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RESUMO

O género Burkholderia compreende bactérias gran-negativas, aerobicas
pertencentesa classe B-proteobacteria. Estudos de 16S rDNA revelaram que o
género Burkholderia € composto por bactérias que, apesar de intimamente
relacionadas e fenotipicamente muito similares, possuem multiplas diferencas
genéticas, suficientes para permitir subdivisbes em espécies ou variantes
gendmicas, que formam o complexo B. cepacia. Dados biologicos,
especialmente os de sequenciamento gendmico, vém sendo gerados em ritmo
acelerado nas ultimas décadas. Com o surgimento da Bioinformética, podemos
aplicar técnicas computacionais para manipular dados biol6gicos. O alinhamento
multiplo de sequéncias (MAS) € um conjunto de técnicas utilizadas para entender
informagdes biologicas de um conjunto de sequéncias sendo considerada a
tarefa mais comum e mais importante da bioinformatica, visto que pode fornecer
consideraveis informacdes sobre estrutura e funcdo de genes. Os algoritmos
genéticos (AGs) permitem uma simplificacdo na formulagcdo e solucdo de
problemas de otimizacdo visto que incorporam uma solucéo potencial para um
problema especifico numa estrutura semelhante a de um cromossomo e aplicam
operadores de selecdo e cruzamento a essas estruturas de forma a preservar
informacdes criticas relativas a solucdo do problema. O presente trabalho
objetivou aplicar técnicas computacionais visando solucionar o problema de
alinhamento genético de sequéncias biolégicas de DNA de bactérias do
complexo Burkholderia cepacia. As sequéncias analisadas (586) foram obtidas
através do banco de dados GenBank do National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Para alinhamento das sequéncias, utilizou-se as seguintes
ferramentas: Clustal 6mega e Kalign. Das ferramentas utilizadas, nenhuma
conseguiu gerar dados de boa acuracia. Desse modo, conclui-se que existe a
necessidade de desenvolvimento de novos algoritmos/ferramentas de
alinhamento genético visando trabalhar com grande quantidade de dados para
obtencao de uma otimizagcdo. Para o caso de varias sequéncias, o problema do
alinhamento multiplo é considerado NP-dificil. Desse modo, foi observado que é
necessario desenvolver novos algoritmos, para sua resolucdo em tempo habil
buscando sempre solu¢cdes bem aproximadas da solucao 6tima.

Palavras-chave: Burkholderia. Bioinformatica. Alinhamento genético. Algoritmos
genéticos.Taxonomia.
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ABSTRACT

The genus Burkholderia comprises gran-negative bacteria, aerobic belonging to
B-proteobacteria class. 16S rDNA analyzes have revealed that the genus
Burkholderia is composed of bacteria which, although closely related and
phenotypically very similar, have multiple genetic enough differences to allow
subdivisions species or genomic variants that constitute the B. cepacia complex.
Biological data, especially the genomic sequencing, are being generated at a
rapid pace in recent decades. With the emergence of bioinformatics, we can
apply computational techniqgues to manipulate biological data. The multiple
sequence alignment (MAS) is a set of techniques used to understand biological
information from a set of sequences is considered the most common and most
important task of bioinformatics, since it can provide considerable information
about the structure and function of genes. AGs allow a simplification in the design
and optimization of troubleshooting as incorporate a potential solution to a
specific problem in a structure similar to a chromosome and apply selection and
crossover operators such critical information to preserve the form of structures
for the solution problem. This study aimed to apply computational techniques
aimed at solving the genetic alignment problem of biological DNA sequences of
bacteria Burkholderia cepacia complex. The sequences analyzed (586) were
obtained from the GenBank database of the National Center for Biotechnology
Information (NCBI). For aligning the sequences, the following tools were used:
Clustal omega and Kalign. The tools used, none was able to generate good data
accuracy. Thus, it is concluded that there is a need to develop new algorithms /
alignment tools genetic targeting working with large amounts of data to obtain an
optimization. In the case of multiple sequences, the problem of multiple alignment
is considered to be NP-hard. Thus, it was observed that it is necessary to develop
new algorithms for its resolution in a timely manner and always seeking
approximate solutions of the optimal solution.

Keywords: Burkholderia. Bioinformatics. Genetic alignment. Genetic algorithms.
Taxonomy.
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1 INTRODUCAO

O género Burkholderia compreende bactérias Gram-negativas
pertencentes a classe B-proteobacteria. Sdo bactérias capazes de metabolizar
diferentes fontes organicas e isso reflete na capacidade de essas bactérias
habitarem varios nichos ecolégicos podendo, dessa forma, serem isoladas da agua,
ambientes hospitalares, solo, rizosfera. Essas bactérias tém sido utilizadas com
frequéncia na biorremediagdo (MEYER et al., 2001). Desse modo, se reconhece a
necessidade em estudar tais microrganismos.

A partir da década de 1980, o uso de ferramentas de genética molecular
(hibridizacdo DNA-DNA e sequenciamento do 16S rDNA), aliadasas técnicas
moleculares mais modernas, a exemplo da reagédo em cadeia da polimerase (PCR),
além de sequenciamento de genes especificos para analise de filogenia, levaram a
uma modificacdo e reorganizacdo taxonémica dos géneros existentes e posterior
descricao de novos géneros (WILLEMS, 2006).

O progressivo avanco das técnicas de biologia molecular associado as
mudancas na taxonomia desses microrganismos fazem com que a identificacéo de
novas espeécies se torne mais facil e rapida. No entanto, € fundamental estar
atualizado com as novas correntes taxonémicas e atentar para o fato de que novos
géneros e espécies sao descritos ou reclassificados de forma constante, visto que
se calcula conhecer apenas aproximadamente 12% das espécies bacterianas. Para
se definir novas espécies, recomenda-se o uso da “taxonomia polifasica”, a qual
integra diversas informacfGes fenotipicas, genotipicas e filogenéticas dos
microrganismos em questdo, na busca de um consenso (LAJUDIE et al., 1998;
VANDAMME et al., 1996).

Através dessas abordagens, uma arvore filogenética de 16S rDNA é a base
para construir a classificacdo das bactérias, e a validacdo multidimensional é feita
examinando-se as caracteristicas moleculares e fenotipicas dos organismos
analisados. A referida metodologia € considerada a abordagem padrdo na
sistematica bacteriana contemporanea (BOONE & CASTENHOLZ, 2001).

Introduzida por John Holland (HOLLAND, 1975) e popularizados por David
Goldberg (GOLDBERG, 1989),Algoritmos Genéticos (AGs) sdo métodos de
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otimizacdo e busca inspirados nos mecanismos de evolugdo de populagbes de
seres vivos. Os mesmos seguem o principio da sele¢éo natural e sobrevivéncia do
mais apto, desenvolvido pelo fisiologista Charles Darwin em seu livro “A Origem
das Espécies”, em 1859. De acordo com Darwin “quanto melhor um individuo se
adaptar ao seu meio, maior sera sua chance de sobreviver gerando descendentes”
(LACERDA; CARVALHO, 1999).

Define-se otimizacdo como a busca da melhor solucdo para um dado
problema. Consiste em tentar varias solu¢@es e utilizar a informacéo obtida neste
processo de forma a encontrar solugcdes cada vez mais eficazes. Um exemplo
basico de otimizacéo é a melhoria da imagem das televisdes com antena acoplada
ao aparelho. Através do ajuste manual dessa antena, varias solu¢des séo testadas,
guiadas pela qualidade de imagem, até a obtencdo de uma resposta oOtima
(LACERDA; CARVALHO, 1999).

AGs séo algoritmos probabilisticos que fornecem um mecanismo de busca
paralela e adaptativa baseado no principio de sobrevivéncia dos mais aptos na
reproducdo. Sao algoritmos matematicos que se inspiram nos mecanismos de
evolucao natural e recombinacéo genética. Os conceitos da natureza nos quais 0s
AGs se inspiram sao simples. De acordo com a teoria de Darwin, o principio de
selecdo faz com que individuos mais aptos sejam privilegiados e, dessa forma, com
maior probabilidade de gerarem descendentes. Consequentemente, individuos
com mais descendentes tém mais chance de perpetuarem seus c6digos genéticos
nas geracoes futuras. Tais codigos genéticos constituem a identidade de cada
individuo sendo representados nos respectivos cromossomos (PACHECO, 1999).

Em seres procariontes a taxonomia pode ser descrita como a ciéncia que
determina a classificacdo (criacdo de novas taxas), identificacdo (alocacdo de
linhagens dentro de espécies conhecidas), além da nomenclatura (VANDAMME et
al., 1996) desses organismos. Esta ciéncia produziu um sistema estavel, previsivel
e altamente informativo que colabora para o avanco de varios ramos da ciéncia,
incluindo ndo somente a microbiologia, mas também a gendmica, ecologia de
microrganismos, biotecnologia, evolucéo, dentre outros (ROSELLO-MORA, 2005).

Apébs o surgimento da taxonomia numérica (SNEATH & SOKAL, 1962) e
computacional, dados fenotipicos comecaram a ser analisados através de

coeficientes numéricos que expressam o grau de similaridade entre linhagens com
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o auxilio de ferramentas computacionais. A taxonomia numérica veio proporcionar
maior objetividade aos esquemas de classificagdo microbiana, visto que essa
abordagem pressupfe a utilizacdo de um grande numero de testes bioquimicos
(entre 100 e 200) e uma amostragem diversificada de linhagens, sendo os
resultados expressos em percentual (VANDAMME et al.,1996). A aplicacdo de
taxonomia numérica levou a avancos significativos na classificacdo dos

microrganismos, especialmente das bactérias (GOODFELLOW, 2000).

1.1 Motivacgéo e justificativa

Considerando que os testes bioquimicos sdo inconclusivos pelo fato de os
organismos serem fenotipicamente parecidos, aliado ao fato de que a grande
maioria dos sistemas comerciais de identificacdo bacteriana ndo sédo capazes de
distinguir espécies de forma segura, buscou-se uma abordagem de resolucao do
problema de identificacdo taxondmica de bactérias do complexo Burkholderia
cepacia através da analise do 16S RNAr visto que atualmente é utilizado para
diferenciar espécies. Todavia, nem todas as bactérias do complexo B. cepacia sao
diferenciadas por essa abordagem e, dessa forma, surge a necessidade em se

utilizar ferramentas computacionais.

1.2 Objetivos

O presente trabalho objetiva fazer um estudo comparativo das diversas
técnicas computacionais de alinhamento multiplo de sequéncias para identificacédo
de bactérias do complexo B. cepacia utilizando sequéncias 16S RNAr. Os objetivos

especificos séo:

1.Comparar diferentes ferramentas computacionais na avaliacdo de alinhamento

genético identificando, dessa forma, qual possui maior acuracia;

2. Identificar espécies do Complexo B. cepacia através da construcéo de arvores

filogenéticas utilizando algoritmos genéticos;

3. Avaliar a aplicabilidade de AG no estudo taxonémico do complexo B. cepacia;
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4. Avaliar analise de componentes principais no estudo taxonémico.

1.3 Organizagéo do trabalho

A estrutura deste trabalho esté dividida da seguinte maneira: além da
parte introdutéria, contém outros quatro capitulos. No capitulo 2 séo
apresentados conceitos biolégicos, bem como taxonomia de bactérias, complexo
B. cepacia e moléculas 16S e 23S rRNA, um resumo sobre gendmica de
bactérias e sequenciamento genéticoalém dadescricdo de conceitos de
Bioinformética, AGs, descricdo de métodos de alinhamento Clustal e Kalign,
abordagem de técnicas de identificacdo bacteriana. No capitulo 3, relatamos os
materiais e métodos utilizados. O capitulo 4 apresenta os resultados e a
discusséao. Por fim, uma conclusao sobre o trabalho é apresentada seguida das

dificuldades encontradas e sugestdes de trabalhos futuros.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Burkholderia—Aspectos gerais
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O complexo bacteriano foi inicialmente dividido em cinco espécies (B.
capacia, B. multivorans, B. cenocepacia, B. stabilis, B. vietnamiensis
(VERMISet al., 2002). Em seguida, foram descritas mais quatro novas espécies
baseadas na analise do gene recA: B. dolosa, B. ambifaria, B. anthina e B.
Pyrrocinia (CONYE et al., 2001a). Identificou-se que essas novas espécies
classificadas compartilhavam um nivel moderado de hibridizacdo DNA-DNA (30-
50%), porém uma alta similaridade para genes 16S rRNA (98-99%). Todavia, a
identificacdo dessas espécies ainda € bastante discutida bem como sua
classificacdo pelo fato de ainda n&o ter sido completamente resolvida
(MAHENTHIRALINGAM et al., 2005).

De acordo com perfis de restricdo e sequéncias do gene 16S rDNA,
bactérias do género Burkholderiaforam, inicialmente, encontradas em associacao
com plantas de milho e café (GILLIS et al., 1995). Tem sido dada grande atencao

a esse género de bactérias, em particular ao complexo B. capacia.

Através da andlise filogenética do gene recA, bem como de sequéncias de
7 locus (atpD, gltB, gyrB, recA, lepA, phaC e trpB) foram propostas outras novas
espécies: B. difusa, B. latens, B. arboris, B. metallica, B. contaminans, B. lata,
B. seminalis(VANLAERE et al., 2008; VANLAERE et al., 2009).

2.1.1 Taxonomia debactérias

O termo taxonomia pode ser estabelecido como a ciéncia que lida com a
classificacao (ordenacdo dos microrganismos de acordo com a similaridade entre
eles), identificacdo (alocacdo de estirpes desconhecidas dentro de grupos
taxondmicos conhecidos compativeis com suas caracteristicas) e homenclatura
(nomeacdo dos grupos de acordo com as regras internacionais descritas pelo
International Code of Nomenclature of Bacteria (LAPAGE, 2011; VANDAMME,
1996). Pode-se estabelecer uma classificacéo significativa utilizando-se processos
rigorosos, de forma a evitar erros durante o desenvolvimento de uma pesquisa
cientifica ou durante a reproducdo de um produto baseado em culturas

microbianas.
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Para um melhor consenso taxonémico podemos utilizar diferentes tipos de
dados e informacg@es (fenotipicas, genotipicas e filogenéticas). Esse modelo de
estudo integrado € chamado de taxonomia polifasica. As informacdes fenotipicas
sdo obtidas através de estudos envolvendo a expressao dos genes, como analises
de proteinas e suas funcgdes, marcadores quimiotaxondmicos ou outras
caracteristicas que correspondam a expressao final dos genes (GILLIS et al., 1995;
VANDAMME et al., 1996). Para informacao genotipica, utilizam-se 4cidos nucleicos
(DNA e RNA), enquanto que a informacéo fenotipica é derivada de proteinas e suas
fungbes e marcadores quimiotaxondmicos. (VANDAMME et al., 1996).

Para estudos genotipicos, algumas técnicas sao utilizadas, todas com base
na analise do DNA, como por exemplo: a porcentagem de bases nucleotidicas
Guanina + Citosina (G+C), a hibridizacdo DNA-DNA (HDD), analise de
polimorfismos por padrdes de fragmentos de restricbes (RFLP), sequenciamento
de genes, entre outros (STACKEBRANDTEet al., 2002). Uma espécie bacteriana é
definida como um grupo de estirpes genomicamente semelhantes isoladas que
compartilham um elevado grau de similaridade em relacéo as varias caracteristicas
independentes (ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001).

Uma das estratégias conhecida para os estudos de taxonomia e filogenia
bacteriana consiste na andlise conjunta de multiplos genes (loci), os quais
apresentam uma taxa de evolucdo mais rapida quando comparados aos genes
ribossomais, mas com um nivel de conservacéao suficiente para conter informacdes
evolutivas fidedignas (STACKEBRANDT et al., 2002). A metodologia de analise a
ser utilizada depende do nivel de resolucdo taxonémica que se deseja atingir.
Quando o objetivo é classificar em nivel de género ou espécie, nem sempre é
necessaria a aplicacao de mais de uma técnica. Entretanto, quando se objetiva a
descricdo de novas espécies, saoimprescindiveis avaliacbes fenotipicas,

genotipicas e filogenéticas.

Atualmente existe um grande volume de informacBes de sequéncias de
nucleotideos e aminoacidos de diversas espécies de microrganismos, que podem
ser acessadas em bancos de dados disponiveis na internet, a exemplo do NCBI.
Para avanco de técnicas cada vez mais elaboradas de analises de sequéncias, é

necessario o aprimoramento de programas matematicos, estatisticos e
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computacionais, utilizados para a organizacéo e avaliagcao dos dados. Esse grande
volume de dados reflete a importancia que estas técnicas, especialmente o
sequenciamento do DNA, conquistaram dentro de diferentes ramos da ciéncia,
sobretudo na ciéncia taxonémica (KLENK; GOKER, 2010).

2.1.2 Historico dataxonomia deprocariotos

A partir do século XVI, a classificacao de organismos vivos foi um tema de
grande interesse para 0s cientistas que pesquisavam a Historia Natural na Europa.
Lineu propds um sistema binomial de classificacdo que é uma das bases da
classificacdo atual dos organismos. Publicado em 1758, a décima edicdo do
Systema Naturae de Lineu incluia 5.897 espécies de plantas e animais, os dois
reinos nos quais ele dividia os organismos vivos. Durante o século 19, a Taxonomia
se tornou uma profissao, resultando em um rapido aumento no nimero de animais
e plantas terrestres conhecidos. Estimativas sugerem que existam pelo menos 6

milhdes de espécies de bactérias em solos e oceanos (CURTIS et al., 2002).

O conceito biolégico de espécie define as espécies em termos de
intercruzamento. Mayr (1963), por exemplo, definiu da seguinte forma: “Espécies
sao grupos de populagcdes naturais que intercruzam e estao reprodutivamente
isoladas de outros grupos desse tipo”. A expressao “reprodutivamente isolada”
significa que os membros de uma espécie ndo intercruzam com membros de outras
espécies visto que tém alguns atributos que impedem o intercruzamento. A
importancia do conceito bioldégico de espécie deve-se ao fato de que insere a
taxonomia das espécies naturais no esquema conceitual da genética de

populacdes.

