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RESUMO

A familia Chromobacteriaceae (Betaproteobacteria) € um grupo que contem espécies de grande
importincia biotecnoldgica, incluindo a espécie Chromobacterium violaceum. Devido ao avango
das técnicas de bioinformatica, constantemente novas espécies sdo incluidas a essa familia. Desde
que a familia foi proposta, apesar de sua importancia e de seu constante crescimento, nenhum
novo estudo focou sua filogenia. Neste trabalho, foram utilizadas ferramentas de bioinformatica
(BLAST, MAFFT e RAXML-NG) para a constru¢do de duas arvores filogenéticas, uma baseada
nas sequéncias de animodcidos de 19 genes de manutencao (Adk, AtpG, EF-G, FusA, GltX,
Gmk, GyrA, GyrB, L5, LipA, MurC, MurE, PgK, RpoB, S2, S3, SecY, ThrRS, UvrD) e outra
baseada nas sequéncias de nucleotideos dos genes rRNA 16S e 23S. De acordo com as arvores
obtidas, a familia Chromobacteriaceae divide-se em dois grandes ramos, um englobando as
espécies dos géneros Paludibacterium, Gulbenkiania, Pseudogulbenkiania, Vogesella, Aquita-
lea e Chromobacterium (Clado 1) e outro englobando as espécies dos géneros Aquaspirillum,
Microvirgula, Laribacter, Leeia, lodobacter, Formivibrio, Andreprevotia, Chitiniphilus, Jeon-
geupia, Chitiniliyticum, Deefgea e Chitinibacter (Clado 2). Foi revelada também, uma possivel
inconsisténcia na taxonomia da estirpe Pseudogulbenkiania ferrooxidans EGD-HP2 em ambas

as arvores.

Palavras-chave: Chromobacteriaceae. Chromobacterium violaceum. Bioinformatica. Analise

Filogenética.



ABSTRACT

The family Chromobacteriaceae (Betaproteobacteria) is a group containing species of great
biotechnological importance, including a Chromobacterium violaceum species. Required to
advance bioinformatics techniques, new species are constantly included in this family. Since
the family was proposed, despite its importance and steady growth, no new study has focused
on its phylogeny. In this work, bioinformatics tools (BLAST, MAFFT and RAXxML-NG) were
used to build two phylogenetic trees, one based on amino acid sequences of 19 housekeeping
genes (Adk, AtpG, EF-G, FusA, GItX, Gmk , GyrA, GyrB, LS5, LipA, MurC, MurE, PgK, RpoB,
S2, S3, SecY, ThrRS, UvrD), the other based on nucleotide sequences of 16S/23S rRNA genes.
According to the trees, Chromobacteriaceae family is divided into two large branches, one
containing the genera Paludibacterium, Gulbenkiania, Pseudogulbenkiania, Vogesella, Aquitalea
and Chromobacterium (Clado 1), the other containing the genera Aquaspirillum, Microvirgula,
Laribacter, Leeia, lodobacter, Formivibrio, Andreprevotia, Chitiniphilus, Jeongeupia, Chiti-
niliyticum, Deefgea and Chitinibacter (Clado 2). It was also revealed a possible taxonomic

inconsistency of the strain Pseudogulbenkiania ferrooxidans EGD-HP2 in both trees.

Palavras-chave: Chromobacteriaceae. Chromobacterium violaceum. Bioinformatics. Phyloge-

netic Analysis.
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1 INTRODUCAO

A bioinformadtica € uma drea multidisciplinar, relativamente nova, que aplica técnicas
estatisticas e computacionais na biologia molecular. Na dltima década, a bioinformatica avancou
rapidamente e ganhou grande importancia como campo de estudo (CATTLEY; ARTHUR, 2007).
A bioinformatica abriu novas fronteiras para as anélises de gendmica e protedmica permitindo,
dentre outros, criar banco de dados de informagdes bioldgicas, reconhecer sequéncias de genes,
organizar e relacionar informacao bioldgica, agrupar proteinas homodlogas e estabelecer arvores
filogenéticas (ARAUIJO et al., 2008).

