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Este trabalho analisaa silico o genehtrA como marcador molecular para filogenia e idergfan de
espécies de micobactérias. Foram utilizadas se@#dehtrA de M. tuberculosis, M. bovis, M. leprae,
M. ulcerans, M. marinum, M. abcessdspositadas no GenBank (NCBI). As arvores filogjeag
geradas pelos métodos de Neighbour-joining, Mayaraiménia e UPGMA demonstraram divisao entre
espécies de crescimento lento e de crescimentda:d@ método de Maxima parcimdnia também foi
eficaz na distincdo entre as micobactérias esteitden patogénicas, potencialmente patogénicas e
saprofiticas. Os resultados mostramrA como uma ferramenta alternativa para identificagio
classificacdo de micobactérias.

Palavras-chavévlicobactérias htrA; marcador molecular; filogenia

This performed anin silico analysis of htrA gene as an molecular marker to phylogenetic and
identifications studies of mycobacterium specielse fitrA sequeces oM. tuberculosis, M. bovis, M.
leprae, M. ulcerans, M. marinum, M. abcessiere obtained from GenBank (NCBI). The phylogemeti
trees generated by Neighbour-joining, Maximum paosiy and UPGMA methods and showed a division
between slow growing and rapid growth species. Maimum parsimony method was also able to
distinguish between strictly pathogenic, potenfigiathogenic and saprophytic species. The resutiw s
htrA as an alternate tool for identification andsdification of mycobacterium species.
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1. INTRODUCAO

Micobactérias pertencem ao génddgcobacterium Unico da familiaMycobacteriaceaae
estdo dentro do dominidrchea filo Actinobacteria Classe Actinobacteria subclasse
ActinobacteridagordemActinomycetalessubordenCorynebacterineaeSao micro-organismos
aerobicos ou microaerdfilos com alto conteddo G Qhianina + Citocina), sdo Gram-
positivas, apesar de ndo se corar bem por estalméando classificadas como alcool-acido
resistente [1]. O génerglycobacteriumé composto por aproximadamente 130 espécies e 11
subespécies classificadas como: estritamente pabtagé (complexoM. tuberculosis, M.
lepraé), potencialmente patogénicdd.(abscessus, M. ulcergngatdogenos raros ou saprofitos
(M. smegmatig M. phle) [2].

A identificacdo das micobactérias tradicionalmerde realizada através de provas
bioquimicas, que sdo trabalhosas e consomem tepmpmipalmente para as espeécies de
crescimento lento [3]. Desta forma a busca por geue possibilitem a distingdo entre essas
espécies, bem como interferéncias filogenéticasxtéeraamente importante para maior
entendimento deste género e para o desenvolvirderticnicas eficazes de diagndstico.
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O gene htrA é codificador da proteina de choque térmico HtiAgh-temperature
requirement A), também conhecida como DegP ou D@epse [4]. Proteinas de choque
térmico sdo altamente conservadas, induzidas mitdnde favorecer os organismos frente a
estresses ambientais como elevadas temperaturasses oxidativos e osméticos [5].

Diversos estudos tém relacionado HtrA com a virilrde bactérias Gram-negativas e
positivas [6,7], além de evidenciar principalmesiia importancia nos mecanismo de resposta a
estresses e sobrevivéncia.

Recentemente, proteinas de choque térmico temasidode varios estudos filogenéticos e
taxondmicos para caracterizacdo do géméyoobacteriuni8,9,10]. Neste contexto, o objetivo
deste trabalho foi analisar a relacdo filogenétleaespécies de micobactérias através de
sequéncias do gene htrA disponiveis no GenBank @BINavaliando o potencial deste gene
para distincdo dessas espécies.

2. MATERIAIS E METODOS

A localizac&o das sequéncias de HtrA foi realizagartir de busca no GenBank do National
Center for Biotechnology Information (NCBI - httpwvw.ncbi.nlm.nih.gov/), através de
palavras-chave (ex.: HtrAMycobacteriun) foram encontradas 79 sequéncias disponiveis,
porém essas sequéncias representam apenas 7 &spéeientes deMycobacterium As
sequéncias de nucleotideos dos genes htrA selddsfiaram submetidas ao alinhamento local
com o programa Basic Local Alignment Search TooLABT) para avaliagdo de suas
similaridades entre si. Adicionalmente, foi esabthicomo grupo-irmdo o genletrA de
Streptomycesoelicolor (por pertencer a mesma ordem) e como grupo extaphylococcus
aureus(tabela 1).