O conceito de espécie procaridtica tem sua propria historia e resulta de uma
série de melhorias empiricas paralelas ao desenvolvimento das técnicas de analise.
Entre os taxonomistas microbianos, ha um consenso geral de que o conceito de
espécie atualmente em uso € util, pragmatico e universalmente aplicavel no mundo
procariético. No entanto, este conceito empiricamente concebido néo € abrangido
por qualquer um dos, pelo menos, 22 conceitos descritos para eucariotas. A

espécie pode ser descrita como "um aglomerado monofilético e genomicamente



22

coerente de organismos individuais que mostram um alto grau de similaridade geral
em muitas caracteristicas independentes e € diagnosticavel por uma propriedade
fenotipica discriminativa" (ROSSELLO-MORA & AMANN, 2001). A melhor
utilizacdo dos conceitos surgiu a partir do uso das seguintes informacdes:
marcadores quimiotaxondmicos, sequenciamento de rRNA e propriedades de DNA.

Os primeiros sistemas de classificacdo de procariotos eram baseados
apenas em algumas propriedades fenotipicas que eram usadas para agrupar
linhagens, a despeito de qualquer afinidade evolutiva verdadeira, e por isso foram
tidos como artificiais (BERGEY’S, 1934). Todavia, o principal propésito de um
sistema taxondémico utilitario é fornecer classificagcbes que sejam U(teis para
finalidades cientificas e praticas, especialmente a identificacéo e geracao de bases
de dados contendo informacgdes relevantes sobre tais organismos faceis de serem
acessadas. Tais classificagbes devem apresentar como caracteristicas principais:

serem estaveis, objetivas e preditivas.

Estes sistemas refletiam as limitacdes tecnoldgicas do referido periodo. Na
pratica, sistemas baseados em algumas propriedades morfologicas e
comportamentais, levaram a serios erros de classificacdo microbiana, nos mais
diversos grupos bacterianos (BONNE & CASTENHOLZ, 2001). Tais métodos
microbiolégicos tradicionais baseados em caracteristicas fenotipicas, como
propriedades morfoldgicas, fisioldégicas e bioquimicas, governaram por décadas a
taxonomia microbiana fornecendo informacdo descritiva para a estruturacdo de

diversas taxas bacterianas.

O surgimento da taxonomia numeérica (SNEATH & SOKAL, 1962) aliada a
computacao, possibilitou que dados fenotipicos comecassem a ser analisados por
coeficientes numéricos que expressam similaridade entre linhagens com o auxilio
de um computador. Desse modo, a taxonomia numérica veio proporcionar maior
objetividade aos esquemas de classificacdo microbiana e a abordagem
pressupunha a utilizacdo de um grande nimero de testes bioquimicos (100 a 200)
e uma amostragem grande e diversificada de linhagens, sendo os resultados
expressos em porcentagens (VANDAMME et al., 1996). A aplicacdo de taxonomia
numeérica levou a avancos significativos na classificagdo dos microrganismos,
principalmente bactérias (GOODFELLOW, 2000).
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O constante desenvolvimento nas areas de quimica, biologia molecular,
estatistica e informatica fez com que a taxonomia de procariotos sofresse profundas
alteragbes na diregao de um sistema que refletisse as relagdes evolutivas entre os
organismos, aproximando a classificagdo microbiana ao melhor possivel da
realidade biolégica. Além disso, o uso da homologia DNA-DNA associada a uma
variedade de caracteristicas ecologicas e fenotipicas na classificacdo de
microrganismos foi denominada de taxonomia polifasica por Colwell (1970ab).

Colwell propds a integragdo da informagéo do nivel molecular ao ecologico
para obter identificagfes e classificagbes mais precisas e confiaveis. Inicialmente,
informacdes genotipica, fenotipica e filogenética poderiam ser incorporadas na
taxonomia polifasica, mas a hibridizacdo de DNA-DNA mostrou ter um papel
primordial no delineamento de espécies. A abordagem polifasica da taxonomia tem
sido praticada nos ultimos 20 anos e pressupde que as descricbes de espécie
devem refletir relagdes filogenéticas, além de serem baseadas em hibridizacao
DNA-DNA do genoma total e fornecer informacdo genotipica, fenotipica e
guimiotaxondmica adicional, dando consisténcia a espécie definida em termos
filogenéticos.

Woese & Fox (1977) publicaram o trabalho seminal sobre o uso de
sequéncias do RNAr 16S para a reconstrucdo da Arvore da Vida. Posteriormente,
demonstrou-se que o RNAr 16S seria extremamente Gtil na afiliacéo filogenética de
bactérias em espécies, géneros e familias (WOESE, 1986). O uso do RNAr 16S foi
prontamente incorporado a taxonomia polifasica (STACKEBRANDT & GOEBEL,
1987). O constante desenvolvimento dos métodos de sequenciamento de DNA e o
acumulo da informacéo desequéncias em bases de dados publicas de livre acesso
tém permitido o sequenciamento comparativo de genes homaologos entre linhagens
microbianas sendo considerado procedimento padrdo em sistematica microbiana.

A aplicacdo de conceitos e praticas de taxonomia polifasica apresenta forte
embasamento filogenético e teve um efeito significativo na classificagdo microbiana
em todos os niveis da hierarquia taxonémica. Em 1969, a crenca na divisdo dos
seres vivos em cinco reinos, proposta por Whittaker, foi desafiada pelo trabalho de
Carl Woese e colaboradores, baseado no sequenciamento comparativo de
moléculas de RNAr além da evidéncia genbmica e bioquimica associada. Foi
proposta que a classificacdo dos seres vivos fosse substituida por um esquema

baseado em trés reinos ou dominios: Bactéria, Archaea e Eucarya, sendo os dois



24

primeiros microbianos e compostos por células procaridticas. O dominio Eucarya,
engloba todos os organismos eucariotos, incluindo os microrganismos fungos e

protozoarios.

Para classificagdo microbiana, o uso de sequéncias de DNAr como
ferramenta se deu em estudos de diversidade de microrganismos a partir de
amostras ambientais. A utilizacado de metodologias que independem do isolamento
e cultivo de microrganismos levou a uma drastica mudanca na perspectiva da
diversidade microbiana existente no ambiente.

Por meio das sequéncias de DNAr 16S diversos grupos de microrganismos
nunca antes cultivados puderam ser detectados no ambiente comparando-se
sequéncias depositadas em bases de dados, observou-se que muitas delas
pertenciam a organismos filogeneticamente n&o relacionados as divisdes
bacterianas ja existentes (PACE, 1998). Este impacto na visdo da diversidade
microbiana pode ser exemplificado pelo nimero de divisdes existentes dentro do
dominio bactéria. Em 1987 eram 12 divisOes, todas elas descritas com base em
organismos cultivados. Em 1998, o numero de divisdes publicado havia subido para
36 (HUGENHOLTZ et al., 1998), sendo 13 delas divisbes candidatas, ou seja, sem
representante cultivado e descri¢cao formal.

Um levantamento, publicado em 2003, apontou como 53 o namero de
divisdes dentro do dominio bactéria, sendo que aproximadamente 50% destas nao
possuem representantes cultivados (RAPPE & GIOVANNONI, 2003). Um dos
maiores desafios para taxonomistas € o cultivo de representantes destas divisdes.

Para identificacdo de espécies bacterianas, podemos isolar ou coletar um
numero adequado de estirpes do taxon a ser estudado, e usar todas elas para
comparacdes. Evite, embora as vezes impossivel, a descricdo de uma espécie
baseada em uma unica estirpe tendo em vista que isso poderia dificultar a
identificacdo de novos isolados. Além disso, podemos reconhecer o0s taxa
relacionados mais proximos através da analise 16S rRNA e caracteristicas
fenotipicas incluindo, dessa forma, as estirpes relacionados nas analises

taxondmicas.

A utilizacdo de valores de 70% de similaridade de DNA como limites
absolutos para circunscrever a espécie € aceitavel. Devemos considerar que uma

Unica espécie pode consistir em varios grupos gendmicos que nao
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necessariamente tém que ser classificados como espécies diferentes. Isso sera
possivel quando uma propriedade fenotipica que identifica cada um deles é

encontrada.

Embora os testes comercialmente disponiveis sejam Uteis, as informacdes
recuperadas podem ser insuficientes. O fenétipo ndo € apenas descrito pelo
metabolismo, existem por exemplo, marcadores quimiotaxondmicos que produzem
informacao importante sobre organismos. Quanto mais exaustivamente o fenotipo

for descrito, melhor sera a circunscricao.

2.1.3 Taxonomia do Complexo B. cepacia

A complexidade taxonémica de organismos B. cepacia e a dificuldade de
identificacdo geralmente dificultam estudos que podem estabelecer os papéis
desempenhados por essas bactérias bem como o significado patogénico. Esta
informac&o é crucial para propor politicas cientificamente fundamentadas para cada

um dos problemas acima mencionados (COENYE et al., 2001).

Burkholder, em 1950, descreveu Pseudomonas cepacia como o agente
causador da podridao bacteriana da cebola. Em 1992, P. cepacia e seis outras
espécies pertencentes ao grupo de rRNA Il do género Pseudomonas
(Pseudomonas solanacearum, Pseudomonas pickettii, Pseudomonas gladiolos,
Pseudomonas mallei, Pseudomonas pseudomallei, e Pseudomonas caryophylli)
(PALLERONI et al., 1973) foram transferidas para o género Burkholderia
(YABUUCHI et al., 1992).

Diversos pesquisadores, a partir de meados dos anos 1990 em diante,
observaram que havia uma marcada heterogeneidade entre cepas isoladas de B.
cepacia a partir de diferentes nichos ecoldgicos. Estas estirpes foram
tentativamente classificadas como B. cepacia utilizando uma ampla gama de
técnicas. A heterogeneidade entre B. cepacia além da problematica da correta
identificacdo e avaliacdo das técnicas utilizadas mostrou que elas poderiam ser
classificadas como: ndo muito sensivel, ndo muito especifica ou nem sensivel, nem

pY

especifico. A diversidade de B. cepacia aliada a falta de confiabilidade nos
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esquemas de identificacdo levou Vandamme et al. a proceder um estudo

taxondmico polifasico.

Estudos taxondmicos polifasicos posteriores identificaram mais dois
membros do complexo B. cepacia: B. cepaciagenomovar VI presentes em cepas
isoladas de pacientes com fibrose cistica nos Estados Unidos e Reino Unido. Este
organismo pode ser fenotipicamente diferenciado de todos os membros do
complexo B. cepacia exceto B. multivorans. O nome B. ambifaria (B. cepacia
genomovar VII) foi proposto para os isolados a partir de amostras ambientais,
clinicas e humanos. B. ambifaria também contém varias cepas bem caracterizadas
para biocontrole. Além disso, foi recentemente mostrado que a espécie B.

pyrrocinia também pertence ao complexo B. cepacia (PALLERONI et al., 1973).

Geralmente, no complexo B. cepacia, representantes de diferentes
espécies tém valores de hibridagdo DNA-DNA entre 30 e 60%, enquanto que 0sS
valores obtidos a partir de estirpes pertencentes a mesma espécie sao geralmente
mais elevadas do que 70%. Valores de ligacdo DNA-DNA obtido com outras
espécies de Burkholderia sédo geralmente abaixo de 30%. Estes valores
correspondem a categorias definidas como alto parentesco DNA (70% ou superior)
entre estirpes de uma uUnica espécie e parentesco DNA nao significativa (30% ou
menos). Além disso, as semelhancas entre sequéncias 16S DNAr obtidas a partir
de diferentes membros do complexo B. cepacia sdo mais elevados (97,7%) do que
semelhancas entre tais sequéncias e os de outras espécies de Burkholderia
(97,0%) (MARTINEZ-ROMERO, 1994).

2.1.4 Complexo B. cepacia

Complexo B. cepacia constitui um grupo de bactérias Gram-negativas nao
fermentadoras da glicose amplamente encontradas no meio ambiente. A maioria
das espécies deste género foram descritas inicialmente como fitopatégenos.
Todavia, estes microrganismos tém sido identificados com uma frequéncia cada
vez maior como patdégenos oportunistas em ambiente hospitalar. A principal
patologia associada as infec¢des causadas por espécies do complexo é a sindrome

cepacia, frequente em pacientes acometidos pela fibrose cistica, sendo
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caracterizado por uma diminuicdo da funcdo pulmonar, com subsequente
bacteremia em muitos casos levando o paciente a 6bito (SOUZA et al., 2011).

O complexo é formado por 17 espécies. Apresentam aproximadamente
95% de similaridade genética, de acordo com estudos realizados com o
sequenciamento do gene recA. As espécies que fazem parte do complexo séo: B.
ambifaria, B. anthina, B. arboris, B. cenocepacia, B. cepacia, B.contaminans, B.
diffusa, B. dolosa, B. lata, B. latens, B. metallica, B. multivorans,B. pyrrocinia, B.
seminalis, B. stabilis, B. pseudomultivorans e B. vietnamiensis (SOUZA et al.,
2011).

As espécies constituintes do complexo apresentam crescimento lento em
meios de cultura. Diversas vezes o isolamento a partir de amostras clinicas €
dificultado pelo crescimento mais rapido de outros microrganismos que podem
estar presentes na amostra. Além disso, a identificacdo laboratorial a partir de
testes bioquimicas manuais ou com sistemas disponiveis comercialmente na
maioria dos casos é conflitante, pois algumas espécies bacterianas ndo estao
presentes no banco de dados destes sistemas. Além disso, as técnicas
moleculares, apesar da sua alta acuracia, ndo sdo amplamente acessiveis aos
laboratérios de microbiologia clinica (SHELLY et al., 2000). Diante do exposto,
conclui-se que a rapida e confiavel identificacdo desses microrganismos a partir de
amostras clinicas constitui um fator de grande importancia para introducdo da

terapia antimicrobiana.

2.1.5 Moléculas 16S e 23S DNAr

As moléculas de DNA 16S e 23S presentes no ribossomo sdo comumente
empregadas na taxonomia de procariotos, pelo fato de serem regides conservadas
e se enquadrarem nos conceitos que definem um marcador filogenético relatado
por Piaza et al. (2006). A regido 23S € bem maior que a 16S, contendo mais
informacfes genéticas Uteis em estudos de filogenia (LUDWING et al., 1992).
Todavia, o numero de sequéncias presentes nos bancos de dados € pequeno,

limitando a comparacédo de novas sequéncias.

A caracterizacdo da sequéncia do gene ribossomal 16S rDNA tem sido

amplamente utilizada em estudos evolucionarios, taxonémicos e ecolégicos, nao



28

apenas para definir taxas, mas também para detectar quais taxas estao presentes
(FOXetal.,1992; OLSEN et al., 1994). A amplificacdo direta via PCR do 16S sDNA
a partir de amostras de solo tornou possivel o estudo da biodiversidade microbiana
sem a necessidade de cultivar o microrganismo em questao (WARD et al., 1990).

Muitas destas técnicas utilizam definicbes de agrupamento taxondmico que
sdo a principio, aleatorias. No entanto, tem se desenvolvido uma nova forma, que
hoje é pré-requisito nos estudos de diversidade microbiana, chamada Unidades
Taxondmicas Operacioanis (OTUs). Tal definicdo é cientificamente possivel de
validar universalmente os grupos taxondémicos. Segundo Yang et al. (2004), quando
a diversidade microbiana é inferida a partir de fingerprints moleculares ou de
informagdes baseadas em sequéncias, as OTUs individuais devem ser definidas

como espécies em potencial.

Os métodos que mostraram maior confiabilidade nas analises foram: o
sequenciamento, parcial ou total, do gene 16S rDNA, a amplificacdo do DNA com
primers especificos pela PCR e a fragmentacdo do DNA pelas enzimas de
restricdo, através da técnica de ARDRA (LAGUERRE et al., 2001). Todavia, para
uma melhor confiabilidade dos dados, conclui-se que a analise polifasica € mais
adequada (DUTTA et al., 2002) sendo usado para o delineamento da taxa em todos
os niveis (MURRAY et al., 2012). Os recentes desenvolvimentos na taxonomia
polifasica, também chamada de classificacéo polifasica ou identificacdo polifasica,
constituem um enorme avango na taxonomia bacteriana moderna (VANDAMME et
al., 1996).

2.1.6 Genbmica de bactérias

A partir da descoberta de que o acido desoxirribonucleico (DNA) é
responsavel por armazenar as informacfes genéticas,foi iniciada uma busca por
uma forma de se obter e decodificar a informacao localizada nos cromossomos
(MIR, 2004). Um dos grandes desafios da gendmica, ciéncia que estuda a estrutura
e funcionamento do material genético de uma espécie, tem sido 0 sequenciamento
rapido de genomas (CHAN, 2005).
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Apéds o surgimento do sequenciamento de DNA desenvolvido por Sanger
et al. (1977) comecou a haver maior viabilidade em relagéo ao desenvolvimento de
projetos de sequenciamento de genomas. A referida metodologia possibilitou o
completo sequenciamento do bacteriéfago phi X174. A partir de 1995, com o0s
avancos tecnoldgicos e utilizacdo dessa metodologia, tornou-se possivel fazer o
sequenciamento completo de Haemophilus influenzae e Mycoplasma genitalium
por Fleischmann et al., 1995. Apés os referidos eventos, houve um grande avanco
guando a genbmica comecou a se aliar a Bioinformatica com o intuito de

caracterizaros microrganismos presentes na arvore da vida (Figura 1).

Figura 1 - Arvore filogenética baseada no rRNA 16S mostrando que todas as formas de

vida séo oriundas de um ancestral comum.
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2.2 Sequenciamento genético

O sequenciamento de um gene pode ser definido como um processo
através do qual se determina a cadeia de nucleotideos que o compde. O fato de
um genoma ser extenso para ser sequenciado inteiramente faz com que 0 mesmo
seja dividido em pequenos segmentos, 0s quais sao sequenciados individualmente
e, em seguida, ordenados de forma que seja construida uma Unica sequéncia a
qual corresponderd ao sequenciamento completo do genoma inicial. Esta
fragmentacdo do genoma é comumente realizada através da estratégia shotgun
(VENTER, 1998) na qual o DNA é submetido a altas taxas de vibracdo que
promovem a quebra da cadeia em varios fragmentos que sdo geralmente Unicos.
Apés essa etapa, é iniciado o sequenciamento das bases de cada um dos
fragmentos através de métodos como o método de Sanger (SANGER; COULSON,
1975) como ilustrado na Figura 2.