Anélises filogenéticas sao, atualmente, uma parte padrdo da anélise de sequéncias
de nucleotideos e aminoacidos, sendo capazes de mostrar relagdes evolutivas entre organismos
(WU; EISEN, 2008). Dessa forma, a utilizacdo das ferramentas de bioinformadtica nesse estudo é
essencial. Com o aprimoramento das técnicas de sequenciamento génico, os bancos de dados
bioldgicos cresceram de forma explosiva e esse crescimento oferece uma oportunidade para
aumentar o uso de marcadores de proteinas para inferéncia filogenética (WU; EISEN, 2008).

Arvores filogenéticas construidas a partir do gene 16S rRNA se tornaram a base para
a classificagcdo de organismos procaridticos (WU; EISEN, 2008), mas apesar do 16S rRNA ser
vastamente utilizado em andlises filogenéticas, inferir a filogenia de organismos baseando-se
em um Unico gene gera alguns riscos e deve ser corroborado com o uso de outros marcadores
filogenéticos (WU; EISEN, 2008). Genes de manutencao sao escolhidos preferencialmente
em esquemas de Alinhamento Multiplo de Sequéncias (MSA) devido seu maior poder de
discriminagiio quando comparado ao 16S rRNA (GLAESER; KAMPFER, 2015 apud LIU et al.,
2017).

A familia Chromobacteriaceae é dividida atualmente em 19 géneros, sendo Ch-
romobacterium o género que possui a maior quantidade de espécies descritas. A espécie
Chromobacterium violaceum € uma espécie de grande potencial biotecnolégico, sendo a estipe
ATCC 12472 um dos organismos a ter seu genoma completamente sequenciado no Projeto
Genoma Brasileiro e € alvo de varias pesquisas microbioldgicas.

Agrupamentos confidveis de microrganismos em diferentes grupos e a natureza de
seu relacionamento entre si formam o fundamento de toda pesquisa microbiolégica (ADEOLU;
GUPTA, 2013). Entretanto, as inter-relacdes entre os organismos que compdem essa familia ndo
foram bem estudadas. O agrupamento dos organismos pertencentes a familia Chromobacteria-

ceae foi definido por Adelou e Gupta (2013), pela presenca de Delecdes e Insercdes de Assinatura
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Conservadas (CSIs) especificas para a ordem Neiserialess e auséncia de CSls especificas para
a familia Neisseriaceae. Desde que ele propos a familia, novas espécies foram adicionadas ao
grupo, mas nenhum novo estudo foi realizado focando exclusivamente sua filogenia. Assim, com

esse estudo pretende-se dar um passo a frente na resolucdo dessa questdo.

1.1 Objetivos

Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi realizar um estudo filogenético da familia Chro-

mobacteriaceae utilizando ferramentas e técnicas de bioinformatica.

Objetivos Especificos

A partir do objetivo geral, podemos tragar os seguintes objetivos especificos:
— Coletar sequéncias genéticas disponiveis em bancos de dados biol6gicos.
— Selecionar diferentes grupos de genes para a reconstrucdo filogenética.
— Realizar e analisar os alinhamentos dos genes utilizados no estudo.

— Representar e analisar as relacdes evolutivas entre as espécies utilizadas no estudo.

1.2 Organizacao do Trabalho

Este trabalho esté dividido em seis capitulos. No Capitulo 2 estd a fundamentacao
tedrica dos temas abordados. No Capitulo 3 sdo discutidos os trabalhos relacionados. O Capitulo
4 apresenta a metodologia, descrevendo e explicando as anélises realizadas nesse trabalho. Os
resultados e discussdes sdo abordados no Capitulo 5. Por fim, no Capitulo 6 sdo sintetizadas as

conclusdes, assim como as perspectivas de trabalhos futuros.
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2  FUNDAMENTACAO TEORICA

Afim de uma completa compreensdo deste trabalho, faz-se necessério expor alguns
conceitos basicos que estdo relacionados as andlises filogenéticas. L.ogo apds, serd apresentada

uma visao geral da familia em estudo.

