foi
capaz de agrupar membros do grupo das proteobactérias de acordo com a taxonomia
apresentada no Bergey’s Manual, sendo que Pseudomonas aeruginosa e Anaplasma
marginale foram consideradas de dificil acesso, embora sua posicdo na arvore
filogenética tenha sido suportada pelos 3 métodos analiticos empregados com altos
valores bootstrap. Na familia das Enterobacteriaceae o gene foi capaz de diferenciar

nao sO espécies como estirpes intimamente relacionadas.



4.3 Gene gyrB

Analises baseadas no gene gyrB foram capazes de agrupar membros do grupo
das proteobactérias de acordo com a taxonomia apresentada no Bergey’s Manual sem
excecoes pelos 3 métodos analiticos empregados com altos valores bootstrap. Na
familia das Enterobacteriaceae o gene foi capaz de diferenciar ndo s6 espécies como

estirpes intimamente relacionadas.

4.4 Consideracoes finais

Desde o trabalho de Carl Woese em 1987 o 16S rRNA € a molécula mais
utilizada para estabelecer relacdes evolutivas entre 0s microorganismos, apresentando
diversas vantagens, como ser universalmente distribuida e apresentar regides
conservadas alternadas com regides varidveis, o que teoricamente permitiria uma boa
resolucdo filogenética. Porém, alguns autores destacaram as limitacdes deste gene
como ferramenta em andlises filogenéticas e taxondmicas (figura 9). Estas limitacGes
incluem o fato do gene estar presente em vdrias cdpias no genoma de diversos
microorganismos (ver tabela 13). Além disto, a resoluc¢do filogenética intra especifica
em alguns casos ndo é boa o suficiente (figura 9). Neste trabalho foi avaliada a

aplicabilidade dos genes rpoB e gyrB como ferramentas taxondmicas e filogenéticas.



Tabela 12. Variabilidade intra-genomica do 16S rRNA de bactérias e arqueobactérias cujos

genomas foram completamente seqiienciados. (J. Hashimoto & J. Klappenbach rrndb: the
Ribosomal RNA Operon Copy Number Database, http://rrndb.cme.msu.edu/rrndb)

Organismo Niimero de 16S

copias 165 rRNA Diferencas (NT)
Aquifex aeolicus VF5 -

2
Bacillus subtilis ATCC 23857 10 01-15
Campylobacter jejuni ATCC 700819 3 -
Deinococcus radiodurans ATCC 13939 3 0-2
Escherichia coli ATCC 10798 7 0-19
Haemophilus influenzae ATCC 51907 6 -
Helicobacter pylori 26695 2 -
Methanococcus jannaschii DSMZ 2661 2 3
M.thermoautotrophicum ATCC 29096 2 2
Neisseria menigitidis MC 58 4 -
Treponema pallidum ATCC 25870 2 -
Ureaplasma urealyticum serovar 3 2 1
Vibrio cholerae ATCC 39315 8 0-14
Xyella fastidosa 9a5c 2 -




Os resultados deste trabalho indicam que os genes rpoB e gyrB tem uma maior
taxa de evolucao do que o rrn (figuras 9, 10 e 11). O poder de discriminagdo destes
genes pode ser acessado rapidamente com a média dos valores de divergéncia

demonstrados nas matrizes de distancia (62, 389 e 350 para os genes 16S rRNA,
rpoB e gyrB respectivamente — ver tabelas 10, 11 e 12).

Embora existam membros da familia das Enterobacteriaceae que sejam
genotipicamente muito semelhantes, estes necessitam de métodos de discriminagdo
devido a sua importancia clinica. Os resultados deste trabalho indicam que tanto o

gente rpoB quanto o gyrB sdo bons candidatos para estudos nos

campos da
microbiologia médica e ambiental.
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Figura 14. Acuidade do 16S rRNA para identificacado de microrganismos tendo como base a
taxonomia apresentada no Bergey’s Manual

(fonte: Ribosomal Database Project
http://rdp.cme.msu.edu/)



Tabela 9: Matriz de distancia. Gene 16S rRNA 1467 posi¢des analisadas (sitios sem

dados ou com gaps foram removidos antes da anélise).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16