Figura 2 - Processo de sequenciamento do lllumina.A biblioteca de cadeia dupla é desnaturada
para obter DNAs de cadeia Unica. Estas cadeias simples sdo dispostas em concentra¢gdes muito
baixas pelos canais de uma célula de fluxo. Esta “flow cell” possui na sua superficie dois tipos de
oligonucleotideos imobilizados complementares aos dois adaptadores, utilizados para produzir a
biblioteca de sequenciamento. Estes oligonucleotideos hibridizam com as moléculas das cadeias
das bibliotecas. Por sintese reversa, comecando pela zona hibridizada, a nova molécula que esta

sendo criada encontra-se covalentemente ligada a flow cell. Esta nova molécula dobra-se e liga-se
a outro oligonucleotideo complementar ao segundo adaptador que nao esta ligado a placa,
podendo ser usado para sintetizar uma segunda cadeia ligada também covalentemente a placa.

Este processo de dobra da molécula e de sintese reversa, chamada de amplificagdo em ponte é

repetido vérias vezes e cria aglomerados de milhares de cOpias da sequéncia original, muito

proximos na célula de fluxo.
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Fonte: Carvalho & Silva, 2010.

O sequenciamento, montagem e anotacdo do genoma de uma unica
bactéria, cujo genoma € tipicamente composto por poucos milhdes de pares de
bases, era uma tarefa dificil (SETUBAL & MEIDANIS, 1997) até o final da década
de 1990. Todavia, com o advento dos sequenciadores de alto desempenho
desenvolvidos nos ultimos anos, tornou-se possivel, em um Unico sequenciamento,
a obtencdo de grande volume de DNA (SHARON & BANFIELD, 2013). As
tecnologias de nova geracdo comecaram a ser comercializadas em 2005 e estao
evoluindo constantemente. Elas promovem o sequenciamento de DNA em
plataformas capazes de gerar informacdo sobre milhGes de pares de bases em

apenas uma corrida.

2.3 Bioinformatica
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A Bioinformética pode ser definida como a aplicacdo de técnicas
computacionais para manipular dados biol6gicos (HUGHEY et al., 2001), aplicando
técnicas quantitativas e analiticas a modelacao de sistemas bioldgicos. Desenvolve
metodos capazes de armazenar e organizar dados biolégicos para serem
analisados posteriormente, além do desenvolvimento de ferramentas de software

capazes de produzir dados de extrema relevancia.

Destacam-se como areas fundamentais da bioinforméatica: andlise de
sequéncias de DNA, andlise de expressdo genética, analise de regulacdo da
expressao génica, dentre outras cuja finalidade € estabelecer rela¢des entre os
genomas de organismos evolutivamente préximos, visando identificar

particularidades, além da possibilidade de se fazer analises filogenéticas.

Segundo Luscombe et al. (2001),a Bioinformatica objetiva utilizar
informagéao biologica para preparar, organizar e disponibilizar essa informacgao para
estudos posteriores, facilitando a manipulacdo e edicdo de dados através da
criacdo de bancos de dados (a exemplo do NCBI) e redes colaborativas,
desenvolvendo ferramentas e recursos capazes de resolverem problemas, além de
facilitar a andalise desses dados automatizando processos e aumentando a

agilidade na obtencéo de resultados fidedignos.

De acordo com WEISS (2010), aproximadamente 1000 genomas
bacterianos completos estdo depositados no GenBank, o banco de dados de
Nucleotideos do NCBI, localizado no National Institutes of Health (NIH). O referido
banco de dados armazena informacdes sobre sequéncias nucleotidicas de
aproximadamente 260.000 espécies (BENSON et al., 2013), dos Institutos de
Saude dos Estados Unidos da América. Bancos de dados similares encontram-se
na Europa e no Japdo. Abaixo, a Figura 3 representa crescimento do banco de
dados GenBank entre 1985 e 2010.

Figura 3 - Crescimento do GenBank. Painel esquerdo crescimento do GenBank em ndmero de
bases, painel direito crescimento do GanBank em ndmero de sequéncias
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Fonte: NCBI (2016)

A figura ilustra o nimero de bases e 0 niumero de registros de sequéncia em
cada versdo do GenBank. De 1985 até 2010, o numero de bases no GenBank
dobrou aproximadamente a cada 18 meses. GenBank é o banco de dados de
sequéncia genética NIH, uma colecdo anotada de todas as sequéncias de DNA
publicamente disponiveis (Nucleic Acids Research, 2013). O mesmo faz parte da
International Nucleotide Sequence Database Collaboration, que compreende o
DNA DataBank do Japao (DDBJ), o European Nucleotide Archive (ENA) e o

GenBank no NCBI. Essas trés organizacdes trocam dados diariamente.

Uma liberacdo do GenBank ocorre a cada dois meses e esta disponivel. As
notas da versédo atual do GenBank fornecem informa¢des detalhadas sobre o
lancamento e as notificacbes de alteracdes futuras. As notas de lancamento para
versdes anteriores do também estédo disponiveis. As estatisticas de crescimento do
GenBank para as divisdes tradicionais do GenBank ea divisdo WGS também estéo

disponiveis.

O banco de dados GenBank foi projetado para fornecer e encorajar o acesso
dentro da comunidade cientifica as informacdes de sequéncia de DNA mais
atualizadas e abrangentes. Portanto, o NCBI ndo impde restricbes quanto ao uso
ou distribuicdo dos dados do GenBank. No entanto, alguns autores podem
reivindicar patentes, direitos autorais ou outros direitos de propriedade intelectual

em toda ou parte dos dados que enviaram (NCBI, 2016).

2.4 Banco dedados do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
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Fundado em 1988, o NCBI é o Centro Nacional de Informacao
Biotecnologica. O mesmo foi fundado como uma divisdo do National Library of
Medicine (NLM) no National Institutes of Health (NIH). O site do NCBI contém varios
metodos computadorizados de processamento de informacdes bioldgicas. NCBI
ndo so realiza pesquisas sobre problemas biomédicos em nivel molecular usando
matematica e métodos computacionais, mas também fornece inimeros bancos de
dados livres, além de ferramentas de busca moleculares, com ampla

documentacéo de suporte para esses recursos.

2.4.1 Algoritmos genéticos: definicdo e aplicabilidades

Em meados de 1950 surgiram os primeiros trabalhos relacionados com
AGs, quando varios pesquisadores comecaram a utilizar sistemas
computacionais com o intuito de simular sistemas biol6gicos. Todavia, 0 seu
desenvolvimento se iniciou de fato a partir de 1970 com uma série de trabalhos
publicados por um grupo de pesquisadores da Universidade de Michigan. A partir
desse fato surgiram técnicas de solucbes de problemas baseados em
programacao evolutiva, dentro da qual podemos enquadrar os AGs. Apenas
recentemente a aplicacdo dos AGs em problemas de otimizacdo combinatéria
se tornou um importante topico de pesquisa (MALAQUIAS, 2006).

Os AGs tém por finalidade simular processos naturais de sobrevivéncia
e reproducdo de populacdes, essenciais em seu processo evolutivo. No
processo natural evolutivo, individuos de uma mesma populacdo competem
entre si, buscando principalmente a sobrevivéncia, seja através da busca de
recursos como alimento, ou visando o processo reprodutivo. Desse modo,
individuos mais aptos terdo um maior nimero de descendentes, ao contrario dos
individuos considerados menos aptos. Um dos requisitos para a implementacao
de um AG € uma populacao inicial que contenha diversidade suficiente para
permitir que o algoritmo combine caracteristicas e produza novas solucfes para
o problema em questéo. A ideia basica de funcionamento dos AGs € a de tratar
as possiveis solu¢des do problema como individuos/espécies de uma referida
populagdo que ir4 evoluir a cada geracdo (POZO et al., 2000). A Figura 4

demostra a estrutura basica de um AG.
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Figura 4 - Estrutura basica de um Algoritmo Genético
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Fonte: Pozo et al., 2000

Com referéncia ao diagrama apresentado na Figura 4, podemos observar
gue cada iteracdo do AG corresponde a aplicacdo de um conjunto de quatro
operacles basicas: calculo de aptiddo, selecdo, cruzamento e mutacdo. Ao
término destas operacdes cria-se uma nova populacdo, chamada de geracdao.
Desse modo, espera-se que seja representada uma melhor aproximacédo da
solucéo do problema de otimizac&o que a populagéo anterior. A populacéo inicial
€ gerada atribuindo-se aleatoriamente valores aos genes de cada cromossomo.
A aptidao bruta de um individuo da populacao é medida por uma funcéo de erro,
também chamada de funcéo objetivo do problema de otimizacdo. A aptidao bruta
€ em seguida normalizada (aptiddo normalizada), para permitir um melhor
controle do processo de selecdo. Como critérios de parada do algoritmo em geral
sdo usados a aptiddo do melhor individuo em conjunto com a limitagcdo do
namero de geracfes. Outros critérios podem envolver, por exemplo, um erro
abaixo de um valor especificado pelo projetista para um determinado parametro
do problema.

Os AGs permitem uma simplificagdo na formulacdo e solugdo de

problemas de otimizagao, visto que incorporam uma solugéo potencial para um
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problema especifico numa estrutura semelhante & de um cromossomo e aplicam
operadores de selecdo e cruzamento a essas estruturas de forma a preservar
informacdes criticas relativas a solugédo do problema. Normalmente os AGs sdo
vistos como otimizadores de fungdes, embora a quantidade de problemas para
0 qual os AGs se aplicam seja bastante abrangente (MALAQUIAS, 2006).

2.4.2 AplicacOes de algoritmos genéticos em Bioinformética

Bioinformética € uma area multidisciplinar que utiliza varias técnicas
computacionais de matematica aplicada e estatistica, visando resolver
problemas associados a biologia. Para estudar a evolugcédo e as funcées em
microbiologia, € necessario comparar moléculas de diferentes espécies. Nessas
circunstancias, as sequéncias constituem estruturas primitivas que indicam
como os aminoacidos se encontram combinados em um gene ou em uma
proteina. O alinhamento busca determinar o grau de similaridade entre estas
sequéncias, na sua totalidade ou atraves de seus fragmentos. Dessa maneira,
podemos dizer que um alinhamento € uma forma de organizar sequéncias de
DNA, de RNA ou proteinas, para reconhecer regides similares indicativas de
relacbes funcionais, estruturais e até mesmo evolucionarias (VIANA; MOURA,
2010).

O constante avanco das pesquisas aliado ao crescente numero de
sequéncias bioldgicas cadastradas, tornou necessaria a utilizacdo de sistemas
gerenciadores de bancos de dados, mais adequados ao gerenciamento de
grandes volumes de informac¢des (DOOLITLE apud BILHA et al., 2005). A grande
maioria das informacfes sobre sequéncias bioldgicas estdo armazenadas em
bancos de dados relacionais ou sistemas orientados. Temos como exemplo o
GenBank (BENSON apud BILHA et al., 2005), que é um banco de dados publico,
gue contém as informacdes bioldgicas e bibliograficas e é produzido pelo NCBI
(BILHA et al., 2005).

O alinhamento de sequéncias biolégicas tem como finalidade
comparar uma sequéncia a outra obtendo trechos semelhantes entre as
mesmas, podendo, dessa forma, ter varias aplicabilidades. Métodos para

determinacdo de grau de parentesco; métodos para identificagdo de um
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determinado individuo, por exemplo, em caso de identificacdo criminal e
métodos para classificacdo de espécies, podendo ser utilizado para descoberta
de um novo organismo (BILHA et al., 2005).

Resultados de alinhamento sdo utilizados na analise de
genomas ou de regides conservadoras dos genes que sofreram mutacdes, bem
como para construcdo de arvores filogenéticas (VIANA; MOURA, 2010). Os
algoritmos desenvolvidos para alinhamentos buscam a forma que corresponda
ao maior grau de similaridade entre as sequéncias que estdo sendo comparadas.
As técnicas tém como prioridade minimizar as diferencas entre elas, ou seja, 0

objetivo principal é buscar um alinhamento 6timo.

No contexto utilizado na teoria da complexidade, este € um problema de
otimizacdo chamado de AVS (alinhamento de varias sequéncias) onde se
procura a solugdo Otima que corresponde a maior similaridade entre as
sequéncias submetidas ao alinhamento. N&o sdo conhecidos algoritmos que
resolvam o problema do AVS em tempo rapido, consequentemente ele é
classificado como um problema da classe NP-completo (Non deterministic
Polynomial-time complete). Uma demonstracdo desta classificagdo pode ser
vista em Wang & Jiang (1994) (VIANA; MOURA, 2010).

Para entender como se processa um alinhamento e como pode ser
computado o grau de similaridade, sdo apresentados alguns algoritmos
desenvolvidos para esse fim. O alinhamento global € o tipo mais comum e
envolve a comparacdo de uma extremidade a outra. Apos a inclusdo dos
espacos, as sequéncias serao alinhadas “uma sobre a outra” permitindo, desse
modo, que seja aplicada uma avaliagcdo do grau de similaridade as mesmas.
Programas disponiveis em bases de dados publicas, como o CLUSTAL (2010)
realizam este tipo de alinhamento. O alinhamento global é frequentemente
utilizado para determinar regides conservadas entre sequéncias homaologas, ou
seja, que retrata a similaridade entre espécies descendentes de um ancestral
comum (VIANA; MOURA, 2010).

Atualmente, os algoritmos mais comumente utilizados séo os
da familia BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (MEIDANIS apud BILHA

et al., 2005), que estdo baseados em programacéo dindmica (CORMEN apud
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BILHA et al., 2005). Na implementagé&o dos referidos, existem alguns parametros
gue variam de acordo com o banco de dados que esta sendo pesquisado
(sequéncia de proteinas ou de DNA). O BLAST utiliza como entrada um banco
de dados, que nada mais é do que um arquivo texto organizado em um formato
chamado FASTA, contendo as sequéncias com seus respectivos cabecalhos.
Cada cabecalho possui algumas informacdes pertinentes a sequéncia que o
segue (BILHA et al., 2005). A seguir, a Figura 5 ilustra um trecho de um arquivo
em formato FASTA.

Figura 5 —Exemplo de arquivo em formato FASTA

»B.cepaciastrainNBRAJGYTzi | 189503756 | gh |EUT34821 .1] :59-

1476165 ribosonal RNAzene ,part ial sequence

GTCTGGEGARACT GOCTGAT GGAGGGGGATAACT ACTGEAAA CGRTAGCT AATACCGCATAACGTCGCAR GACCA AL GTGEGGRGACTT
TOGEGCCTCATGOCATOAGA T GTROCCA GATGEGAT TAGCT AGT AGGT GRGET AACAGETCACCTAGGOGACGATCOOTAGCT GRS
TEAGEGGATGACCA GLCACA CTGEAACT GAGACA CGETCCAGACTTOT ACGEGA GRUAGCAGT GLEGAA TATTGOA CAR T GRGOGA
AGLCTGATGCAGCCATGOOGCGTGTAT GAAGAAGGCOT TOGGGT TET AR AGTACT TTCAGCGRGGEAGGAAGGUGATARGGTTAATA
ACCTTGTOGATT GACGTTACCOGUAGE A GAAGCA COGECTAACTCOGT GUCAGCA GLCGOGRT AATACGGEAGEGT GOARGUGTTART
CEGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCA GRCGGET CTGRTCAA GTOGGAT GTGAAA T COCDGRGCTCCAACOTGEGAA CTRUATTTOGA
AACTGECAGECT AGAGTCTTGTAGAGGGRGETAGT AR T TCCAGATGT AGOGET GAAA TGUGT AGAGATCT GGAGGAA TACTGGT GGG
GitAGECGECCCOCCT GEACA A AGACT GACGUT CAGRT GUGAS A GUGT GRGAGEAGCAAACAAGGAT TAGA TACCCT GAT AGTCCA CGG
CETARACGATGTCGATTTGGEAGGT TETGOCOTTGAGRDGT GACT TCOGGAGLT AACGOETTAAATCGACCGUUT GRGGAGT ACGECT
GUAAGGTTRAAACTCAS

Fonte: NCBI (2016)

Para obter o alinhamento 6timo para o par de sequéncias AAAC e AGC,
por exemplo, o proposito basico desses algoritmos € determinar qual o
alinhamento 6timo, visto que pode haver mais de um alinhamento (BILHA et al.,
2005). Apos identificar as possibilidades de alinhamento, podemos calcular o
score para cada uma delas. Poderiamos executar o mesmo procedimento, para
cada uma das possiveis subsequéncias (de cada uma das sequéncias originais)
restantes. Este método apresenta o problema de gerar um nimero exponencial,
sendo muitas delas redundantes. Desse modo, ndo ha necessidade de calcular
mais de uma vez o score do alinhamento de duas colunas em duas
subsequéncias. Entretanto, os resultados devem ser guardados de maneira que
possam ser consultados de maneira rapida posteriormente, sendo o principio
basico da programacao dindmica. Em geral € utilizada uma matriz para guardar
resultados parciais (BILHA et al., 2005).
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Para aplicagdo em biologia, o importante & obter o alinhamento que
tenha mais significado biol6gico. Quando comparamos sequéncias oriundas de
organismos, procura-se verificar a evidéncia de que eles tiveram um ancestral
comum e é consensual que as divergéncias ocorreram por processos de
mutacdo ou de selecdo natural das espécies em questdo. O processo de
mutacdo mais simples considera substituicao, insercao e delegcéo de caracteres,
e a selecdo natural tem a capacidade de potencializar algumas mutacdes em
prejuizo de outras. E importante frisar que eventos como inversdes e
transposicdes de bases ndo sdo detectados pelos algoritmos tradicionais. As
ferramentas existentes geram matrizes de distancias que sao elementos basicos
para geracdo de arvores filogenéticas. Estes algoritmos comparam genes das
espécies em estudo, dispondo as pontuagcbes numa tabela de pesos (escores),
de modo que bases nitrogenadas iguais tém escore igual a (+2) e diferentes,
igual a (-1) indicando a uma penalidade. Para os deslocamentos, o escore
atribuido é nulo (VIANA; MOURA, 2010).

Para o caso de varias sequéncias, o problema do alinhamento multiplo
€ NP-dificil. Desse modo, foi observado que € necessario desenvolver novos
algoritmos, para sua resolucao em tempo habil buscando sempre solu¢cbes bem
aproximadas da solucédo 6tima (VIANA; MOURA, 2010).