2.1 Analise Filogenética

Nesta secdo sdo apresentados conceitos basicos para se compreender uma andlise
filogenética. A secdo estd dividida em quatro partes e seu conteudo estd fortemente baseado
nos capitulos 2, 3 e 5, respectivamente, do livro Bioinformatica: da Biologia a Flexibilidade
Molecular de Verli (2014). As informagdes apresentadas na primeira e quarta parte desta
secdo se basearam também nos livros Principios de Bioquimica de Lehninger de Nelson e Cox
(2018) e Fundamentos de Filogenética Sistemética de Wigele (2005). A primeira parte desta
secdo apresenta conceitos sobre informacdes bioldgicas. A segunda descreve conceitos sobre
alinhamento de sequéncias e os principais algoritimos de alinhamento. A terceira descreve

conceitos relacionados a inferéncia filogenética e os principais métodos de inferéncia.
2.1.1 Informacgdo Biologica

Apesar de apresentar grandes diferencas em suas caracteristicas gerais, todos os seres
vivos sd@o compostos basicamente pelos mesmos tipos de moléculas. As informagdes que regem
como a vida ird se manifestar estdo contidas no Acido Desoxirribonucleico (DNA). No interior
das células, porém, essas informag¢des ndo sdo utilizadas diretamente. A célula precisa de uma
molécula intermediaria chamada Acido Ribonucleico (RNA), que é sintetizada a partir do DNA
em um processo chamado transcri¢do. O RNA funciona como um molde e € a partir dele que a
informacao vai ser traduzida e expressa na forma de proteinas. Todos esses processos, desde o
DNA até a sintese das proteinas, sdo definidos como o Dogma Central da Biologia Molecular

(Figura 1) e seguem um fluxo de informacao universal para sistemas bioldgicos (VERLI, 2014).



18

Figura 1 — Dogma central da biologia molecular

Replicacéo Replicacéo
Transcricéo Tradugéo
DNAL * [RNA] - Proteina
Transcrigéo
reversa

Fonte: adaptado de (NELSON; COX, 2018).

2.1.1.1 Acidos Nucleicos

Acidos nucleicos sdo polimeros formados por unidades menores chamadas nucleo-
tideos , que se conectam uns aos outros através de ligacdes fosfodiéster. Os nucleotideos sao
formados basicamente por uma pentose, um grupo fosfato e uma base nitrogenada. A Figura 2

mostra a estrutura basica de um nucleotideo.

Figura 2 — Estrutura basica de um nucleotideo.

NH;

N \
Gurpo fosfato { ’ N
N

Z

N

Base nitrogenada

Pentose

Fonte: adaptado de (NELSON; COX, 2018).

A pentose pode ser de dois tipos B-D-ribose (ribose) ou a 2-desoxi-f3-D-ribose
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(desoxirribose), com as seguintes férmulas estruturais:

OH OH

\CHQ OH \CHZ OH
O O
2.1)
OH OH OH H
Ribose Desoxirribose

As bases nitrogenadas podem ser classificadas em dois tipos, purinas (adenina

e guanina) e pirimidinas (timina, citosina e uracila), com as seguintes formulas estruturais

respectivamente:
NH, O
N N N P
{ N< |
(2.2)
N ) N )\
/ N / N NH,
H H
Adenina (A) Guanina (G)
0] NH; 0]
H;C H H
N _ \ N N _
cr .
N \ o N \ o N \ o
H H H
Timina (T) Citosina (C) Uracila (U)

Numa molécula de DNA os desoxirribonucleotideos formam uma cadeia dupla de
aminodcidos, onde guanina se liga a citosina (G = C) e adenina se liga a timina (A =T7). A
molécula de RNA, por sua vez, é formada por apenas uma cadeia simples de ribonucleotideos e

apresenta mais uma outra caracteristica diferente: timina (T) € substituida por uracila (U).
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2.1.1.2 Proteinas

Como visto anteriormente, as proteinas sao o produto direto da informagdo genética.
Esses polimeros sdo formados por unidades menores chamadas aminodcidos e ligam-se uns
aos outros por ligacdes petidicas. Todos aminodcidos s30 compostos por um grupo amino, um
grupo carboxilico e um radical ligado ao carbono . A Figura 3 mostra a estrutura basica de um

aminoacido.

Figura 3 — Estrutura bdsica de um aminoé-

cido.
Grupo amino Grupo carboxilo
H
H OH
N /
N—C——~C
2y
H O
R
Radical

Fonte: adaptado de (NELSON; COX, 2018).