Tabela 1: Informac6es das sequéncias de htrA idakiho estudo.

Espécie Acesso ao GenBank Gene IDLocalizagdo no genoma
Mycobacteriunbovis NC_002945.3 1093771 1367119 — 1368705
Mycobacterium tuberculosis NC_000962.2 888912 1365875 — 1367461
Mycobacterium ulcerans NC_008611.1 4549909 5011285 — 5012799
Mycobacterium marinum NC_010612.1 6228496 5190576 — 5192090
Mycobacterium leprae NC_011896.1 7326547 1240812 — 1242413
Mycobacteriunabscessus NC_010937.1 5963886 1361078 — 1362556
Mycobacteriunsmegmatis NC_008596.1 4533606 2035981 — 2037018
Streptomycesoelicolor NC_003888.3 1099413 4379364 — 4380923
Staphylococcuaureus NC_009641.1 5330533 989878 — 992202

Para o alinhamento das sequéncias e geracdo desatodas as sequéncias escolhidas foram
salvas em formato multifasta e alinhadas diretaenem@ Programa MEGA 4 [11]. O
alinhamento tinha 2373 pb e foi editado visualmerden a eliminacdo de regides pouco
informativas, autapomorfias. Por exemplo, o gruperao continha uma regido inicial de 657
pb que ndo era compartilhada pelas outras seqeéseiado por isso eliminada (figura 1). Desta
forma, optou-se por cortar a regido inicial e fidalalinhamento mesmo com a desvantagem de
perder algumas informagfes, houve também a inselgd@iguns “N” e a delegdol/insercédo de
“gaps. Apos a edicao o alinhamento ficou com 1707 pir. fitn, foram geradas &rvores pelos
métodos de Neighbour-joining, maxima parciménialJBGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic mean) no programa MEGA 4cOm analise de boot-strap com 1000
repeticoes.
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3.RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise das &rvores geradas com os trés métastogdados possibilitou observar a
tradicional distincdo entre espécies de micobadéle crescimento lenty( tuberculosisM
bovis M. leprag M. marinum e M. ulceransdas de crescimento rapidbl.(smegmatisM.
abscessys confirmando que essa € uma caracteristica hawiiem disso, é evidente que
micobactérias de crescimento rapido possuem asései@s mais plesiomorficas, estando
relacionadas com o0 grupo-irmdo e externo, pernatindferir que essas espécies sao
filogenéticamente mais primitivas que as de cresotmlento. Estes resultados estéo de acordo
com os encontrados na literatura que utilizaranermegda proteina de choque térmisp 65
para diferenciar micobactérias [9].
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Figura 1: Alinhamento Multiplo com MEGA 4. (a) R&giinicial de autapomorfia, (b) Edi¢céo: corte da
regido inicial, insercéo de “N”.
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Figura 2: Andlise filogenética de seqiiéncias ddentédeos do gene htrA de micobactérias, utilizando
método de Maxima parcimdnia. Cores: Azul: espéoigencialmente patogénicas; Verde: Estritamente
patogénicas; Vermelho: saprdfitica
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Todavia, ndo houve um consenso entre os diferemésdos de construgdo da filogenia em
relacdo a espécie mais plesiomorfica dentre ashaitérias estudadas. A analise pelo método
de Maxima parcimdnia indicoM. smegmati€omo a mais primitiva, enquanto nos métodos de
UPGMA e Neighbour-joinindgoi M. abscessus

Na analise com Maxima parcimdnia observa-se a fgiimale um agrupamento composto
pelas espécies estritamente patégehhstberculosis M. bovise M, leprag. As espécies
potencialmente patdégenas também estdo agrupadasdylcalceranse M. marinumformando
um clado bastante relacionadoMe abcessuocupando um ramo diferenciado e a espécie
saprofitica 1. smegmatjsocupou o ramo mais basal (figura 2).