Os AGs buscam metodologias de otimizacéo de solu¢des baseados nos
mecanismos de selecdo e genética naturais. Eles combinam sobrevivéncia entre
estruturas de sequéncias “saudaveis” com uma estrutura de troca de informagao
aleatoria. Estes algoritmos em questdo também se valem de informacfes
historicas para investigar um novo ponto de busca com um esperado resultado
melhorado. Além disso, a eficiéncia e a eficacia necessarias podem ser
adquiridas através da adaptacdo do AG aos sistemas. Caso a metodologia seja
realizada de maneira a alcancar altos niveis de adaptacéo, os sistemas poderéo

executar funcdes mais complexas (SILVA, 2005).

O primeiro trabalho a descrever AG foi Adaptationin Natural and Artificial
Systems. Muitos artigos e dissertacfes estabeleceram a validade das técnicas
em fungbes de otimizacdo e aplicacbes de controle. As razdes por trds do

namero crescente de aplicacdes estéo claras. Muitos trabalhos atuais utilizando
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AG no problema de alinhamento estdo voltados para o multialinhamento. A
tentativa de aplicar o AG ao problema de multialinhamento surgiu em 1993
guando Ishikawa publicou um AG hibrido que néo tentava otimizar diretamente
o alinhamento, mas a ordem na qual as sequéncias deveriam ser alinhadas
utilizando para isso o processo de programacado dinamica. O referido método
limita o algoritmo bem como a fungcdo objetiva que pode ser usada com
programacao dinamica. Todavia, os resultados obtidos daquele modo estavam
fomentando o desenvolvimento do uso de AGs em analise de sequéncias
biolégicas (SILVA, 2005).

Descrito por Notredame e Higgins, o primeiro AG capaz de trabalhar com
sequéncias numa maneira mais geral foi relatado uns poucos anos depois,
imediatamente antes de um trabalho similar por Zhang. Nestes dois AGs, uma
populacdo é feita de multialinhamentos completos de sequéncias e 0s
operadores tém acesso direto as sequéncias alinhadas: eles inserem e

movimentam gaps numa maneira aleatéria ou semi-aleatoria (SILVA, 2005).

Durante os anos seguintes, pelo menos trés novas estratégias de
multialinhamento de sequéncias baseado em algoritmos evolutivos foram
introduzidas. Cada populacdo de alinhamentos multiplos desenvolve-se por
selecdo, combinacdo e mutacdo. A populacdo é feita de alinhamentos e as
mutacdes programas de processamento strings (série de caracteres que séo
processados como uma unidade de informac¢éo) que misturam os gaps usando
modelos complexos (SILVA, 2005).

Alinhamento multiplo de sequéncias (MSA) é considerado um grande
problema em biologia computacional. Define-se o problema do MSA como o
arranjo de trés ou mais sequéncias de DNA, RNA ou aminoacidos, sobrepostas.
Este arranjo é obtido pelos deslocamentos dos elementos destas sequéncias
obtidos pela insercdo de espacos vazios ou lacunas (gaps). O MAS é uma
técnica utilizada para o estudo da funcao, estrutura e evolu¢cdo de moléculas
biologicas. Dentre as aplicacdes do MSA podemos citar a analise filogenética
(GUSFIELD, 1997).

O MSA é uma extenséo do alinhamento por pares, permitindo que trés

ou mais sequéncias sejam alinhadas concomitantemente. Uma pequena
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similaridade entre pares de sequéncias alinhadas pode se tornar altamente
significativa na presenca de outras sequéncias. Os alinhamentos multiplos
podem revelar semelhancas sutis que os alinhamentos por pares ndo sao

capazes de apresentar (SILVA, 2015).

Algoritmos exatos para alinhamento multiplo tém complexidade
exponencial. Uma alternativa que é frequentemente utilizada €é o
desenvolvimento de heuristicas, que apesar de ndo garantirem alinhamentos
otimos, podem fornecer respostas rapidas e razoavelmente boas (BILHA et al.,
2005).

Uma das suposicbes na descoberta de padrbes em sequéncias
biologicas é que as regides conservadas na evolugéao séo importantes do ponto
de vista funcional. Assim sendo, € natural usar relacdes filogenéticas conhecidas
entre as sequéncias para guiar a busca de padrdes. Para encontrar um elemento
regulatério, em vez de usar regioes regulatérias de varios genes correlacionados
da mesma espécie, podem ser usados regifes regulatorias do mesmo gene de
varias espécies relacionadas. Assumindo que a arvore evolutiva destas espécies
€ conhecida, é possivel tentar descobrir um padrao pequeno melhor conservado
na evolucdo. Este método é utilizado em Lemos et al., 2003. Todavia, alguns
problemas associados a descoberta de padrbes sdo NP-dificeis, ou seja, nédo
existe um algoritmo com tempo polinomial que o resolva. A classe NP pode ser
vista informalmente, como a classe dos problemas de decisédo para os quais a
verificacdo de que uma solucéo estimada para uma dada entrada satisfaz todos
0s requerimentos do problema, pode ser checada rapidamente. Portanto, um
problema é NP-dificil se ele & pelo menos téo dificil de resolver quanto qualquer
problema em NP (LEMOS et al., 2003).Trata-se de um problema para o qual
ainda ndo é conhecido um algoritmo que o resolva em tempo satisfatério,
dificultando com isso a utilizacdo de métodos exatos. Tal fato justifica o emprego
de técnicas heuristicas e metaheuristicas (EVEN e SHAMIR, 1976).

Como o algoritmo basico de alinhamento possui complexidade
guadratica, varios outros métodos alternativos (heuristica) foram desenvolvidos
para obter menor tempo de execucao, visto que a medida que o volume de dados

a ser analisado torna-se maior, o tempo de execucdo se torna critico. Existem
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varios algoritmos de alinhamento. Podemos classifica-los em familias, como por
exemplo, os da familia FAST e os da familia BLAST. As familias representam
métodos que séo largamente utilizados por pesquisadores da area (MEIDIANIS
apud BILHA et al., 2005).

Para solucdo de problemas deMAS, a utilizagdo de Algoritmos
Evolucionarios (AEs) tem-se apresentado com relativa frequéncia no estado da
arte. Em 1997, Zhang e Wong (1997) apresentaram uma solucdo baseada no
alinhamento exato de colunas, alcancando bons resultados. No entanto, a
solucdo limita-se ao tratamento de sequéncias com alto grau de similaridade. Em
2002, Thomsen et al. (2002) apresentaram uma solucdo que utilizava como
entrada alinhamentos ja executados pelo Clustal (HIGGINS et al., 1992), visando
melhorar resultados anteriormente alcancados. Meshoul et al. (2005)
propuseram, em 2005 e 2006, algoritmos que combinam conceitos de
computacdo quantica e algoritmos evolucionarios com o intuito de obter maior
reprodutibilidade. Gondro e Kinghorn (2007), propuseram um AG tendo dois
operadores para crossover, um para combinacdes horizontais e outro para
combinacgdes verticais, e quatro operadores de mutacao, todos operando sobre
lacunas do alinhamento, garantindo resultados superiores quando comparados
ao Clustal W (THOMPSON et al., 1994). Masulli et al. (2010) apresentaram uma
solucdo onde uma matriz com pesos posicionais (MPP) representava um
individuo da populacéo, representando a probabilidade de uma determinada
posicdo da sequéncia ser associada a uma coluna do alinhamento (SILVA,
2015).

2.5 ALINHAMENTO MULTIPLO DE SEQUENCIAS

2.5.1 Clustal

Clustal € um programa de MAS utilizado para alinhamento tanto de DNA
guanto de proteinas que tem por finalidade calcular as melhores correspondéncias
para sequéncias e alinhi-las de forma que suas semelhancas e divergéncias

possam ser observadas. O método foi descrito por Higgins & Sharp em 1988, sendo
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projetado para ser eficiente em computadores pessoais da época. Os autores
visaram combinar técnicas para o uso eficiente de memoria através de algoritmos
de programacao dinAmica descritos por Myers & Miller, 1988, com a estratégia de
alinhamento desenvolvida por Feng & Doolittle, 1987 e Taylor, 1988. De um modo
geral, o MSA ¢é construido de forma progressiva utilizando uma série de
alinhamento entre duas sequéncias (HIGGINS & SHARP, 1988; LARKIN et al.,
2007; THOMPSON, et al., 1994). Dessa maneira, em uma analise de multiplas
sequéncias pelo CLUSTAL, as sequéncias com alto grau de similaridade poderao
ser posicionadas de forma mais proxima do que sequéncias com menor grau de

similaridade.

2.5.2 Clustal W

CLUSTAL W éuma ferramenta que dispde de um ambiente com possibilidade
de realizar a leitura de arquivos em diferentes formatos gerando alinhamentos com
pouca perda de qualidade em tempo cabivel para uma quantidade significativa de
dados. Alguns algoritmos de alinhamento multiplo utiizam cada vez mais
heuristicas baseadas em informac¢des biologicas para guiar o processo de MAS e
as versdes mais atuais dos algoritmos denominadas CLUSTAL W (LARKIN et al.,
2007; THOMPSON, et al., 1994) e CLUSTAL OMEGA (SIEVERS; HIGGINS, 2014)
podem apresentar um desempenho superior quando comparado as primeiras

versdes, devido ao acumulo de conhecimento inserido no software (OGATA, 2007).

2.5.3 Kalign

Kalign é um método de alinhamento rapido e robusto. E especialmente bem
adequado para a tarefa cada vez mais importante de alinhar uma grande
guantidade de sequéncias. O algoritmo Kalign segue uma estratégia analoga ao
método progressivo padrdo para alinhamento de sequéncias (FENG &
DOOLITTLE, 1987). Através dessa ferramenta, sdo calculadas distancias entre
pares, uma arvore filogenética € construida de modo que sequéncias/perfis estejam

alinhados na ordem dada pela arvore. Em contraste com os métodos existentes, o0
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algoritmo Wu-Manber (WU S & MANBER, 1992) é utilizado no célculo da distancia

e, opcionalmente, na programacéo dindmica usada para alinhar os perfis.

2.6 Técnicas de identificacdo bacteriana

Descrita por Saiki et al. (1985), PCR permite a amplificacédo de pequenos
seguimentos do DNA. A técnica ganhou impulso nos ultimos anos e esta sendo
usada na deteccdo e identificacdo de microrganismos em ambientes naturais.
Através da referida técnica se obtém (in vitro), varias copias de um seguimento de
DNA, previamente conhecido. Para executar a amplificacdo de certa sequéncia de
DNA é necessario que se faca a extragcdo do DNA, seguida de sua amplificacéao
(utilizado PCR) com algum primer (oligonucleotideo) ou iniciador em um
termociclador. Em genética, a PCR pode ser utilizada para identificar e quantificar
a variabilidade genética. Esta técnica oferece vantagens por ser rapida e
multifuncional, possibilitando que um grande numero de genotipos possa ser
caracterizado em curto intervalo de tempo (YAMAOKA-YANO & VALARINI, 1998;
FUNGARO & VIEIRA, 1998).

Para estudos de diversidade de microrganismos, a técnica € utilizada
através de varias metodologias a exemplo da analise de restricdo do DNAr
amplificado ARDRA (analise de restricdo do DNA ribossomal amplificado),
polimorfismo dos espacadores do DNA ribossémico, DGGE (eletroforese em gel
por gradiente de desnaturacdo), TGGE (eletroforese em gel por gradiente de
temperatura), PCR de sequéncias repetitivas de DNA (rep-PCR) e AFLP
(STRALIOTTO & RUMJANEK, 1999).

O método ARDRA é uma metodologia que consiste em andlises
combinadas de sequéncias de rDNA amplificadas por PCR e digeridas com
enzimas de restricdo de corte frequente (sitios de 4 pb) gerando padrdes de RFLP.
Essa técnica foi inicialmente utilizada por Laguerre et al., (1994). A topologia das
arvores filogenéticas obtidas por mapeamento dos sitios de restricdo e por
alinhamento de sequéncias apresentou-se bem relacionada, mostrando que o
método € uma ferramenta poderosa para se obter uma estimativa rapida de
relacdes filogenéticas (LINDSTROM et al., 1998).
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O valor do método do ARDRA esta na sua rapidez e habilidade para avaliar
diferencas sutis entre grupos filogenéticos, possibilitando analises em varios niveis
taxondmicos, inclusive em estudos de evolugéo, gerando novos marcadores para
estudos de genética de populacdes (JORGENSEN & CLUSTER, 1989). Esta
técnica utiliza enzimas de restricdo para fragmentar o DNA em diferentes
comprimentos, evidenciando o polimorfismo no comprimento dos fragmentos
obtidos. Para identificar os polimorfismos, é necessario que as sequéncias de
nucleotideos nas fitas de DNA dos organismos sejam distintas (YAMAOKA-YANO
& VALARINI, 1998).

Os métodos de REP - PCR (Reacdo em cadeia da polimerase de
sequéncias palindrémicas extragénicas repetitivas), ERIC - PCR (Reacdo em
cadeia da polimerase de sequéncias de DNA entre sequéncias intergénicas
consensuais repetitivas de enterobactérias), baseiam-se na amplificacdo de
sequéncias repetitivas (rep-elements) no genoma bacteriano. Quando um desses
elementos repetitivos é detectado dentro de uma distancia amplificavel durante a
PCR, um produto de PCR de tamanho caracteristico € gerado, de modo que o
genoma possa gerar padrdo de polimorfismo (fingerprinting) em um gel
(VERSALOVIC et al., 1991). O método € uma poderosa ferramenta para estudar a
diversidade genética intraespecifica em nivel de estirpe, fornecendo uma anélise

complementar a prévia caracterizacao utilizando outras metodologias.

Para avaliar diversidade genética de populagbes microbianas BOX — PCR
vem sendo muito utilizada visto que reldne diversas vantagens, uma vez que é uma
técnica rapida, de facil execucao e altamente discriminatdria para espécies ao gerar
resultados que representam bem as analises baseadas na homologia do DNA-
DNA.

Os geneticistas tém utilizado poderosos recursos em estudos de biologia
de populacdes e ecologia, em especial os marcadores genéticos, visando conhecer
a estrutura dessas populacdes. O RAPD (Amplificacao Aleatoria de Polimorfismos
DNA) é um dos marcadores moleculares derivados da técnica de PCR, que gera
fragmentos Unicos de DNA com apenas um oligonucleotideo de sequéncia aleatoria
(WILLIAMS et al., 1990). A técnica é uma das mais populares variacdes da PCR e

apresenta vantagens em relagdo a outros meétodos, pois requer pequena
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guantidade de DNA, além de n&o necessitar de informacdes sobre a sequéncia de
nucleotideos do genoma sendo capaz de revelar alto grau de marcas polimorficas,
sendo um método rapido que processa grande numero de microrganismos ao
mesmo tempo (YAMAOKA-YANO; VALARINI, 1998).

Outra ferramenta de uso crescente na pratica de identificacdo microbiana,
em especial bactérias, € a amplificacdo de regides especificas do genoma e
posterior sequenciamento de bases. A identificacdo € determinada pela
comparacao das sequénciasobtidas com a de outros organismos disponiveis no
banco de dados do NCBI.

2.6.1 Principios, estratégias e técnicas

A taxonomia polifasica € um consenso entre sistematas (VANDAMME et
al., 1996). A mesma integra dados fenotipicos, quimiotaxdmicos, moleculares e
gendmicos visando representar a biodiversidade em seus diversos niveis (Figura
7). Na década passada, diversas técnicas gendmicas baseadas em padrdes de
banda ou cdédigos de barra (fingerprints) foram aplicadas (DIJKSHOORN et al.,
2005).Varios estudos mostraram uma alta correlacdo entre a similaridade de
padrdes de AFLP e de hibridizagdo DNA-DNA para diversos grupos taxonémicos
modelo, incluindo Burkholderia (COENYE et al., 2000). Por este motivo, o AFLP foi
sugerido como uma alternativa para as hibridizacées de DNA (STACKEBRANDT et
al., 2002; THOMPSON et al., 2002).

O fato de a técnica de AFLP ser rapida, altamente discriminatoria, e dos
resultados poderem ser acumulados em bases de dados locais, ndo torna a
comparacao de padroes de AFLP, gerados em diferentes laboratérios,menos dificil,
comprometendo tremendamente a criacdo de bancos de dados publicos para a

identificacdo de procariotos.
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Figura 6 - Discriminacao de diversas técnicas empregadas na taxonomia polifasica

Fonte: Linhagem
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Adaptacéo de Vandamme et al., 1996

A nao-portabilidade de dados fenotipicos, como por exemplo, perfis de
acidos graxos, de proteinas e moleculares, por exemplo, AFLP, resulta na
concentragcéo do conhecimento taxondmico sobre diferentes grupos de procariotos
em poucos laboratérios internacionais de referéncia. Esta tendéncia leva a uma
demora na categoriza¢cao dos grupos, uma vez que diferentes taxonomistas utilizam
diferentes ferramentas para estudarem os mesmos grupos taxonémicos. Além
disso, o emprego destas técnicas requer a inclusao de linhagens de referéncia em

cada novo estudo, encarecendo as técnicas.

O uso de Multi Locus Sequence Typing (MLST) tem ampliado a viséo sobre
a biodiversidade, bem como da evolucdo de bactérias (COHAN, 2002). A
metodologia contemporanea consiste no sequenciamento e analise de fragmentos
de genes conservados (essenciais na manutencéo do ciclo celular) espacados ao
longo do genoma bacteriano (MAIDEN et al., 1998). A principal vantagem desta
técnica é que a diferenca entre linhagens € indexada diretamente nas sequéncias
de DNA. O fato de estes genes evoluirem lentamente os torna ideais para estudos
de longo termo em epidemiologia e identificacéo.

Utilizando dados de MLST pode-se calcular a contribuicdo de mutacao e
recombinacdo na evolucao de complexos clonais dentro de uma dada espécie de
bactérias (FEIL et al., 2003). Para elaboracdo de vacinas mais eficientes para
microrganismos patogénicos ou para tomada de medidas epidemiolégicas, podem

ser auxiliadas por informagdes dessa natureza. Este tipo de metodologia abre uma
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nova possibilidade para integrar o conhecimento sobre a biodiversidade das
diferentes regides brasileiras.