Durante a sintese proteica cada tripleta de nucleotidios ird codificar para um amino4-
cido, possibilitando ao todo codificar 20 aminoacidos diferentes. Os cédons e seus respectivos

aminodcidos podem ser observados na Figura 4.
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C A
UuU } e | VY] UAU } ey | UG } -
uuC uce [ | UAC UGC
UUA } UCA UAA } UGA Y} stop | A
Leu (L) Stop
UUG UCG | UAG UGG } Trp (W)
CUU ) CCU ] CAU } _ ccu
His(H)

C cuc > Leu (L) ccc > Pro (P) CAC cec Arg (R)
CUA CCA CAA CGA
CUG | CCG | CAG }G'" e
AUU ] ACU] AAU } AGU }

A | AUC IR0 | Accl | AAC o age [ 2o
AUA | ACA AAA AGA
AUG } Met )| ACG AAG } S PNcle } e
GUU GCU] GAU GGU
GUC GCC GAC } AP O cac
GUA [V | coaf M@ | ) cea [ VO
GUG GCG GAG } B Gas

Nota: Ala - Alanina, Arg - Arginina, Asn - Aspargina, Asp - Acido aspartico, Cys - Cisteina, Gln -
Glutamina, Glu - Acido Glutamino, Gly - Glicina, His - Histidina, Ile - Isoleucina, Leu - Leucina,
Lys - Lisina, Met - Metionina/Cédon de inicio, Phe - Fenilalanina, Pro - ‘Prolina, Ser - Serina, Stop -
Cédon de parada, Thr - Treonina, Trp - Triptofano, Tyr - Tirosina, Val - Valina.

Fonte: adaptado de (NELSON; COX, 2018).

2.1.1.3 Mutagoes

Durante os processos quimicos e bioldgicos normais do organismo, o DNA, assim

como a informacao armazenada por ele, pode sofrer modifica¢des. Essas modificagdes recebem

o nome de mutagdes e sao uma das fontes primarias da diversidade genética (CHOUDHURI,

2014).

Uma mutacio ocorre quando um par de bases extra € inserido na cadeira polinucleo-

tidica ou quando um par de bases originais € deletado ou quando uma par de bases € substituida

por outro. A substitui¢io de uma purina por uma pirimidina, ou vice-versa, ¢ chamada de

transversdo, enquanto uma substitui¢ao de uma purina por uma purina ou uma pirimidina por
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pirimidina é chamada de transicao.

Como visto anteriormente, cada cédon corresponde a um aminodcido. Uma tnica
alterac@o nos pares de bases pode modificar o aminodcido codificado. As substituicdes podem
gerar trés tipos de mutagdo: mutacdo silenciosa, mutagdo de sentido trocado ou mutagao sem
sentido. Uma mutacdo silenciosa é quando a troca de um nucleotideo ndo altera o aminoécido
codificado, geralmente quando a substitui¢do ocorre na primeira ou segunda posicao do cédon.
Uma mutagdo de sentido trocado € quando a troca de um nucleotideo altera o aminodcido
codificado, geralmente quando a substitui¢do ocorre na terceira posi¢ao do cédon. Mutacao sem
sentido € quando a troca de um nucleotideo gera um cédon de parada. Diferente das substitui¢des,
as insercOes e dele¢des (INDELSs) modificam a fase de leitura do DNA, ou seja, toda a cadeia de

aminodcidos serd alterada partindo de onde houve a mutagdo.

2.1.1.4  Sequéncias Genéticas

As informagdes contidas nos dcidos nucleicos podem ser representadas por longas
séries de letras, possibilitando que sejam analisadas computacionalmente. Em sua maioria, essas
séries de letras sdo provenientes de técnicas de sequenciamento do DNA, devido as regras de
pareamento das bases e a facilidade na conversdo dos cddons (STEVENS; BOUCHER, 2015).
As sequéncias podem ser de dois tipos: sequéncia de nucleotideos, onde cada letra corresponde a
uma base nitrogenada (A, T, C e G), ou sequéncia de proteina, onde cada letra corresponde a um

aminoacido (A,C,D,E,F G, H,, K, LLM,N,P,Q,R,S, T, V,W,e Y).

2.1.2 Alinhamento de sequéncias

Verli (2014) conceituou os alinhamentos como sendo "técnicas de comparacgdo entre
duas ou mais sequéncias bioldgicas, que buscam séries de caracteres individuais que se encontram
na mesma ordem nas sequéncias analisadas". De forma mais pratica, alinhamentos podem ser
definidos como comparagdes entre sequéncias afim de observar seus graus de identidade ou
similaridade (PROSDOCIMI, 2007).