As analises por Neighbour-joining e UPGMA ndo agram as espécies segundo esta
classificagdo. Paralelamente, ambas as analispaagro as espéces bk tuberculosise M.
bovis como as deM. ulcerans e M. marinumCom Neighbour-joining as estritamente
patogénicas de foram agrupadas, porém nao agrupespecies potencialmente patogénicas
(figuras 3 e 4) .
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Figura 3: Analise filogenética de sequéncias delentédeos do gene htrA de micobactérias (UPGMA).
Cor Azul: espécies potencialmente patogénicas; & dtdtritamente patogénicas; Vermelho: saprofitica
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Figura 4: Analise filogenética de sequéncias delentédeos do gene htrA de micobactérias, utilizando
método de Neighbour-joining. Cores: Azul: espépmencialmente patogénicas; Verde: Estritamente
patogénicas; Vermelho: saprofitica



L. C. N. Silva, E. C. V. Costa & L. I. O. Souza, S@drlena 8, 069903 (2012) 5

As diferencas encontradas nas arvores geradas giédwentes métodos de reconstrucao
filogenética podem ser explicadas pelas metodddogile andlise empregadas. No
desenvolvimento de arvores filogenéticas podemutiiezadas dois tipos de andlises: fenéticas
ou cladisticas.

Os métodos deNeighbour-joining e UPGMA sdo exemplos d@alises fenéticas. Esses
empregam medidas de distancia ou de similaridadétiga, para consolidacdo estatistica das
diferencas entre os caracteres em um namero. Botice a criagdo de uma matriz de distancia
entre todos 0s possiveis pares do grupo de essedojda do desenvolvimento de arvores
agrupando agueles com menor diferenca em um femagiasta taxonomia numérica € baseada
nos seguintes principios: a melhor classificac@mlngente resulta de analises baseadas em um
grande numero de caracteres; todo carater tem mongsso; as classificacées sdo baseadas em
medidas quantitativas de similaridade ou distaeniae taxons; os padrées de correlagdo entre
caracteres podem ser usados para reconhecimentm déxon distinto [12]. Em resumo, os
métodos de agrupamento de distancias, utilizamdagens mais diretas. Em vez de buscar a
arvore, dentre todas as possiveis, que otimiza utério global estabelecido, constroem a
arvore nd a né escolhendo a cada passo um parsdguedserdo conectados, sem voltar atras
nessa escolha [13].

Por outro lado, o método de Maxima Parcimobnia zatilas andlises cladisticas. Neste as
arvores sao calculadas para cada carater e enthoarm a melhor arvore através da
determinacdo daguela que requer menor niumero dangpas (Maxima Parcimbnia). A idéia
basica por trds da cladistica é que membros do amegopo compartiiham uma historia
evolucionaria comum, e sdo relacionados, mais cambros do mesmo grupo do que com
outros organismos. Esses grupos sédo reconhecidosopwpartilharem caracteristicas Unicas
gue nao estdo presentes em um ancestral distamteallse de maxima parcimonia seleciona
arvores filogenéticas que minimizam o comprimemtialtda arvore ou o numero de passos
evolucionarios necessarios para explicar os padbssrvados nos dados [14]. A parcimbnia
avalia as arvores, escolhendo caminhos que comteah@&vore com menor escore. Durante a
busca, diferentes rearranjos podem ser feitos paraentar a chance de cumprir toda
distribuicdo parcial das arvores.

4. CONCLUSAO

Em concluséo, este estudo revela que o baeapresenta potencial para ser aplicado como
um marcador molecular alternativo ndo apena parales filogenéticos como também para
identificacdo de espécies de micobactérias. Pao datlo, a comparacdo entre os métodos de
reconstrucdo filogenética estudados mostra que todmé&le Maxima parciménia foi o mais
eficaz para andlise das sequéncias, mostranddaa@ssiimais compativeis com o que indica a
literatura. Desta forma, estudos posteriores, coaiomnumero de espécies, devem ser
conduzidos para validar esta hipotese.
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