1
2100
00
3100100
01 | 01
410000100
01 | 01 | 00

5100|000 )0.0]|0.0
55 | 55 | 55 | 55

6|00]00)]00|00]|00
55 | 55 | 56 | 56 | 02

7100]|00)00(00]|00]0.0
56 | 56 | 57 | 57 | 03 | 03

8§/00|00)|00(|00]|00]|00]|0O0.0
53 | 53 | 54 | 54 | 04 | 03 | 05

90000 00]00]00(]00)00]0.0

54 | 54 | 55 | 55 05 | 04 | 05 | O1
1/00]00]00|00]|00]|007]00]|00]0.0
0| 53 | 53 54 | 54 10 10 11 06 | 07
1/00]00]00|00]00]00(00]00]00]1]00
1|5 | 5 | 60 | 60 | 31 30 | 31 29 | 30 | 23
1/00]00]00|00]00]|00]00|00]|001]00]|00
2|5 |5 | 60 | 60 | 31 30 | 31 29 | 30 | 23 01
1/00]00]00|00|00|]00]00|00]00]001|00])00
315 |5 | 60| 60 | 32 | 31 33 32 | 33 1 26 | 04 | 04
1/00(00]00|00]00|00]00]00|00]00]|00]0.01]0.0
4| 70 | 70 | 70 | 70 | 42 | 42 | 43 | 41 42 | 37 15 15 12
1/00(00]00|00]00|00]00|00|00]00|00]001]0.01]0.0
515 |5 |59 |59 |24 |23 |25 |22 |23 |29 | 07 | 07 10 18
1/0000]00|00)00|00]00|00|00]00(|00]00]001]0.0]O00
6| 48 | 48 | 49 | 49 | 47 | 48 | 47 | 48 | 48 | 45 | 49 | 49 | 48 | 60 | 51
1/0000]00|00|00]00]00|00]00]00]00|00]00]011]00]0.0
7077 | 77 | 78 | 78 83 85 84 | 84 | 85 82 | 88 | 89 89 | 00 | 91 81
[ 1] #Yersinia pseudotuberculosis IP 32953 [10] # Escherichia coli H7
[ 2] # Yersinia pestis 91001 [11] # Salmonella enterica CTI18
[ 3] # Yersinia pestis CO92 [12] # Salmonella enterica Ty2
[ 4] # Yersinia pestis KIM [13] # Salmonella typhimurium LT2
[ 5] # Shigella flexneri 2457T [14] # Salmonella enterica SC-B67
[ 6] # Shigella flexneri 301 [15] # Salmonella enterica 9150
[ 7] # Escherichia coli CFT073 [16] # Erwinia carotovora SCRI11043
[ 8] # Escherichia coli K12 [17] # Photorhabdus luminescens
[ 9] # Escherichia coli H/EDL933 Média: 0.042

Média com as 7 copias do gene 16S rRNA: 0.038




Tabela 10: Matriz de distancia. Gene rpoB 4028 posicoes analisadas (sitios sem

dados ou com gaps foram removidos antes da anélise).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16
1
2|01

48
3101 0.1

39 | 44
40110001

48 | 01 | 44
5(01]00|01]|0.0

48 | 00 | 44 | 01
6|01]017]00]|0.1]|01

40 | 45 | 08 | 44 | 45
7(01]01)00|01]0.1]|0.0

38 | 48 | 64 | 48 | 48 | 66
§/01(01|00(|01]|01]|00]|0.0

39 | 46 | 62 | 46 | 46 | 63 | 11
90101000101 |00]|00]0.0

39 | 46 | 62 | 46 | 46 | 63 | 11 | 00
1/01(01}00]01(01]00]0.0)0.0]0.0
0] 39 [ 44 | 01 | 44 | 44 | 07 | 64 | 62 | 62
1/01|01|00|01]01]00]001]00]|00]|0.0
1139 |44 00 | 44 | 44 | 07 | 64 | 61 | 61 | OO
1/01(01}01{01(01]01{01]01|01]0.1]0.1
2| 66 | 54 | 63 | 54 | 54 | 65 | 60 | 61 | 61 | 62 | 62
1/01(01}00]01|01]00]|00|00]00]00]0.0 0.1
3139 [ 45 | 08 | 45 | 45 | 08 | 67 | 63 | 63 | 08 | 08 | 66
1/01)01|00|01}01}00)]00(|00|00)|00]|00]0.1]0.0
4|36 | 47 | 62 | 47 | 47 | 63 | 11 | 08 | 08 | 62 | 61 | 61 | 63
1/01)01|00(01]01}00)]00|00|00|00]00]60.1]|0.01]0.0
5137 | 48 | 62 | 48 | 48 | 63 | 11 | 08 | O8 | 62 | 62 | 62 | 63 | 02
1/01)01}00{01(01|00]00|00|00]00]00]0.11]0.01]00]00
6| 37 | 48 | 62 | 48 | 48 | 64 | 11 | 08 | 08 | 62 | 62 | 61 | 64 | 02 | 00
1/01})00)01(00}00(01}01|01|01]01]01]01]011]01]01]}|0.1
7148 [ 00 | 44 | 01 | OO0 | 45 | 48 | 46 | 46 | 44 | 44 | 54 | 45 | 47 | 48 | 48