O alinhamento de sequéncias € essencial para a maioria das andlises de bioinforma-
tica. Um bom alinhamento, por exemplo, pode indicar possiveis relacdes evolutivas entre as
sequéncias ou indicar se duas sequéncias estdo relacionadas ao mesmo tipo de gene (VERLI,
2014; STEVENS; BOUCHER, 2015).

No alinhamento, as sequéncias sdo organizadas em linhas e os caracteres biolégicos
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em colunas. Ao longo das sequéncias iniciais sao adicionados gaps (-), representando possiveis
INDEL’s, de forma que todas as sequéncias finais possuam o mesmo tamanho. Apds alinhados,
caracteres idénticos sdo chamados de matchs e a substituicdo de caracteres é chamada de
mismatch. Apés o alinhamento, os graus de identidade e similaridade das sequéncias podem ser

calculados, de acordo com Choudhuri (2014), seguindo as férmulas abaixo:

odcidos idénti
%ldentidade (PID) — ( SROACICos IEEMHCOS ) L 100 2.4)
total de aminoacidos
e aminoécidos idénticos + substitui¢cdes similares
% Similaridade = — x 100 (2.5)
total de amino4cidos

Para Verli (2014), os alinhamentos podem ser classificados quanto ao numero de
sequéncias e quanto a extensdo das regides analisadas. Quanto ao nimero de sequéncias, o
alinhamento pode ser simples ou miultiplo, onde alinhamentos simples comparam somente
duas sequéncias entre si e o alinhamento multiplo comprara vérias sequéncias simultaneamente.
Quanto a extensdo das regides analisadas, o alinhamento pode ser local ou global, onde o
alinhamento local utiliza somente regides de alta similaridade na busca do melhor alinhamento,
nao importando as sequéncias adjacentes, e o global realiza a busca utilizando a sequéncia em

toda a sua extensdo. Nas Figuras 5 e 6 podemos ver exemplos de diferentes tipos de alinhamento.



Figura 5 — Exemplo de alinhamento simples local utilizando a ferramenta
BLAST

BLASTN 2.11.0+

Reference: Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, and Webb
Miller (2000), "A greedy algorithm for aligning DNA sequences", J
Comput Biol 2000; 7(1-2):203-14.

Database: NZ_AUHR01000001.1
78 sequences; 9,896 total letters

Query= AE016825.1:421225-422698

Length=1474

Score E

Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
NZ_AUHR01000037.1:107-1651 2126 0.0
>NZ_AUHR01000037.1:107-1651
Length=1545

Score = 2126 bits (1151), Expect = 0.0

Identities = 1367/1473 (93%), Gaps = 8/1473 (1%)

Strand=Plus/Plus

Query 6 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCATGCTTTACACATGCAAGTCGAA 65

FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Sbjct 12 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCATGCTTTACACATGCAAGTCGAA 71

Query 66 CGGTAACAGGGTGCTT-GCACCGCTGACGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATGCGTCGGAAT 124
(AR e e e R NN RN N RN AR RN RN AR R AR
Sbjct 72 CGGTAACAGGG-ACTTCGGTCTGCTGACGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATGCATCGGAAC 130

Query 125  GTACCGTGTAATGGGGGATAGCTCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATACGCCCTGAGG 184
RN R n NN e e E N e AR A RN R AR R A AN NN
Sbjct 131  GTACCGAGTAATGGGGGATAACGCATCGAAAGGTGTGCTAATACCGCATACGCCCTGAGG 190

Query 1322 GTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGT 1381
FECEREREEE R e e et e Feer e e e e e e
Sbjct 1328 GTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC 1387

Query 1382 CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGAGTTTCACCAGAAGTGGGTAGGCTAAC 1441
(AR RN AR NN RN RN D TEEEEr e el
Sbjct 1388 CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGAATCCGCCAGAAGTGGGTAGGGTAAC 1447

Query 1442 CGCAAGGAGGCCGCTTACCACGGTGGGATTCAT 1474
PETEEEEE FEEE e e el
Sbjct 1448 CGTAAGGAGCCCGCTTACCACGGTAGGTTTCAT 1480

Lambda K H
1.33 0.621 1.12

Gapped

Lambda K H

1.28 0.460 0.850
Effective search space used: 12608784

Database: NZ_AUHR01000001.1

Posted date: Mar 22, 2021 7:30 PM
Number of letters in database: 9,896
Number of sequences in database: 78