2.6.2 Andlise de acidos graxos

A relativa simplicidade, associada ao alto grau de automacdoe baixos
custos para andlise de acidos graxos de proteinas totais vem tornando-a uma
técnica valiosa para a identificacdo rdpida a nivel laboratorial. No entanto,
Vandamme et al. (1996) relataram a falha na analise de &cidos graxos de proteinas
totais para distinguir entre as cinco primeiras espécies conhecidas do complexo B.
cepacia.E dados mais recentes confirmaram esta conclusdo. Foi também
demonstrado que com a analise de acidos graxos nao € possivel diferenciar os

membros do complexo B. cepacia (WILSHER et al., 1999).

A técnica apresenta como principal vantagem a existéncia de uma base de
dados comercial para a identificacdo dos isolados que permite a rapida separacao
de organismos do complexo B. cepacia e organismos relacionados tanto de outros
gram-negativos ndo fermentadores (como P. aeruginosa e S. maltophilia) e de
Enterobacteriaceae. A técnica também pode ser usada para atribuir isolados que
nao podem ser classificados por outros métodos de triagem para uma grande

linhagem filogenética.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Retiradas de sequéncias do NCBI

As sequéncias analisadas foram obtidas através do banco de dados
GenBank do NCBI, através da pagina inicial do NCBI no endereco

www.nchi.nlm.nih.gov, como demostra asFiguras 7 e 8.

Figura 7 -Sele¢&o de sequéncias para alinhamento

S NCBI Resources & HowTo & Sign in to NCBI
Taxonomy Taonomy v |Burkh0|deria ‘
Create alert  Limits  Advanced Help

Display Settings: » Summary Send to: v

Related information -
Burkholderia Nucleotide
genus, b-proteobacteria Protein
Nuclesfide  Protein Assemtly

BioProject

BioSample

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/?term=Burkholderia (2016)

Figura 8 -Selec&o de sequéncias do complexo B. cepacia para alinhamento
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Lineage (full): root; cellular organisms; Bacteria; Proteobacteria;
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© Burkholderia ambifaria
= Burkholderia ambifaria AMMD
= Burkholderia ambifaria IOP40-10
» Burkholderia ambifaria MC40-6
» Burkholderia ambifaria MEX-5

= Burkholderia anthina

= Burkholderia arboris

© Burkholderia cenocepacia
= Burkholderia cenocepacia AU 1054
= Burkhold ia AUL6956
= Burkhold ia AUL6958
= Burkholderia cenocepacia BC7
= Burkholderia cenocepacia DZAES
= Burkholderia cenocepacia H111
= Burkholderia cenocepacia HI2424
= Burkholderia cenocepacia HI4277
= Burkholderia cenocepacia HI4278

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/?term=Burkholderia (2016)
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3.2 Selecao de sequéncias

Os dados foram organizados de modo a ficarem uniformes, tais como
retirada de sequéncias que nao correspondiam ao gene selecionado (ex.: 23S
rDNA); retirada de sequéncias “sp.” (linhagens cujas espécies ndo haviam sido

definidas); e retirada de sequéncias como menos de 700 pb.

3.3 Andlise das sequéncias

As sequéncias genomicas utilizadas no presente estudo foram fornecidas
em um formato de arquivo baseado em texto que representa as sequéncias de
nucleotideos utilizando cédigos na forma de letras (A, G, C, T). Esse formato citado
€ denominado FASTA e sua estrutura permite a manipulacdo e analise das
sequéncias através de ferramentas de bioinformética. A sequéncia no respectivo
formato comeca com uma identificacdo singular seguida por linhas de dados da
sequéncia de DNA. Em cada linha de identificacdo possui 0 simbolo “>” na primeira
coluna, e a sequéncia de dados comeca na préxima linha, como demonstra a Figura
9.

Figura 9 - Formato de arquivo FASTA

>gi | 189503756 | gh [EUTI4821.1]:59-1476 Burkholderia cepacia strain NERAJGAT 165 ribosonal
RN& gene, partial sequence

GTOTGGGAAACTGUCTGAT GGAGGGEEGATAACTACTGGAAACGETAGCT AATACCGCATALCGTCGCAAGACCA A AGT GRGGEGACCT
TCRGEGCCTCATGCCATCA GATGTGCOCAGAT GRGATT AGCTAGT AGGT GAGAT AL CGGCT CACCTAGRCGACEA TCCCT AGCTGGT G
TGAGAGGATGACCAGOCA CACTGGAACTGAGACACGET COAGACTTCT ACGRGAGGCAGCE GT GEGGAATATTGCACA AT GRGLGETE
AGLCTGATGCAGCCA TGO CEUGTGTATGAA GAAGECCT TOGGGT TGTAAAGTACT TTCAGLGGGGEEA GEAAGEUGATAAGGTTAAT A
ACOTTATCGATTGACGTTACCOGCAGA AGAAGCACCEGCTAACT COGT GECAGTAGCOGLAAT AATACGGAGGRT GUAAGCATTAAT
CGEAATTACTGEGEOGT A AGUGCA CACAGGCERTOTETCAAGTCGGAT GTGAAAT COCCGRGCTCOAACCTGEEAACTGCATTTCGA
AACTGRCAGGRCTAGAGTCT THT AGAGGGGGGTAGTAATTCCAGETGTAGCGRTGAAATGCATAGAGAT CTGGAGGAAT ACCRGTGEE
GAAGGCGGCCCOCOTGEACARAGACT GACGCTCAGGT GEGAAAGCATGRGHGAGCALACALGGATTAGATACCOTGGT AGTCCACEE
COTAAACGATGTCEATTT GEAGGTTATGCCCTTGAGGCGTGECT TCOGGAGCTAACGOGET TAAATCGACCGCCT GRGGAGTACGGEE
GOALGETTAAAACTCAR

>gi | 361073087 | gb|JNI03379.1]:1-1407 Burkholderia cepacia strain N8 165 ribosomal RN&
gene, partial sequence

GCOTAGGAATCTGOCTGET & GT GRGAGACAACATTTCGA AAGGAACGCT AATACCGCATACGT COTACGGGA Gh A AGCA GRRGACTT
TCEGECCTTECECTATOA GATGAGCCTAGGT CRGATT AGLTAGT TGET GAGGRTAAT GGCT CACCARGECGACGATCOGT ARCTGGTC
TGAGAGGATGATCAGTCACACTGGALCTGAGACACGET CCAGACTCOT ACGRGAGRCAGCA AT GEGEAATAT TRGRACA AT GRGUGA L
AGOCTGATCCAGCCATGCCEOGTGTATGAA GAAGGTCT TOGGAT TGTAAAGCACT TTAAGT TGGGAGEAAGGECAGTARATTAATAC
TTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACOGECT AMCTCTGTGLCAGCAGCCGCGETAATACAGAGGGT GLARGLGTTAATC
GGAATTACTGGGCHT AR GCGCGCAT AGGT GATTOGT TAAGT TRGATGT GAAATCCCOGGECT CAACCTRGGAL CTGCATCCARAAC
TGECGAGCTAGAGTATGET AGAGGGT GETGGAATTTCCTETGTAGCEGT GAAATGCGTAGATATAGGAAGGARACACCAGT GRCGAAG
GOGACCACCTGRACTGATACTGACACT GAGGT GCGAA A GLGT GEGGAGCASACAGEATTAGATACCCT GRTAGT COACGCORTARAC
GATGTCAACTAGCCGT TGEGAGCCTT GAGCTCTTAGT GECGUAGCTAACGCATTAAGTTGACCGOCT GRGGAGT ACGGCCGCARGET
TARLACTOAS

Fonte: NCBI (2016)
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3.4 Alinhamento prévio da ssequéncias utilizando o clustal émega e
observando através do BioEdit

O alinhamento multiplo realizado pelo CLUSTAL (THOMPSON et al.,
1994) tem por objetivo inferir a similaridade entre os nucleotideos que constituem
0s genes das bactérias do género Burkholderia, objeto deste estudo. Este
processo é importante para a identificacdo das regides alinhadas entre vérias
espécies. A execucdo do MLS foi realizada através do Web services
desenvolvidos pelo Instituto Europeu de Bioinforméatica (EMBL-EBI) e
disponiveis em http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/, como demonstra a

Figura 10. Para alinhamento utilizamos os seguintes passos:

1-Selecionar as sequéncias;

2- Copiar e colar no clustal 6mega,;

3- Selecionar a opgéao “DNA”;

4- Output/format Person/FASTA;

5- Submeter;

6- Apos o fim do processamento clicar em “dowloand”;

7- ApOs o arquivo aparecer na tela, pedir para salvar no formato FASTA que
posteriormente sera utilizado no Bioedit;

8- Abrir no BioEdit, clicar em “file” e depois “open”;

9- Visualizar as sequéncias alinhadas no Bioedit, como demostra a Figura 11.

Figura 10 - Execuc¢&o do MLS realizada através do Web servisse

Clustal Omega

Input form | Web services | Help & Documentation

< Share | ® Feedback

Multiple Sequence Alignment
Clustal Omega is a new multiple sequence alignment program that uses seeded guide trees and HMM profile-profile techniques to generate alignments between three or more sequences.
For the alignment of two sequences please instead use our pairwise sequence alignment toals.

STEP 1 - Enter your input sequences

Enter orpaste asetof DNA | sequences in any supported format

Nenhum arquivo selecionado.

STEP 2 - Set your
OUTPUT FORMAT | Pearson/FASTA v

The default settings will fulfill the needs of most users and, for that reason, are not visible.

(Click here, if you want to view or change the default seftings.)

STEP 3- Submit your job

[[] Be notified by email (Tick this box if you want to be notified by email when the results are available)

Fonte: http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/(2016)
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Figura 11 - Visualizagdo do alinhamento no BioEdit
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311403236672 ATC GGAACATGT CCIGT 2GT GEGEEATAGCCC GGC GRRAGCCGE ATTART ACCGCAT ACGR TCCACGE ATG RARGCGGGEGACC TICGGGCCTC GCGCTATAGEGTICE cc:l
911367465734 ACATC GGAACATCT CCTIGT 2GT CEGGEATAGCCC GEC- GARAGCCGE ATTAAT ACCGCAT ACGA TCCACGG ATG RAAGCGGGEEACC - TICEGGCCTC GCGCTATAGGETTGE CC
gi|14279231|RCATC GGRACATGT CCTGT AGT GGGGGATAGCCC GGC-GRRRGCCGG ATTAAT ACCGCAT ACGAE TCCACGG ATG BAARGCGGGGGACC ~TTCGGGCCTC GCGCTATAGGGTTGG CC
gi 53774182 | BCATC GGRACATGT CCTGT AGT GGGGGATAGCCC GGC GRRAGCCGG ATTRAT ACCGCAT ACGR TCCACGG ATG ARRGCGGGGGACC TTCGGGCCTC GCGCTATAGGGTTGG CC
gi 53774163 | RCATC GGRACATGT CCTGT AGT GGGGGATAGCCC GGC GRRAGCCGG ATTRAT ACCGCAT ACGR TCCACGG ATG ARRGCGGGGGACC TTCGGGCCTC GCGCTATAGGGTTGG CC
gi 28883529 | RCATC GGAACATGT CCTGT RGT BGGGGGATAGCCC GGC GRRAGCCGEG ATTAAT ACCGCAT ACGR TCCACGG ATG AARGCGGGGGACC TTCGGGCCTC GCECTATAGGGTTIGG CC
311349731972 ACATC GGAACATGT CCIGT AGT GEGGGATAGCCC GGC GARAGCCGE ATTAAT ACCGCAT ACGA TCCACGG ATG ARAGCGGGGEACC TICGEGCCTC GCGCTATAGGETIGE CC
91153774162 | ACATC GGAACATCT CCTIGT 2GT CEGGEATAGCCC GEC- GARAGCCGE ATTAAT ACCGCAT ACGA TCCACGG ATG RAAGCGGGEEACC - TICEGGCCTC GCGCTATAGGETTGE CC
gi|459353907RCATC GGRACATGT CCTGT AGT GGGGGATAGCCC GGC-GRRRGCCGG ATTAAT ACCGCAT ACGAE TCCACGG ATG BAARGCGGGGGACC ~TTCGGGCCTC GCGCTATAGGGTTGG CC
gi 12563458€ACATC GGRACATGT CCTGT AGT GGGGGATAGCCC GGC GARRGCCGG ATTAAT ACCGCAT ACGE TCCACGG ATG AAARGCGGGGGACC TTCGGGCCTC GCGCTATAGGGTTGG CC
gi 318137853 RCATC GGARACATGT CCIGT AGT GGGGGATAGCCC GGC GRRAGCCGG ATTRAT ACCGCAT ACGR TCCACGG ATG ARRGCGGGGGACC TTCGGGCCTC GCGCTATAGGGTTGG CC
gi 685659702 RCATC GGRACATGT CCTGT AGT GGGGGATAGCCC GGC GRRAGCCGG ATTAAT ACCGCAT ACGR TCCACGG ATG ARRGCGGGGGACC  TTCGGGCCTC GCGCTATAGGGTTGGE CC
31 159011446€ACATC GGAACATGT CCIGT AGT GEGGGATAGCCC GGC GARAGCCGE ATTAAT ACCGCAT ACGA TCCACGG ATG ARAGCGGGGEACC TICGEGCCTC GCGCTATAGGETIGE CC
31 |685655815ACATC GGAACATGT CCIGT 2GT GEGEEATAGCCC GGC GRARAGCCGE ATTAAT ACCGCAT ACGA TCCACGE ATG RAAGCGGGGEACC TICGEGCCTC GCGCTATAGGETIGE CC
911685659702 ACATC GGAACATGT CCTGT 2GT GEGGGATAGCCC GGC- GAAAGCCGE ATTAAT ACCGCAT ACGA TCCACGG ATG RAAGCGGGGEACC - TTCEGECCTE GCGCTATAGGETTGE CC
gi|190714214ACATC GGRACATGT CCTGT AGT GGGGGATAGCCC GGC GARRGCCGG ATTAAT ACCGCAT ACGE TCCACGG ATG AAARGCGGGGGACC TTCGGGCCTC GCGCTATAGGGTTGG CC
gi €85635399ACATC GGRACATGT CCTGT AGT GGGGGATAGCCC GGC GRRAGCCGG ATTRAT ACCGCAT ACGR TCCACGG ATG ARRGCGGGGGACC TTCGGGCCTC GCGCTATAGGGTTGG CC
gi 401021360RCATC GGRACATGT CCTGT AGT GGGGGATAGCCC GGC GRRAGCCGG ATTAAT ACCGCAT ACGR TCCACGG ATG ARRGCGGGGGACC  TTCGGGCCTC GCGCTATAGGGTTGGE CC
gi 3273453‘9ACRTC GGRRCATGT CCTGT RGT BGGGGGATAGCCC GGC GRRAGCCGEG ATTAAT ACCGCAT ACGR TCCACGG ATG AARGCGGGGGACC TTCGGGCCTC GCECTATAGGGTTIGG CC
311726966033 ACATC GEAACATGT CCIGT 2GT GEGEEATAGCCC GGC GRARAGCCGE ATTAAT ACCGCAT RCGA TCCACGE ATG RAAGCGGGGEACC TICGEGCCTC GCGCTATAGEETIGE CC
311265678501 ACATC GGAACATCT CCTIGT 2GT CEGGEATAGCCC GEC- GARAGCCGE ATTAAT ACCGCAT ACGA TCCACGG ATG RAAGCGGGEEACC - TICEGGCCTC GCGCTATAGGETTGE CC
g1|59011446€ACATC GGRACATGT CCTGT AGT GGGGGATAGCCC GGC-GRRRGCCGG ATTAAT ACCGCAT ACGAE TCCACGG ATG BAARGCGGGGGACC ~TTCGGGCCTC GCGCTATAGGGTTGG CC
gi €19533397ACATC GGRACATGT CCTGT AGT GGGGGATAGCCC GGC GARRGCCGG ATTAAT ACCGCAT ACGE TCCACGG ATG AAARGCGGGGGACC TTCGGGCCTC GCGCTATAGGGTTGG CC
gi 685656837RCATC GGRACATGT CCTGT AGT GGGGGATAGCCC GGC GRRAGCCGG ATTRAT ACCGCAT ACGR TCCACGG ATG ARRGCGGGGGACC TTCGGGCCTC GCGCTATAGGGTTGG CC
gi 190714218RACATC GGRACATGT CCTGT AGT BGGGGGATAGCCC GGC GRRAGCCGEG ATTAAT ACCGCAT ACGR TCCACGG ATG AARGCGGGGGACC TTCGGGCCTC GCECTATAGGGTTIGG CC
31 159011446€ACATC GGAACATGT CCIGT AGT GEGGGATAGCCC GGC GARAGCCGE ATTAAT ACCGCAT ACGA TCCACGG ATG ARAGCGGGGEACC TICGEGCCTC GCGCTATAGGETIGE CC
91| 685635398 ACATC GGAACATCT CCTIGT 2GT CEGGEATAGCCC GGC- GARAGCCGE ATTAAT ACCGCAT ACGA TCCACGG ATG RAAGCGGGEEACC - TICEGGCCTC GCGCTATAGEETTIGE CC
3111584443591 ACATC GGAACATGT CCTGT 2GT GEGGGATAGCCC GGC- GAAAGCCGE ATTAAT ACCGCAT ACGA TCCACGG ATG RAAGCGGGGEACC - TTCEGECCTE GCGCTATAGGETTGE CC
gi 190576788 ACATC GGRACATGT CCTGT AGT GGGGGATAGCCC GGC GARRGCCGG ATTAAT ACCGCAT ACGE TCCACGG ATG AAARGCGGGGGACC TTCGGGCCTC GCGCTATAGGGTTGG CC
gi 11559829 | RCATC GGRRCATGT CCTGT AGT GGGGGATAGCCC GGC GRRAGCCGG ATTRAT ACCGCAT ACGR TCCACGG ATG ARRGCGGGGGACC TTCGGGCCTC GCGCTATAGGGTTGG CC:J
. 5 =l

Fonte: Elaborado pela autora (2016)

3.5 Representacao do alinhamento de sequéncias

Representamos uma sequéncia de DNA em formato texto, de modo que
cada base pode ser exibida por um caractere. Dessa forma, podemos obter as
seguintes interpretacdes: A (Adenina), C (Citosina), G (Guanina) e T (timina). O
codigo oficial para essa representacdo de DNA é mantido pela IUPAC e inclui
também cdédigos para identificar bases ambiguas, ou seja, aqueles casos em
gue nao se sabe ao certo a base correta, mas se sabe que deve serum Cou T,

ou algo similar, como demonstra a Tabela 1.
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Tabela 1 - Cédigo IUPAC utilizado para representar o DNA

Adenina
Citosina
Guanina

(ou U) Timina (ou Uracila)
AouG
ConT
GouC
AouT
GouT
AouC
ConGou'l
AouGouTl
AouConT
AouCouG
qualquer base

. Ol - gap

cCEzRgu<I-=S0ak

Z2 <

Fonte: IUPAC (1982)

BioEdit é um editor de alinhamento de sequéncias biolégicas. Através
dessa ferramenta, podemos melhor visualizar o alinhamento das sequéncias.
Uma interface intuitiva com multiplos recursos faz o alinhamento e a manipulacao
de sequéncias de forma pratica e facil no computador. Varias sequéncias de
manipulacdo facilitam um ambiente de trabalho que permite analise e

manipulacdo de sequéncias.