[ 1] # Erwinia carotovora SCRI1043

[ 2] # Yersinia pestis CO92

[ 3] # Salmonella enterica CTI8

[ 4] # Yersinia pseudotuberculosis IP 32953
[ 5] # Yersinia pestis KIM

[ 6] # Salmonella typhimurium LT2

[ 7] # Escherichia coli FTO73

[ 8] # Escherichia coli H/EDL933

[ 9] # Escherichia coli H7

[10] # Salmonella enterica 9150
[11] # Salmonella enterica Ty2
[12] # Photorhabdus luminescens
[13] # Salmonella enterica SC-B67
[14] # Escherichia coli K12

[15] # Shigella flexneri 2457T

[16] # Shigella flexneri 301

[17] # Yersinia pestis 91001
Média: 0.097




Tabela 11: Matriz de distancia. Gene gyrB 2412 posi¢des analisadas (sitios sem dados

ou com gaps foram removidos antes da anélise).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16
1
2102

27
3102 0.1

00 | 89
4100|0201

01 | 28 | 99
5(00]02)02]|0.0

00 | 27 | 00 | O1
6|02]00]01]02]02

23 | 11 | 88 | 23 | 23
7(02]01)01(02]02]|0.0

11 | 00 | 93 | 11 | 11 | 97
§/02(0101(02]02]|01]|0.0

10 | 04 | 94 | 09 | 10 | O1 | 19
9020001 (02(02|00)|00]0.1

25 | 16 | 92 | 26 | 25 | 13 | 97 | O1
1/102(00]01]02(02]00]01]|01]0.0
0|27 | 00 | 8 | 28 | 27 | 11 | 00 | 04 | 16
1/02|00)02]02]02]02]02|02|02)|02
1] 18 | 52 | 40 | 18 | 18 | 52 | 46 | 47 | 52 | 53
1/02|00|01]02]02{00]01]01|00]|00]0.2
225 |15 |93 | 25 |25 |16 | 01 | 04 | 19 | 15 | 53
1/02(01}01]02|02]00]00|00]00]01]02]|01
314 (01 |92 |12 |14 |98 | 18 | 15 | 97 | 01 | 48 | 00
1/02)01)01]02]02]01]00|00(01|01|02]0.1]0.0
4|13 103 |94 |12 |13 |01 | 22 | 08 | 01 | 03 |47 | 04 | 12
1/02)01)01(02}02]01]00(00|01|01]02]0.1]0.0]0.0
S| 13103 194 |12 | 13 | 01 | 22 | 08 | OL | 03 |47 | 04 | 12 | 00
1/02)01)01(02(02]01}00(00|01]|01]02]60.1]0.01]0.01]00
6| 10 | 04 | 94 | 09 | 10 | O1 | 19 | 00 | O1 | 04 | 47 | 04 | 15 | 08 | 08
1/00)02]02(00(00(02]02|02|02]02]02]02]02]02]|02]|0.2
710027 | 00|01 |00 |33 |11 ]10]25 |27 |18 |25 |14 | 13 |13 | 10

[ 1] # Yersinia pestis CO92
[ 2] # Salmonella enterica CTI8
[ 3] # Erwinia carotovora SCRI1043

[ 4] # Yersinia pseudotuberculosis IP 32953

[ 5] # Yersinia pestis KIM

[ 6] # Salmonella typhimurium LT2
[ 7] # Escherichia coli CFT073

[ 8] # Escherichia coli H/EDL933
[ 9] # Salmonella enterica 9150

[10] # Salmonella enterica Ty2

[11] # Photorhabdus luminescens
[12] # Salmonella enterica SC-B67
[13] # Escherichia coli K12
[14] # Shigella flexneri 2457T
[15] # Shigella flexneri 301

[16] # Escherichia coli H7

[17] # Yersinia pestis 91001

Média: 0.145
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