Matrix: blastn matrix 1 -2
Gap Penalties: Existence: 0, Extension: 2.5

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 6 — Exemplo de alinhamento multiplo global utilizando a ferramenta MAFFT

CLUSTAL format alignment by MAFFT L-INS-i (v7.471)
WP_011136890.1 MRLILLGAPGAGKGTQANYIREKFGIPQISTGDMLRAAVKAGTPLGLEAKAIMDAGGLVR
WP_043632461.1 MRLILLGAPGAGKGTQANFIKEKFGIPQISTGDMLRAAVKAGTPLGLEAKAIMDAGGLVR
WP_147684476.1 MKLILLGAPGAGKGTQANYIKEKFGIPQISTGDMLRAAVKAGTPLGVEAKQIMDAGGLVR
WP_012696587.1 MKLILLGAPGAGKGTQAQFICQKFGIPQISTGDMLRAAVKAGTPLGLEAKKVMDAGGLVS
K 1 kokokokskokskokRokoRsk KooK $ 1K 1 sokokskakkokskok sk sk skok sk sk ok ook £ skokok 2 skokskok ook ok
WP_011136890.1 DDIIIGLVKERIAQDDCANGFLFDGFPRTIPQAEAMIAAGVDIDYVVEIDVPDAAIVERM
WP_043632461.1 DDIIIGLVKERIADADCANGFLFDGFPRTIPQAEAMIAAGVDIDYVVEIDVPDAAIIERM
WP_147684476.1 DDIIIGLVKERIAEADCANGFLFDGFPRTIPQAEAMKEAGVDIDYVVEIDVPDENIIDRM
WP_012696587.1 DDIIIGLVKERIAQADCANGFLFDGFPRTIPQAEAMKAAGVNLDFVVEIDVPDSAIVERM
sokskokokoskokskokoRokok 1 kokokoskoksokokskoksokRskokskokRokokok  skokok 1 2ok 1 kokskokokokokok ok 1 Kok
WP_011136890.1 AGRRVHLASGRTYHVTFNPPKAAGKDDVTGEDLVQRDDDKEETVKKRLAVYHEQTAVLVG
WP_043632461.1 AGRRVHLPSGRTYHIRFNPPKVAGKDDVTGEELVQRDDDREDTVKKRLAVYHEQTAVLVG
WP_147684476.1 SGRRVHVASGRTYHVKYNPPKAEGVDDETGEPLVQRDDDKAETVKKRLDVYHEQTEVLVG
WP_012696587.1 SGRRVHVASGRTYHVKFNPPKVAGKDDETGEDLIQRADDNEETVLKRLAVYHEQTEVLVG
Dkskskokok L kokokokokok D Dokskk L K kk kR K kok kR, DRk ok skokokokokk kokokok
WP_011136890.1 FYGKLAESGSAKAPKYVKIDGTRAVETVRDDVLKALGA
WP_043632461.1 FYGERAASGDAKAPKYVKIDGTRAVETVRDEVLKALGA
WP_147684476.1 FYSQMAASGDAKAPKYVKIDGTQAVESVRDTVLAALGA
WP_012696587.1 YYSNMAASGDKTAPTYVKIPGVGSVDGIRDAIFRALGA
TRk okk L kok kokdkok kL sk skk 1rokokkk

Fonte: elaborado pela autora.

2.1.2.1 Programacdo Dinamica

A forma mais comum de se obter um alinhamento simples € utilizando algoritimos
de programacao dindmica. A programacgdo dinamica € um método baseado no principio de
otimizagdo de Bellmann, onde € proposto a solu¢cdo de problemas complexos através da resolucao
de subproblemas, conferindo uma vantagem funcional e acelerando a resolu¢do do problema
complexo (VERLI, 2014). A programacdo dinamica pode ser utilizada tanto para alinhamentos
globais, utilizando o algoritmo de Needleman-Wunsch, como para alinhamentos locais, utilizando
o algoritmo de Smith-Waterman.