3.6 Eliminacédo de sequéncias atipicas

Apo6s o alinhamento, foi observado que a maior parte das sequéncias
formaram um “bloco”. As sequéncias que nao alinharam nesse grupo(Figura 12)
foram avaliadas individualmente.As sequéncias que né&o alinharam foram
reanalisadas utilizando-se a sequéncia inverso complementar.As sequéncias

gue, ainda assim, nao alinharam ao maior grupo foram, dessa forma, eliminadas.

Figura 12 - Blocos considerados fora do alinhamento
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S TTTT TN T TOT T TOOT [ TTOT [ TETNL [ TUNT [ TEUT LR Er [ TTUT [ TTOT [ TTOT [ VTCT[TTLT[TTCT[viinrrin i

| 1610 1620 1630 1640 1650
g1i|205483630RAC GATG-TCRRCTRA-GTTG-T-T--G-GG-GA-TTCA TTT-C
gi|433284737RE C GATG TCRRACTRA-GITG T TG GG-GA-TTCA TTT-C
gi|161287403RA& C GATG TCRRCTR GTITG T T G GG GA TTCAR TTT C
gi|288887108RA C GRATG TCRRCTZ-GTTG T T -G GG GRATTCL TTT-C
gi|381353450RE C GRTG TCRRCTRAGGTITIG T T G GG GGRATTCR TTT-C
gi|205483613RA-C GATG-TCRRCTRA-GTTG-T-T--G-GG-GA-TTCA TTT-C
g1|53774176|RE C GATG TCRRCTRE GCCG T T G GG &G C
gi|227433718Ra C GATG TCRRCTR GTITG T T G GG GA TTCAR TTT C
gi|295322914RA-C GRATG TCRRCTZ GTTG T T -G GG GR TTCR TTT-C
gi|198444352RE C GRTG TCRRCTRA-GITG T T G GG GRE-TTCR TTT-C
gl|43328473€RAC GATG-TCRRCTRA-GTTG-T-T--G-GG-GA-TTCA TTT-C
gi|73672448|RE C GATG TCRRCTE GITG T T G GG G&Z TTCZ TTT-C
gi|71085%03|RE C GRTG TCRRCTRA GITG T T G GG GE-TTCR TTT-C
gi|285028105RA-C GRATGTTCRRCTR GCCG-T- T G- GG ARG cC
gi|146455071 R C GATG TCRRACTRA-GITG T TG GG-GA-TTCA TTT-C
gi|665517751RA C GATG-TCRRCTRA-GTTG-T-T--G-GG-GA-TTCA TTT-C
gi|66B8347575RE C GRATG TCRRCTZ- GTTG T T -G GG GA- TTCL TTT-C
gi|28854%308RE C GRTG TCRRCTRA-GIT T T -G GG GE-TTCR TTT-C
g1|29119545¢RA-C GATG-RRATGCCR-GACG-T-C-—-G-GC-ARA-GCAT GCT-T
gi|14645507T7RE C GATG TCRRACTRA-GITG T TG GG-GA-TTCA TTT-C
gi|5423%0172|R& C GATG TCRRCTRGGTITIG T T G GG GA TTCAR TTT C
gi|238035368R2 C GRATG TCRRCTZ- GTTG T T -G GG GA- TTCL TTT-C
gi|343475558RE C GRTG TCRRCTRA GCCG T TG GG ARG C
gi|50580298|Ra-C GATG-TCRRCTRA-GTTG-T-T--G-GG-GA-TTCA
gi|361073087RE C GATG TCRRCTRE GCCG T T G GG &G C
gi|19436306€RA C GATG TCRRCTR GTITG T T G GG GA TTCAR TTT C
gi|302029417RA-C GRATG TC RCTZ-GTITG T T G- GG GR- TTCR TTT-C
gi|112012351RE C GRTG TCRRCTRA-GITG T T G GG GRE-TTCR TTT-C
gi|15138482132-C GATG-TCRRCTRA-GCCG-T-T--G-GG-AG C
gi|542501e8|RE C GATG TCRRCTAGGTITG T T G GG G&Z TTCZ TTT-C

| K|

Fonte: Autora (2016)
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T
T
T
T
C
T
T
T
T

GAGCTCTT
TGRGCTCTT
T
T

T
TGAGCTCTT
T

HHaHHAHAA

0
RGTRL
DGTRA
RGTRL
LETZL
BGTRA
RGTRL
LGETGG
RGTRL
LGTRL
BGTRA
RGTRE
LGTRR
DGTRL
LGTGG
DGTRA
RGTRE
LETZL
DGTRL
GGTGT
DGTRA
RGTRL
LETZL
LGTGG

LGETGG
LGTZR

BGTRA
LCTGG
LGTRR

168

CG

CG

[afe]

Ca

0

[ale]
CcG
CG
CG
CG
[ale]
CG

[ale]
CG
[a]e]
CG

[ale]
CcG

CG
ca

CcG
CG
CG
CG

CG
CG

CG
[a]e]
CG

I

165
TLGC
TAGC
TAGC
TZGC
TAGC
TLGC
CRAGC
TAGC
TZGC
TAGC
TAGC
TAGC
TLGC
CLGC
TAGC
LAGC
TZGC
TLGC
CACC
TAGC
TAGC
TZGC
CAGC

CRAGC
TAGC

TAGC
CAGC
TAGC

o

TAAC
TAAC
TAAC
TZLC
TAAC
TAAC
TRRC
TAAC
TZZC
TAAC
TAAC
TRRC
TAAC
TZZC
TAAC
TAAC
TZLC
TAAC
TAAC
TAAC
TAAC
TZLC
TAAC

TRRC
TRREC

TAAC
TAAC
TLRE

Apoés a retirada das sequéncias que nao foram alinhadas, o maior grupo

foi uniformizado (editado) de modo a manterem uma média de 700 pb.Dessa

forma, retirou-se os “residuos” do inicio e fim de cada sequéncia.Apdés o

processo de retirada desses ‘“residuos” (Figura 13) as sequéncias foram

alinhadas pelas seguintes ferramentas: kalign e clustal 6mega.Em seguida, foi

gerado um cladograma de todas as espécies previamente alinhadas

Figura 13 - Regibes de bordas que foram retiradas

Fonte: Autora (2016)

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

- O ———— —
File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RMA World Wide Web Options  Window Help
[=2k)

b4 C:\Users\PC-Admin\ Desktop\CLUSTAL OMEGA-700:txt = =n~~
=] E ’W‘ m B 663 total sequences.

- Selection 730 to 730 Sequence Mask: None Start
Mode: [Select / Side = | Posifon: 25865 Numbeiing Mask: None e at:)!
_— = T Seroll Ll =
& 1D IT §on+ =EEEEEINI BHIERE B Sh ey g
G LY Cprani e L L ) LT vt ey e e e e e e e e e e e
=] 2460 2470 2480 2490 2500 2510 2520 2530 2540 2550 2560 2570 2580

[gi|20548363C

gi| 433284737

91161287405 AT-2CG TT-CCC- -GGG~ TTTTETACACACCG-C-C-C-—~GTC-ACACC AT GGG AGT-G-GGT TTT--ACC AGRAGTGGC TAGTCTARCC GCAAG- GRGGACGGT CAC- CCCGGTAGGR
gi|288887109

gi|381353450

gi|205483613

gi| 53774176 | AT ACG TT CCC GGG CCTTGTACACRACCG © C C GTC RCACC AT GGG AGT G GGT TGC ACC RGRAAGTAGC TAGTCTAACC TTCGG GAGGACGGT TAC CACGGTGTGE
gi|227433718

gi|295322914

gi|198444252

gi|43328473€

gi| 73672448 | AT RCG T

gi| 71089903

5i[285028105AT ACG——TT CCC- -GGG CCTTETACACACCE €-C-C-—GTC ACACC AT GGG AGT G- GGT TGC - ACC AGAAGTAGC TAGTCTAACC TTCGE GAGGACGGT TAC CACGETGTEA
gi|146455071

gi| 665517751 TGG

gi| 668347575

gi|2885493208

gi|29119545€

gi|146455077

gi|54290172]

gi1238035368AT ACT - TC CCG- G

gi]3434759558AT A0 TT-CCC- -GGG CCTTETACACACCE-C-C-C-—GTC-ACACC AT GGG AGT G- GGT TGCACC GEAAGTAGC TAGTC

1150980298

Zl EELD7EDE%AT aCG TT CCC- GGG CCTTGTACACACCG © C C GTC-ACACC AT GGG AGT G GGT TGC - ACC AGAAGTAGC TAGTCTAACC TTCGG GGGGACGGT
gi|19436906€RAT ACG TT CCC  GEGGTCTTETACACACCG C C C  GTC

gi|302029417

311112012351 2T ACG TT CCC GGG TCTTGTACACACCG C C C  GTC ACACC AT GGG BGT G GGT TTT ACC AGAAGTGGC TAGTCTARCC GCAAG GAGGACGGT CAC CACGGTAGGR
gi|151384821AT-ACG TT-CCC- -GGG~ CCTTETACACACCG-C-C-C-—~GTC-ACACC AT GGG

gi|54290168]
| Iz =]
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As sequéncias genéticas (nucleotideos) de organismos do complexo B.
capacia foram primeiramente alinhadas utilizando programas (softwares)
especificos para alinhamento genético. Apdés o alinhamento, 0s respectivos
cladogramas foram comparados de acordo com os agrupamentos formados.
Foram obtidas 720 sequéncias pelo NCBI, das quais foram selecionadas 586.
Apébs o alinhamento e edicdo, obteve-se sequéncias de, em média, 700pb. As
sequéncias gendmicas utilizadas no presente estudo foram fornecidas em um
formato de arquivo baseado em texto, que representa as sequéncias de
nucleotideos utilizando cédigos na forma de letras (A, G, C, T). Esse formato
citado é denominado FASTA e sua estrutura permite a manipulagéo e analise

das sequéncias através de ferramentas de bioinformatica.

4.1 Quantidade de sequéncias por espécies

As sequéncias separadas em grupos de acordo com cada espécie foram
distribuidas de modo a serem avaliadas separadamente. A seguir, a Tabela 2
ilustra a quantidade de sequéncias de cada espécie utilizada na analise.Foram
escolhidos grupos com posicdo incerta ou duvidosa em sistemas de
classificacao/identificacdo. Algumas precaucdes na escolha do grupo devem ser
observadas: os taxons devem estar bem circunscritos e delimitados em relacéo
a outros,e 0 grupo deve ser abrangente o suficiente para conter todas as
relacbes mais préoximas. A selecdo inicial do grupo deve ser questionada para

evitar a tendéncia de seguir o sistema de classificacdo passado.

Tabela 2 - Grupos de espécies
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ESPECIES

QUANTIDADE DE
SEQUENCIAS

DESCRICAO DA ESPECIE

B. cepacia

B. cenocepacia

B. ambifaria

B. viethamiensis

B. contaminans

B. lata

B. multivorans

B. pyrrocinia

B. seminalis

B. anthina

243

85

46

54

48

23

10

12

Importante em pacientes acometidos pela fibrose cistica, além de
causar infecgdes pulmonares em pacientes com doenga
granulomatosa crénica (

Sua infecgao é particularmente problematica, uma vez que este
organismo tem altos niveis de resisténcia aos antibiéticos, tornando
dificil de erradicar. As infecgBes cronicas resultantes estdo
associadas a declinios severos na fungdo pulmonar e taxas de
mortalidade aumentadas (HOLDEN et al., 2008).

Podem ser utilizadas para fins de controlo biolégico, todavia,
causam infec¢des em seres humanos. Pode ser diferenciada dos
outros membros do complexo de B. cepacia por meio de AFLP
fingerprinting, andlise de acidos graxos, testes bioquimicos e um
novo Ensaio de PCR baseado no gene recA desenvolvido (COENYE
etal., 2001)

Seu nome refere-se ao fato de ser considerada contaminante,
poluente, referindo-se aometagenoma que foi recuperado do mar de
Sargazos, mas que provavelmente representou umcontaminante da

amostra. Isolados do CBC cresceu muito mal na agua do mar,
sugerindo que o oceano aberto ndo é um habitat natural de espécies

do complexo. Sao bacilos gram-negativos néo
esporulados(MAHENTHIRALINGAM et al., 2006).

Espécie do CBC bastante comum no mundo, representadas por
células gram-negativas, aerébicas, ndo esporuladas. Todas as
linhagens conhecidas crescem em agar MacConkey. O crescimento
é observado em 30 a 37 °C, mas néo a 42 °C (exceto R-18628).
Algumas estirpespigmentadas sdo amarelas ou amarelo-roxo
(VANLAERE et al., 2009).

O nome B. multivoransfoi proposto para uma destas espécies
gendmicas, que anteriormente era referida como B. cepacia
genomovar. O crescimento é observado a 37 ° C e 42 ° C; alguns
estirpes crescem a temperatura ambiente. Até o momento, nenhuma
cepa pigmentada foi detectada. Apresenta crescimento em agar
MacConkey e agar citrato Simmons (VANDAMME et al., 1997).
Baseado na avaliacéo de hibridizacdo DNA-DNA e sequenciamento
16S rDNA, B. pyrrocinia classifica-se como uma bactéria de solo. Foi
descrita na década de 1960 e revelou altos niveis de similaridade
para bactérias do CBC (VANDAMME et al., 2002).

Relativa a semente, referente a superficie da semente de arroz, a
partir da qual foram isoladas vérias estirpes. Sdo bactérias gram-
negativas, aerébicas, ndo-esporuladas. A maioria das cepas séo
pigmentadas em amarelo. N&o foi observada hemdlise (VANLEARE
et al., 2009)

A anédlise do recA por PCR fornece um meio simples para identificar
este organismo.Usando rRNA baseado em ensaios de PCR,

estirpes de B. anthina poderiam ser distinguidasde B. multivorans, B.
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B. dolosa

B. metallica

B. difusa

B. latens

B. arboris

B.pseudomultivoran

S

11

vietnamiensis, mas néo a partir dos outros membros do complexo
(VANDAMME et al., 2002).

Bactérias gram-negativas, pequenas, moveis, em forma de vara. As
caracteristicas bioquimicas sé@o descritas por Coenye et al. (2001a).
O meio seletivo é incapaz de utilizar &cido azelaico, triptamina ou
salicina. Comparado com outras bactérias do CBC, essas estirpes
geram 16S RFLP e RFLP recA e podem ser identificados
utilizando um ensaio de PCR baseado em rDNA 16S especifico.
Isolados foram obtidos a partir do ambiente e do escarro de
pacientes com fibrose cistica (VERMIS et al., 2004).

Sua nomenclatura deve-se ao fato de suas colénias apresentarem
um brilho metalico. As estirpes ndo sdo hemoliticas ea maioria
apresenta coloracdoamarela e crescem em agar MacConkey
(VANLAERE et al., 2009).

Estirpes conhecidas crescem em agar MacConkey. Algumas cepas
podem crescer na BCSA,Meio alcalino ou acido. O crescimento é
observado em 30 e 37 °C. N&o foram detectadas cepas
pigmentadas e hemolise também néo foi observada. A estirpe do
tipo AU1075T foi recuperada do escarro de umpaciente com fibrose
nos EUA em 1999 (VANLAERE et al., 2009).

Seu nome deve-se ao estudo taxondmico ter demorado um certo
tempo (latente). Sao bactérias gram-negativas, aerobias, nao
esporuladas que apresentam aspecto mucoide, Estirpes conhecidas
crescem em agar MacConkey. As estirpes crescem O crescimento &
observado em 30, 37 e 42 °C; Alguns isolados produzem uma
difusdo, semelhante a melanina, pigmento castanho a 37 e 42 °C
em agar Luria-Bertani. Ndo foram detectadas estirpes pigmentadas
ou hemdlise (VANLEARE et al., 2009).

Recebeu esse nome devido ao fato de ter sido isolada de uma
floresta, na Filadélfia. Estirpes conhecidas crescem em agar
MacConkey. As estirpes podem crescer em BCSA e transformar o
meio alcalino em é&cido. O crescimento é observado a 30 e 37 °C;
Apenas algumas estirpes sdo capazes de crescer a 42 °C. Estirpes
R-13059 e R-20536 produzem um pigmento roxo apds dias de
cultivo. Seis das treze estirpes conhecidas mostram b-hemdlise,
uma caracteristica ndo comumente observada entre as espécies do
CBC (VANDAMME et al., 2002).
Pseudomultivorans, o falso (Burkholderia) multivorans, referindo-se
ao fato de que os isolados desta espécie sdo muito semelhantes a
isolados deB. multivorans (PEETERS et al., 2013).

Fonte: Autora (2016)

A Figura 14 ilustra o dendograma gerado pelo Kalign das sequéncias

submetidas a analise onde demonstra que o mesmo também ndo consegue

agrupar as mesmas espécies no mesmo ramo e, dessa forma, identifica as

mesmas espécies como sendo espécies diferentes.
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Figura 14 -Dendograma gerado pelo kaling demonstrando que o mesmo néo agrupa

as mesmas espécies no mesmo ramo

B.cenocepaciagi| 223634607 |dbj|AB480714.1|_2-1531geneforl6SrRNA_partialseqg
B.vietnamiensisstrainAKB13gi| 316927391 |gb|HQ220014.1|_1-1471165ribosomall
B.vietnamiensisstrainAKB14gi| 316927392 |gb|HQ220015.1|_1-1485165ribosomall
B.vietnamiensisstrainAKB12gi|316927390|gb|HQ220013.1|_1-148616Sribosomall
B.vietnamiensisgi| 300681893 |dbj|AB568116.1|_1-1572genefor16SribosomalRNA
B.vietnamiensisstrainAKB11gi|316927389|gb|HQ220012.1|_1-147916Sribosomall
B.cepaciastrainNBRAJG97gi|189503756|gb|EV724821.1|_59-1476165ribosomalRl
B.cepaciastrainBCC933¢0i|285028105|gb|GQ149776.1]_1-1450165ribosomalRNAg
B.cepaciastraingi|343479558|gb|IN208904.1|_1-14031IPR-Pv1252165ribosomal R
B.cepaciastrainATCC53795qi]|53774176|gb|AY741354.1|_1-1481165ribosomalRNL
B.cepaciastrainM45gi| 151384821 |gb|EF672050.1|_1-1358165ribosomalRNAgene_
B.cepaciastrainNggi|361073087|gb|IN903379.1|_1-140716SribosomalRNAgene_g
B.cepaciagi| 7533030|gb|AF244133.1|AF244133_1-140716SribosemalRNAgene_ps
B.vietnamiensisstrainR280dgi|389497150|gb]ING695896.1|_10-1534165ribosomal
B.contaminansstrainI29Bgi|257792850|gb|GQ397111.1|_1-139416SribosomalRN,
B.ambifariagi|384081107|dbj|AB673035.1|_2-1371geneforl6SrRNA_partialseque
B.ambifariagi|384081114|dbj|AB673042.1|_2-1371geneforl6SrRNA_partialseque
B.cepaciastrainDTQ_LM1gi|291195456|gb|GUS92657.1]_1-912165ribosomalRNAC
B.metallicastrainAli-B4gi| 530355034 |gb|KF008555.1] _27-1440165ribosomalRNAC
B.multivoransstrainHo16gi|693269475|gb|KF792056.1|_1-1500165ribosomalRNA
B.cepaciastrain4I_2_gi|90971282|gb|DQ449671.1|_1-1383165ribosomalRNAgene

Tl

Fonte: Autora (2016)

Desde o estabelecimento dos principios fundamentais da teoria da
evolucdo por Darwin, um dos maiores objetivos das ciéncias biolégicas é a
determinacao da histéria de vida de seus descendentes (RADFORD, 1986) e um
cladograma pode ser utilizado como base para um sistema de classificacédo
(NELSON& PLATINK, 1981),como demonstra a Figura 15 onde ha um grupo
contendo oito espécies de B. ambifaria. Os cladogramas gerados pelo Kaling
nao reproduziram agrupamentos de espécies previamente identificadas como
sendo oriundas de um ancestral comum. A Figura 16 ilustra um grupo de B.
multivorans contendo espécies onde os agrupamentos também nao foram

considerados relevantes do ponto de vista de identificacao a nivel taxonémico.
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Figura 15 - Dendograma gerado pelo kaling demonstrando espécies em diferentes

ramos

B.cepaciastrainSB335gi|222355787|gb|F1608711.1|_2-134216SribosomalRNAgene_p
B.pseudomultivoransstrainLMG26883gi|645320460|ref|[NR_117661.1|_1-1485165ribc
B.multivoransstrainAU0127gi|40019071|gb|AY486372.1|_3-1455165ribosomalRNAge
B.multivoransstrainQYGX18-1gi|530758723|gb|KF527209.1|_1-140616SribosomalRN,
B.vietnamiensisstrainMGK3gi| 55709791 |gh|AY789926.1|_1-1440165ribosomalRNAge
B.ambifariastrainAMMDgi| 224581402 |ref| NR_024882.1|_1-1454165ribosomalRNAger
B.ambifariagi|13506666|gb|AY028444.1|_7-147916SribosomalRNAgene_partialseque
B.ambifariastrainL]12gi|563321275|gb|KF515662.1|_17-1419165ribosomalRNAgene.
B.cepaciastrainPVFiSAQi|4104910|gb|AF042161.1|_1-1387165ribosomalRNAgene_pal
—

B.cepaciakP24gi|4033623|dbj|AB015606.1|_1-1455geneforl6SrRNA_partialsequence
B.ambifariastrainCIP1072660i|154269322|gb|EU024177.1|_1-1313165ribosomalRNA
B.pyrrociniastrainH5gi| 308066731 |gb|HQ222344.1|_3-140816SribosomalRNAgene_p
B.cepaciastrainAKB17gi|316927395|gb|HQ220018.1|_2-1477165ribosomalRNAgene_
B.multivoransstrainPSU-AH130gi|373427216|gb|JQ070812.1|_1-1488165SribosomalRl
B.multivoransstrainCIP105495gi|636560092 |ref|[NR_116152.1|_1-1313165ribosomall
B.cepaciagi|23263363|dbj|ABD91761.1|_1-1498geneforl6SrRNA_completesequence
B.cepaciastrainXYU-6gi| 530550017 |gb|KF408387.1|_1-1496165ribosomalRNAgene_p
B.cepaciagi|1019756|emb|X80284.1|_3-137616SrDNA 0.00873
B.cepaciastrainRS03gi|727879965|gb|KM502232.1|_1-1392165ribosomalRNAgene_p
B.latastrainTOHG6Qi| 218664734 |gb|F1493021.1|_4-1397165ribosomalRNAgens_partial
B.seminalisstrainAli-B6gi|530355036|gb|KF008557.1|_2-1480165ribosomalRNAgens.

Fonte: Autora (2016)

Figura 16 - Dendograma gerado pelo kaling demonstrando espécies B. multivorans em

diferentes ramos

B.multivoransstrainDDS15A-1gi|685683930|gb|CPO08728.1|_25513-27372ct
B.multivoransgi| 29365467 |dbj| ABD92606.1|_1-1485genefor L6SrRNA_partials
B.cenocepaciastrainDDS22E-1gi| 685642980 |gb|CPO07782.1|_664024-66588!
B.cenocepaciastrainDDS22E-1qi|685643920|gb|CP0O07783.1|_3568204-35701
B.cenocepaciastrainDDS22E-10i|685643920|gb|CP0O07783.1|_156496-15835;
B.cenocepaciastrainDDS22E-1gi| 685647217 |gh|CPO07784.1|_2205956-2207:
B.cepaciastrainATCC17616gi|53774155|gb|AY741333.1|_1-1415165ribosomz
B.multivoransgi| 641689330|dbj|AB744701.1|_1-1458gensforl6SrRNA_partia
B.cepaciastrain1996031071gi|33149281|gb|AY268147.1|_1-1429165ribosom
B.multivoransgi| 359805131 |dbj|AB681698.1|_1-1458geneforlaSrRNA_partia
B.multivoransgi| 118025301 |emb|A1864720.1|_1-148416SrRNAgene_strainF2
B.multivoransstrain3-1gi|557129820|gh|KF583695.1|_1-94916SribosomalRN
B.multivoransstrainDDS15A-1gi| 685687153|gb]CPO08730.1|_1235341-1237;
B.multivoransstrain103104gi|237652198|gb|F1932759.1|_1-1503165ribosom
B.multivoransstrainDDS15A-1gi| 685687153 gb|CPO0&730.1|_1464010-1465¢
B.multivoransstrainDDS15A-1gi|685685000| gb|CP008729.1|_1674174-1676(
B.multivoransstrainDDS15A-1gi|685687153|gb|CP008730.1|_2964166-2966(
B.multivoransstrainLMG14293gi|5051870]gb| AF097531.1|AF097531_1-1492:
B.cepaciastrain1998019618gi|33149276|gb|A¥268142.1|_1-142916Sribosom
B.multivoransATCCBAA-247qi| 773022854 |gb|CP0O09632.1|_609034-610892cl
B.multivoransATCC176160i|189338131|dbj|AP0O09387.1|_902303-904161ger
B.multivoransATCC17616gi| 160345909|gh|CP00D0870.1]|_20696-22554chrom
B.multivoransATCC176164gi|189332915|dbj|APOD9385.1|_3261885-3263746(
B.multivoransATCC17616gi| 160340609|gb| CPOD0868.1|_261027-262888chrc
B.multivoransATCC176160i|189332915|dbj|AP009385.1| 2367684-2369543(
B.multivoransATCC176160i|160340609|gb|CP000868.1]|_1155230-1157089c!
B.multivoransstrainSDT65gi| 597914498 |gb|K1018993.1|_1-1378165ribosom:

=i

Fonte: Autora (2016)
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O clustal 6mega, uma das ferramentas utilizadas para alinhamento global
multiplo de sequéncias e geracao de cladograma também n&o conseguiu gerar
dados de boa acuracia, como podemos visualizar na Figura 17.

Figura 17 - Dendograma gerado pelo Clustal Omega demonstrando que 0 mesmo também n&o
consegue agrupar espécies

Yoy,

.cepaaastranR27
vietnamiensisstraing

89497137 |gblIN695883.1|_30-15271
8bgi|389497149|gb|IN695895.1|_7-1
< B.cenocepaciagi| 223632807 |dbj|AB480714.1|_2-1531genefor!
B vietnamiensisstrainARR13gi| 316927391 |gb|HQ220014.1|_1-
B-vietnamiensisstranmakg149i|316927392|gb|HQ220015.1|_1-
jetnamiensisstrainAB12gi|316927390|gb|HQ220013.1|_1-
B.vietnamiensisgi|300681893|db)|AB568116.1]_1-1572genefo
B.vietnamiensisstrainAKB11gi|316927389|gb|HQ220012.1]_1-
B.cepacastrainNBRAIGS7gi| 189503756|gb|EU734821.1|_59-1«

. atastra |285028105|gb|GQ149776.1|_1-1450

.cepacastrangi|34 558|gb|IN208904.1|_1-1403IPR-Pv1Z
B.cepacastranATCC53795g1|53774176]|gbJAY741354.1|_1-14¢
B.cepacastranM459gi| 151384821 |gb|EF672050.1|_1-135816S5:
B.cepaciastraniN8qil361073087|gb|INS03379.1]_1-140716S5nt
B.cepacagi|7533030|gb|AF244133.1|AF244133_1-140716Snb
B.vietnamiensisstrainR280dail 3894971501ablIN695896.11 10-

i

I==

Fonte: Autora (2016)

O dendograma da Figura 18 demonstra que, ao analisar grupos da
mesma espécie (B. cepacia) e inserir uma espécie distinta (B. ambifaria), a

distinta se agrupa a uma das espécies de B. cepacia.

Figura 18 - Dendograma gerado pelo Kalign demonstrando que o mesmo n&o agrupa espécies

ao se inserir uma Unica espécie distinta num grupo de espécies

Download Phylogenetic Tree Data

Branch ength: ® Cadogram O Real

B.cepaciastranPyFiSAgi14104910|gblAF042161.1_1-1387165nbosomaRNAgene_partialsequence 0

B.oepaniastraniPR11gi691200577|gbIkM083806.1]_3-141816SrbosomaitNAgene_partialsequence 0.00378
_{'—: B.cepaciaisolateMSMB 0011120715363 gblEF114399.11_1-1427 16SnbosomalRNAgene_parbalsequence 0.00127
<t E

02igb|KM087340.1]_1-1485165rbosomaRNAgens_partialsequence 0.00505
B.cepaviastranGL139i|525327565/gb[KC853289.1|_1-1408165mbosomalRNAgene partialsequence 0

Fonte: Autora (2016)

A seguir, a ilustracdo da Figura 19 demonstra que, ao colocarmos um grupo
contendo espécies de B. ambifaria com apenas uma espécie de B. cepacia, 0s
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dados também sdo conflitantes, informando que a ferramenta (no que diz
respeito ao Complexo B. cepacia) ndo resolveria o problema de identificacdo a
nivel taxondmico apesar de, atualmente, ser utilizado na identificacdo de alguns

microrganismos, em particular, bactérias, de acordo com a literatura.

Figura 19 - Dendograma gerado pelo Kalign de um grupo de B. ambifaria e apenas uma B.

cepacia, onde é demonstrando que a espécie distinta se agrupa ao maior grupo

2. ambifsriscbralnEI8g]| SE5157 743 | gh | KHO1973S.

| — 2. smofsrisctrainal=iing] | 22258 1802 | raf] WA, _028

2. ambfsriastbralnit3gl| 513738572| gh|KF150332. 1

l 2. smofsrisstrainnCId1g]| 338330538 gh| 3] 73355
2. amafarisstralinaiiDg] | SSES30E25] | naf] NA_O7S

| —_ B. ambiariatsiDgl | 773025451 | gh | CRIIITaE. 1]_
2. ambiariad-HDgl| 115220024 gb | CR0003220. 1] _:

2. ambfariastraln 153571 7273485531 | gh| HE8TT0E

= d 2. amaofsrisgl] 13505555| gh| AY023888. 1| _F-14731:
] 2. amafarisstralinC P LI7 25501 154253323 | gh| ELML

] I 2. ambifsriscbralnlHE8 107371 | 5303335032 | gh| AT
L 2. amafarian==Dgl| 115220023 g [ CR000=2]. 1] _!

2. ambfsriasbralnlHER 105571 5303305481 | gh| KAET
2. smbfsrisstrainEaT30g]| 333897151 | gh| ING353T5
2. amafrisstralinCnDOB351gl| 572927235 go | KFF:
2. smofsrisstrainZ =21 1533017830 | gh| KH 33453,
2. amafarisstralinCnDOB383g]| 572927237 | g | KFF
2. ambiariagl| 530352053 | gh| HF221145. 1|_1-1530
2. cepacisctralntONwIgl 30091 5575| gh| HE582973.
2. ambinrisCS0-501] 1719970482 | gh| CRO01027. 1
2. smbisrisCS0-501] 171958553 | gh| CR001025. 1
2. amafariaCS0-5g1| 17 19915284 go| CR0Q1a25. 1)
8. ambiariat=Dgl| 773025451 | gh | CRIIIT3E. 1_;
2. ambiariad-HiDgl| 115220024 gb| DR300, 1] _2
8. ambiariaMCal-5g1| 171391584 ga| CAOI1025. 1]
2. amofsrisstrainH2E 711191 745285283 | gh| KI7s
2. amafariaCS0-5g1| 17 19915284 go| CR0Q1a25. 1)
8. ambiariaMCal-5g1| 171391584 ga| CAOI1025. 1]
2. ambiarisgl| 334031 107 | dif | 2573035, 1| _2-137.
2. ambfsriastrainfA 1. 21| 5354881 145 | gh| CEFS000
2. smofsrisgl]| 3532031114840 | A2ST30E2. 1] _2-137.

8. amotariagl| 300581302 |do) | AB 558315, 1| _1-151¢
8. amaksriagl| 3005819301 |dij | AB 558315, 1| _1-1514
2. ambitarisgl| 330531300 |di| 42558314, 1| _1-15T0
— 8. ambiariagl| 300581303 |diyj | AR 558317 1| _1-150¢

8. amaofsrisstrainl G 191827] | 55320972 raf] MA_

Fonte: Autora (2016)

Quando uma espécie B. dolosa foi acrescentada a um grupo contendo
guatro B. cenocepacia e submetidas a analise, o mesmo fato se repetiu, como

podemos identificar na Figura 20.



62

Figura 20 - Dendograma gerado pelo Clustal Omega de um grupo de B. cenocepacia e apenas
uma B. dolosa, onde é demonstrado que a espécie distinta se agrupa ao maior grupo

Banchengh: © g e

Boecegaoa2¢ 11665950 CPOO0G0 139585847 evomesome ol

BoenocenaoaH24 4l 1664927310

a4 S O TGRS omcsnel, ol

Fonte: Autora (2016)

Outra alternativa a submissédo de sequéncias foi a avaliacdo do grupo

contendo uma espécie de cada sequéncia (17 espécies) com adi¢cdo de uma

espécie:B. pyrrocinia. Desse modo, teriamos apenas a espécie B. pyrrocinia se

repetindo, visando gerar um cladograma onde essas duas sequéncias repetidas

ficassem o0 mais aproximadas possivel, fato que nao foi identificado, como

podemos avaliar de acordo com a Figura 21.