O algoritmo de Needleman-Wunsch segue trés passos: inicializacdo, preenchimento
e traceback. Durante a inicializag¢do o algoritmo transforma a relacdo entre as sequéncias em
uma matriz H(n+ 1,m+ 1), onde n e m sdo os comprimentos das sequéncias a serem alinhadas.
Nessa matriz as linhas sdo definidas pelos caracteres da sequéncia a e as colunas pelos caracteres

da sequéncia b. A fim de permitir a inser¢cao de gaps no inicio do alinhamento, o algoritmo
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adiciona uma coluna e uma linha vazia no inicio da matriz. Durante o preenchimento da matriz

os subcaminhos associados ao alinhamento serdo calculados seguindo a func¢ao abaixo:

H(i—1,j—1)4+s(ai,b;) mismatch
H(i, j) = max  maxg<(H(i—k, j)+W;) delegio (2.6)

maxj<i(H(i,j—1)+W;) insercao

onde0<i<n,0<j<m,s(a,b)éafun¢do de mismatch e W é a pontuagio de gaps.

A func¢do de mismatches e a pontuacao de gaps vao receber valores de acordo com
uma matriz de custo. Para a pontuagdo de alinhamentos de nucleotideos as mais conhecidas
sao0 MATS50 e a MAT70, enquanto para sequéncias protéicas as mais conhecidas sdao as matrizes
PAM e BLOSUM. As Figuras 7 e 8 mostram exemplos de matriz de custo para nucleotideos e

para aminodcidos respectivamente.

Figura 7 — Matriz de custo

MAT70

A 2

c -2 2

G -1 -2 2

T -2 -1 -2 2

Y -2 0 -2 0 O

R 0 -2 0 -2 -2 0
N 00 0 O 0 0 O

Nota: Y representa pirimidinas, R
representa purinas e N representa
qualquer nucleotideo.

Fonte: adaptado de (PROSDOCIMI,
2007)

Por fim, no traceback, o algoritimo ird escolher o melhor subcaminho comecando da
célula H(n,m) e indo na direcdo em que a matriz foi criada.

O algoritmo de Smith-Waterman € uma modificacao do algoritmo de Needleman-
Wunsch. As principais diferencas consistem em: a e b sdo subsequencias da sequéncia original
e € adicionada uma opcao a mais na fung¢do de preenchimento da matriz onde todos os valores

negativos sao zerados.
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Figura 8 — Matriz de custo BLOSUMS0

A 5

R -2 6

N -2 -1 6

D 2 -2 1 6

C -1-4-3-4 9

Q -1 10 -1-46

E -1-1-11-5 26

G 0 -3-1-2-4-2-36

H 200 -2 410 -3 8

| 2 3 -4-4-2-3-4-5-4°5

L 23 -4-5-2-3-4-4-314

K -1 2 0 -1 -4 1 -2-1-3-3G5

M -1-2-3-4-20-2-4-212-26

F 3 4 -4-4-3-4-4-4-2-10 406

P 12 -3-2-4-2-2-3-3-:4-3-:1-3+4 38

S -1 1-200-1-1-3-3-1-2-3-15

T 0 -1 1-1-1-1-2-2-1-2-1-1-2-2175

W -3 446 -3-3-4-4-3-3-=2-4-20-5-4-411

Y 233432342 -2-23-23-4-2227

V 03-4-4-1-3-34-431-31-1-3-=220-3-24

B 2-155401-1-14-4-1-34-20-1-5-3:435

J 2 3452345433320 -4-3-1-3-22 -4 3

Z 100 1-445-304-31-1-4-20-1-3-3:320 375
X -1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-21-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1
* 6 6 6 666 6 6666666666 -6-6-6-6-b66-6-61

AARNDT CQEGH I LKMFZPSTWYVBJ ZX *
Fonte: adaptado de (NCBLI.. ., 2021)
O preenchimento da matriz € feita conforme a fun¢do abaixo:
(
0
o H(i—1,j—1)+s(a;,b;) mismatch
H (i, j) = max (2.7)

maxy<)(H(i—k, j)+ W) delecdo

| max< (H(i,j—1)+W,) insercdo

onde H(i,0)=0,H(0,j)=0,0<i<n,0<j<m, s(a,b) é afuncdo de mismatche W é a
pontuacao de gaps.