Figura 21 - Dendograma gerado pelo Kalign de um grupo de cada uma das 17 espécies e uma
espécie repetida (B. pyrrocinia) demonstrando que a “espécie que se repete” ndo se agrupa no

mesmo ramo

B.CepaGastr SINNBRAIGS T ] 1895037 56 gbIEUT 34821.1|_59-1476165nbosomaRNAY

B.ambdanagi| 364081107 db)IABG73035.1]_2-137 1genefor 165/RNA_parbalsequence

&mmgwmxmomnousomblcqnnn 11_1-139416SnbosomaliNAQe

domeit mwmmhlus)mw«wxm_urmx 11_1-1485165rdn

-4 ST 7129820(0b(|KF583695.1]_1-94916SnbosomalRNAgene |

»- 7010b1AY949201.11_2-128616SrboscenaRNAGene

: 00| 343202347 [relINR_04263).11_1-1498 16SD0somalRNAGen
r— (8 mmqqlsao:ssomquoocm 11_17-1494168nbosomaRNAgene_

D — B.52a0as s anHEH 106201 530330539 QLIKF475830. 1| _4-1425165nbosomalRNAgen
6. ¥ SIr-66501 215983524 |gbIF)26049.1|_1-1527 16SrbosomaliNa

i r_i—(—- emwmmlmaolumwnu«lmxxoose 1].1-112416SrD0SOMARNAG:
R-563000 343202346 e INR_042632.1]_1-1502165rd0somalRNAGene,

& Cladogram U Rest

smmmooxuun;mob!xczuooj 11_1-137716SrdbosomalRNAGene_pa

bad *N 1 200 3330524421001 T92427. 1| _1-1417 16SndosomalRNAgene_Dart
[—{— BJatastr ek 2400 225156385106 F)784128.11_1-1400165rbosomatRNAQene_Dartialy

B.0en0Ce0 IS ANLMNG 166561 215857425 irelINR_025013.1]_1-1408165nbosomal
oy I02|QdIEUSE2858.1]_4-101016SnbosomalRNAgene,

[} JGGT I 189303756/0bIEUTI4821.1|_59-1476 165nbosomaiNAQene _Dartia
[_[_{— B.03eudomutivOr ansstranLMG 268830/ 645320460/ reflINR_117661.1]_1-14851657bosomalina

i SEA20 1O [KF583695.11_1-9 % aksLgene o

| EEE— OOl eRTH- S0 6 ZoMIAYSE9201.1)_2-1386 ‘Agene_partiaks
0.3mbAanapT (GONABE72035.11 2137 10enefor 1 65RNA als _isciate_R
B.AMUBastrank- 1590001 343202347 |rafINR_042631.1]_1- 1498 16SAb0sOMalNAQene_Dartisked
- B.5tabbsstr an(HE8 106201 S3033053I0/gbINF475830.1]_4-142516SrbosomalRNAGene_partialss
BanthinastranBasols44747371igbIKC241903.11_1-13771 _Dar

]'_{_ B.00i03tranrd MG 189425 643320902 (ref|NR_118058.31_1- uzubmmm_pm

B.vetn AnSe-66504 215983524 [gbIF)436049. 11 _1-1527 16SnbosomalRNAgene_part
D1atensstr anR-50 300 343202340 1refiNR_042632.11_1-1502165nbosomaliNAgene_Dartidlseq

—— B.semnals sty andb-90| 5303355039/ 0bIXF008360.1]_17- 1493 16500s0maRNAQenNe_partalteq

— B.0ANOLODITISLY 1665601219857425MefINR_025012.11_1-1408165rDosomalRNAQene |
L g 0Or 10t JEU982858.1|_4-1010165rbosomaiNAQene_partalseq
L:x TUIE50|obIGQIPT111.11_1-1394165nbosomalRiAgene _partialy

ommmmmou:nszuzm ¥TI92427.00 0 lll?lomm_pw

Bl W240012251963835)0bIF)784128.11_1-1400165nb Agene_p o

Fonte: Autora (2016)
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Identificagcdo bacteriana do complexo B. cepacia representa um
problema de ordem complexa a ser resolvido por sistemas computacionais,
principalmente se tratando de amostras com grande quantidade de sequéncias,
como exposto no referido trabalho, pois o numero de arvores possiveis &
gigantesco. Para resolver esse problema, pesquisadores tém aplicado métodos
computacionais especiais que exploram diversas possibilidades de maneira mais
eficiente, de modo a se chegar a uma solugéo mais aproximada a real. Todavia,
esses softwares, ao invés de construir todas as arvores possiveis para
posteriormente decidir qual delas é a melhor, procuram encontrar padrdes
I6gicos de maneira heuristica, visando desenvolver estratégias de exploracao
gue se concentra a maior parte da pesquisa baseada na aproximacgéo para o
referido problema.Com a tentativa de analisar grupos de mesma espécie e
insercao de espécies distintas, gerou-se outros cladogramas como demonstra a

Figura 22.

Figura 22 - Dendograma gerado pelo Kalign de um grupo de dois grupos de B. cepacia onde,
no primeiro, acrescentou-se uma B. difusa e, no segundo, uma B.arboris. Em ambos 0s grupos
nao houve agrupamentos de espécies.

Dowrkoad Phylogeneti Tree Data

Branch length: ¥ Cladogram U Redl
e B (03035tr2NNBRAJG971 169503756 0b[EU734821.1_59-1476165nbosomaRNAgene_parbalsequence 0.0847
< BUSaSTanBPCIQ T IT T8l ob{kP744137.1]_4-124116Srbosomalftingene_partiasequence 010217
B.cepanastraniB|361073087|gbiING03379.1)_1-1407165mbosomalRAgene_partialsequence 0.00347
B.cepanastranBCC933g]285028105]0b|6Q149776.1] _1-145016nbosomalklAgene _parbiatsequence 0.00126
B.cepanastrang|34347955810b|IN208904,1)_1-1403IPR-Pv125216rbosomalftiAgene_partialsequence 0

his is a Neighbour-joining tree without distance comections.
Download Phylogenebc Tree Data

Branch length: @ Cladogram U Real
B.0epanastrainhBRAIGS7gi 189503756/ gb|EUT34821.1]_59-1476165nbosomaltNAgens_partialsequence 0.08795
e B,0E00CEDA0AGH 223634607 |dbj|AB480714.1]_2-1531genefor 16SARNA_parbaisequence_stran_RO-10.02008
_& B arborisstran] 2cgi 3339520008 IF702427.1] _1-141716rbosomakNagene _partialsequence 0.00207
B.0epaastranR275bg] 389497137|gb|ING93883.1|_30-1527165nbosomaRNAgene _partialsequence 005122
B.cepaoastrainBgi| 361073087(gb|IN903379.1]_1-1407165nbosomaRNAgene _partialsequence 0.00347
— B.cepanastraingi| 343479558| gb|IN208904.1)_1-1403PR-Pv1252165nbosemalNAgene_partialsequence 0
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B.0epanastraing(C93301|283028105]gbi6Q149776.1]_1-1430165nbosomaiRNAgene_partialsaquence 0.00126
8.0epanastrainMdSgil 151384821 |gbiEF672050.1|_1-1358165nbosomalRNAgene_pariaisequence 0

Fonte: Autora (2016)
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4.2 Analise de Componentes Principais

Foi criada uma tabela de frequéncia do Excel contendo 586 linhas (total
de sequéncias) e 1.080 colunas (média de bases por sequéncia) com o intuito
de identificar a frequéncia de cada variavel como demonstra a Figura 23. Foram
definidas 7 variaveis: A, T, G, C, N e outros.

Figura 23 - Planilha de frequéncia
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Fonte: Autora (2016)

4.3 Substituicdo da planilha de variaveis por frequéncias numéricas

Apés a transferéncia das variaveis alinhadas do BioEdit para o Excel
fizemos a substituicdo por frequéncias numéricas (Figura 23) com o intuito de
identificar as frequéncias mais similares quando comparadas a cada grupo para
posteriormente submeter o material a andlise pelo Statistical Package for Social
Sciencefor Windows (SPSS).0 SPSS é um software utilizado para analise
estatistica de matrizes de dados, em um ambiente amigavel. Para isso, utiliza-
se menus e janelas de didlogo, que permite realizar calculos complexos além de
visualizar resultados de forma simples e autoexplicativa. A ferramenta é capaz
de transformar dados em informacdes importantes, capazes de reduzircustos

aumentando dessa forma a lucratividade, gerando graficos de dispersoes e
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distribuicbes que podem ser usados em analises de correlacdo entre
variaveis. A primeira versdo data de 1968 e, a mais recente € a SPSS for
Windows 7 (2014). O aspecto inicial do editor é apresentado na figura a seguir
(Figura 24). Podemos encontrar: o Data View (Data Editor), em que as
colunas sado as variaveis e as linhas os casos (ou individuos). As células
podem conter valores numéricos ou alfanuméricos, mas ndo podem conter
férmulas. O intuito da geracédo desse banco de dados seria avaliar, através
da Analise de Componentes Principais (ACP) se as mesmas espécies
formariam grupos distintos ou similares e, estudar os grupos que por ventura

ficassem “fora dos padrbes estabelecidos” de maneira particular.

Figura 24 - Planilha de frequéncias numéricas
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563B iai 4gi|1155983)B.1 0,974315 | 0,982877 | 0,981164 | 0,996575 | 0,591438 | 0,996575 | 0,398288 | 0,998288 | 0,998288 | 0,593151 | 0,976027 | 0,598288 | 0,998288 | 0,991438 | 0,991438 | 0,991438 | 0,
564/8 i 11.7gi[11559(B.1 0,974315 | 0,982877 | 0,981164 | 0,996575 | 0,991438 | 0,996575 | 0,998288 | 0,998288 | 0,998288 | 0,993151 | 0,976027 | 0,998286 | 0,998288 | 0,991438 | 0,991438 | 0,991438 | 0,
565B.cepaciastrainNB17gi| 32352235(B.1 0,974315 | 0,982877 | 0,981164 | 0,996575 | 0,991438 | 0,996575 | 0,998288 | 0,998288 | 0,998288 | 0,993151 | 0,976027 | 0,998288 | 0,998288 | 0,991438 | 0,991438 | 0,991438 | 0,
566, B.arborisgi| 257795926 dbj | AB43B. 16 0,974315 | 0,982877 | 0,981164 | 0,996575 | 0,591438 | 0,996575 | 0,398288 | 0,998288 | 0,998288 | 0,593151 | 0,976027 | 0,598288 | 0,998288 | 0,991438 | 0,991438 | 0,991438 | 0,
567 B iaisolateTC62gi |5668182¢B.1 0,974315 | 0,982877 | 0,981164 | 0,996575 | 0,991438 | 0,996575 | 0,998288 | 0,998288 | 0,998288 | 0,993151 | 0,976027 | 0,998288 | 0,998288 | 0,991438 | 0,991438 | 0,991438 | 0,
568 B.cepaciagi|15216257| dbj| ABOS|B.1 0,974315 | 0,982877 | 0,981164 | 0,996575 | 0,991438 | 0,996575 | 0,998288 | 0,998288 | 0,998288 | 0,993151 | 0,976027 | 0,998288 | 0,998288 | 0,991428 | 0,991438 | 0,991438 | 0,
569 B.cepaciastrainT6gi| 507588518 |¢B.1 0,974315 | 0,982877 | 0,981164 | 0,996575 | 0,991438 | 0,996575 | 0,398288 | 0,998288 | 0,998288 | 0,993151 | 0,976027 | 0,998288 | 0,998288 | 0,991438 | 0,991438 | 0,991438 | 0,
570|8.stabilisstrainwz10-3gi | 597502(B.8 0,974315 | 0,982877 | 0,981164 | 0,996575 | 0,991438 | 0,996575 | 0,998288 | 0,998288 | 0,998288 | 0,993151 | 0,976027 | 0,998288 | 0,998288 | 0,991438 | 0,991438 | 0,991438 | 0,
571/8.5tabilisstrainlMG14294gi | 3432(8.8 0,974315 | 0,982877 | 0,981164 | 0,996575 | 0,991438 | 0,996575 | 0,998288 | 0,998288 | 0,998288 | 0,993151 | 0,976027 | 0,998288 | 0,998288 | 0,991438 | 0,991438 | 0,991438 | 0,
572|B.cepaciastrainATCC21809gi| 537B.1 0,974315 | 0,982877 | 0,981164 | 0,996575 | 0,991438 | 0,996575 | 0,398288 | 0,998288 | 0,998288 | 0,993151 | 0,976027 | 0,998288 | 0,998288 | 0,991438 | 0,991438 | 0,991438 | 0,
573 B iastrainle39-7gi|4493326)B.1 0,974315 | 0,982877 | 0,981164 | 0,996575 | 0,591438 | 0,996575 | 0,398288 | 0,998288 | 0,998288 | 0,593151 | 0,976027 | 0,598288 | 0,998288 | 0,991438 | 0,991438 | 0,991438 | 0,
574/8.cepaciastrainlHBB1715gi| 5303{B.1 0,974315 | 0,982877 | 0,981164 | 0,996575 | 0,991438 | 0,996575 | 0,998288 | 0,998288 | 0,998288 | 0,993151 | 0,976027 | 0,998288 | 0,998288 | 0,991438 | 0,991438 | 0,991438 | 0,
575 B.cepaciastrain5.5Bgi| 2540551418, 1 0,974315 | 0,982877 | 0,981164 | 0,996575 | 0,991438 | 0,996575 | 0,998288 | 0,998288 | 0,998288 | 0,993151 | 0,976027 | 0,998288 | 0,998288 | 0,991438 | 0,991438 | 0,991438 | 0,
576/B.stabilisstrainRgi| 53627385 | gb [B.8 0,974315 | 0,982877 | 0,981164 | 0,996575 | 0,591438 | 0,996575 | 0,398288 | 0,998288 | 0,998288 | 0,593151 | 0,976027 | 0,598288 | 0,998288 | 0,991438 | 0,991438 | 0,991438 | 0,
577|8.cepaciastrainGJagi | 642671096 [B.1 0,974315 | 0,982877 | 0,981164 | 0,996575 | 0,991438 | 0,996575 | 0,998288 | 0,998288 | 0,998288 | 0,993151 | 0,976027 | 0,998288 | 0,998288 | 0,991438 | 0,991438 | 0,991438 | 0,
578/8.cepaciagi| 359803822  dbj | AB6{B.1 0,974315 | 0,982877 | 0,981164 | 0,996575 | 0,991438 | 0,996575 | 0,998288 | 0,998288 | 0,998288 | 0,993151 | 0,976027 | 0,998288 | 0,998288 | 0,991428 | 0,991438 | 0,991438 | 0,
579 B.cepaciastrainATCC27515gi| 537]B.1 0,974315 | 0,982877 | 0,981164 | 0,996575 | 0,991438 | 0,996575 | 0,398288 | 0,998288 | 0,998288 | 0,993151 | 0,976027 | 0,998288 | 0,998288 | 0,991438 | 0,991438 | 0,991438 | 0,
580, 8.stabilisgi| 765717705 | dbj| ABI3B.8 0,974315 | 0,982877 | 0,981164 | 0,996575 | 0,991438 | 0,996575 | 0,998288 | 0,998288 | 0,998288 | 0,993151 | 0,976027 | 0,998288 | 0,998288 | 0,991438 | 0,991438 | 0,991438 | 0,
581/B.5tabilisstrainlMG14294gi | 6365(B.8 0,974315 | 0,982877 | 0,981164 | 0,996575 | 0,991438 | 0,996575 | 0,998288 | 0,998288 | 0,998288 | 0,993151 | 0,976027 | 0,998288 | 0,998288 | 0,991438 | 0,991438 | 0,991438 | 0,
582|B.cepaciastrain2002721599gi | 33]B.1 0,974315 | 0,982877 | 0,981164 | 0,996575 | 0,991438 | 0,996575 | 0,398288 | 0,998288 | 0,998288 | 0,993151 | 0,976027 | 0,998288 | 0,998288 | 0,991438 | 0,991438 | 0,991438 | 0,
583|B.cepaciagi| 359804500 dbj | AB6{B.1 0,974315 | 0,982877 | 0,981164 | 0,996575 | 0,591438 | 0,996575 | 0,398288 | 0,998288 | 0,998288 | 0,593151 | 0,976027 | 0,598288 | 0,998288 | 0,991438 | 0,991438 | 0,991438 | 0,
584, 8.diffusastrainlHBB8010gi| 53033B.14 0,974315 | 0,982877 | 0,981164 | 0,996575 | 0,991438 | 0,996575 | 0,998288 | 0,998288 | 0,998288 | 0,993151 | 0,976027 | 0,998288 | 0,998288 | 0,991438 | 0,991438 | 0,991438 | 0,
585/8.pyrrociniapartialgi | 27524918 | {B.9 0,374315 | 0,982877 | 0,981164 | 0,996575 | 0,991438 | 0,396575 | 0,998288 | 0,998288 | 0,998288 | 0,993151 | 0,976027 | 0,998288 | 0,998288 | 0,991438 | 0,991438 | 0,991438 [0
M 4 » »i[ Phni Phn6 ndo modifique Plan Frequencia Phn freq dos desconhecidos Pan2_Pkn3 | Plan4 %1 14 0|
Pronto | | [FEIE 100 (= V] +,

Fonte: Autora (2016)

Apoés a substituicdo das variaveis pelas frequéncias, observou-se que
266 colunas apresentavam “variaveis que nao variavam” e, dessa forma, foram
retiradas, visto que o interesse seria realizar uma andlise de componentes
principais visando identificar as colunas mais discrepantes. Todavia, para isso,

haveria necessidade em se trabalhar com sequéncias divergentes.
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5 CONCLUSOES

Ao término desse trabalho podemos concluir que as ferramentas
computacionais utilizadas (Clustal Omega e Kalign) na referida abordagem n&o
foram suficientes para identificagdo bacteriana do Complexo B. cepacia bem
como a regido estudada (16S). Todavia, houve a possibilidade em se fazer
alinhamento mdultiplo das sequéncias estudadas, além da comparacdo de
diferentes ferramentas computacionais na avaliacgdo do mesmo. Além do
exposto, identificou-se a necessidade em definir critérios de edicdo das
sequéncias estudadas visto que as mesmas nao foram aplicadas da forma como
foram retiradas da base de dados do NCBI aliada a necessidade de
desenvolvimento de novas ferramentas capazes de solucionar o problema de
identificacé&o bacteriana do complexo B. cepacia, visando avaliar a aplicabilidade

dos AGs no estudo taxondmico.

5.1 Contribuicdes do trabalho

Esse trabalho contribuiu para verificar o alcance das ferramentas que
utilizam a regido 16S para a identificacdo taxonémica de espécies do Complexo
B. cepacia demonstrando a necessidade de desenvolvimento de novas
ferramentas que sejam capazes de trabalhar com uma grande quantidade de
sequéncias bem como fazer a distin¢éo entre as referidas espécies do complexo
em questdo visando a melhoria da identificacdo no que se refere ao tempo e

confiabilidade de resultados.

5.2 Dificuldades encontradas

Para a realizacdo do referido trabalho, foram encontradas as seguintes
dificuldades: selecdo de sequéncias a serem trabalhadas visto que cada
sequéncia apresenta suas particularidades tais como tamanho, bases
indefinidas, GAPs, entre outros; edicdo das sequéncias selecionadas para
estudo visando trabalhar com informagbes mais uniformes para eliminar

eventuais interferentes; eliminacdo de sequéncias consideradas atipicas
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definindo quais seriam as mesmas; encontrar softwares capazes de processar
grande quantidade de dados em tempo habil; agrupar espécies bem como
separar as distintas através da producdo de &rvores filogenéticas para que

possamos obter dados confiaves e fidedignos.

5.3 Trabalhos futuros

A identificacdo pela regido 16S de bactérias do Complexo Burkholderia
cepacia ndo demonstrou bons resultados através da utilizacdo de ferramentas
computacionais. Uma sugestao seria o desenvolvimento de novas ferramentas
capazes de trabalhar com uma grande quantidade de sequéncias com o intuito
de obter uma melhor separacdo dos grupos de espécies, capazes de identificar
diferencas existentes entre os grupos. Outra sugestdo na identificacdo desse
complexo bacteriano seria a utlizacdo de outras regibes génicas mais

informativas.
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