Os algoritmos de programagao dindmica também sdo usados para lidar com multiplas
sequéncias. Para isso utiliza-se o método de Soma Ponderada dos Pares, onde é calculada uma
pontuacdo para cada par de alinhamento possivel e no final os valores de similaridade para cada

um dos pares sao somados.
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2.1.2.2 K-Tuple

Além da programacao dinamica, outro algoritimo comum para se obter um alinha-
mento simples é o K-Tuple. K-Tuple ¢ um método muito util para buscar similaridade entre uma
Unica sequéncia e um grande conjunto de dados. Para isso, o algoritmo divide uma sequéncia
alvo e as sequencias do banco de dados em pequenas sequéncias chamadas palavras. As palavras
da sequéncia alvo sdo comparadas as palavras do banco de dados e apds uma busca de identidade,
o algoritmo alinha as duas sequéncias completas a partir das palavras similares, estendendo a
andlise de similaridade para as regides vizinhas anteriores e posteriores. Por fim, utilizando uma
matriz de pontuacao, o algoritmo calcula o melhor alinhamento. Esse método € utilizado por

ferramentas como o BLAST.

2.1.2.3 Alinhamento Progressivo

O alinhamento progressivo € um método heuristico criado para acelerar os calculos
de um alinhamento global miiltiplo, realizando buscas aproximadas pelo resultado 6timo. Primei-
ramente € realizado um alinhamento simples de todas as possiveis combina¢des de sequéncias e
verifica-se a distancia evolutiva entre elas. A partir dessa distancia € criada uma filogenia e entao
constroi-se progressivamente o alinhamento de acordo com os ramos proximos. O algoritmo
construird um alinhamento através de programacao dindmica para duas sequéncias e todo o
restante das sequéncias serdo alinhadas baseando-se neste primeiro par. Apds o alinhamento as
duas sequéncias serdo entdo tratadas como uma e alinhadas a outra sequéncia filogeneticamente

mais proxima. Esse método € utilizado por ferramentas como o CLUSTAL e MATFF.

2.1.2.4  Pontuacdo Baseada em Consisténcia

Pontuagdo baseada em consisténcia € um método baseado no algoritmo de ali-
nhamento progressivo. Seu diferencial € a realizacdo de outros alinhamentos par-a-par para
aperfeicoar as comparagdes entre as sequéncias, nao levando em consideracdo apenas o primeiro
par de sequéncias alinhadas. Esse método € utilizado por ferramentas como o T-COFFEE e

MATFFE.
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2.1.2.5 Refinamento Iterativo

Refinamento iterativo também € um método semelhante ao algoritmo de alinhamento
progressivo. Seu diferencial € o realinhamento constante dos grupos de sequéncias ao longo
das andlises, garantindo que o alinhamento inicial ndo defina o resultado final. Esse método é

utilizado por ferramentas como o MUSCLE e MATFF.
2.1.2.6 Significancia estatistica

Para determinar o quao bom € um alinhamento, devem ser feitos cdlculos de signifi-
cancia estatistica. A estatistica de Karlin-Altschul (KARLIN; ALTSCHUL, 1990) € usada para
determinar a significancia de alinhamentos locais e € expressa através do e-value. E-value é o
nimero esperado de alinhamentos distintos com pontuagdo igual ou melhor, que seria encontrado
em sequéncias aleatdrias similares as originais.

Ao encontrar os Pares de Segmentos de Alta Pontuacdo (HSP) em um alinhamento
local, € necessdrio analisar se essa pontuagdo surgiu por acaso. Para isso é gerado um modelo
aleatorio das sequéncias e os alinhamentos aleatérios sdo pontuados de acordo com uma matriz

de custo. O célculo do E-value para um HSP de pontuacdo S € dado pela férmula:
E = Kmne ™S (2.8)

onde m é o comprimento da sequéncia de entrada, n é o tamanho do banco de dados e K e A sdo
parametros de escala natural para o tamanho do espaco de busca e para o sistema de pontuacao,
respectivamente. Quanto menor o e-value mais significante € o resultado, ou seja, menor a
chance do alinhamento ser aleatdrio.

Diferente dos alinhamentos locais, a distribuicao aleatéria de alinhamentos globais
ainda ndo é bem entendida. Um dos métodos para se estimar a significincia de alinhamentos
globais seria gerar multiplos pares de sequéncias aleatdrias, de composicdo € comprimento
apropriados, calcular o alinhamento 6timo para cada um e, considerando que se tratasse de uma
distribuicao normal, expressar um P-value de acordo com a média e a variancia (ALTSCHUL,

2011).
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2.1.3 Inferéncia Filogenética

A partir de um bom alinhamento € possivel aplicar métodos de inferéncia filogenética
para a constru¢do de uma drvore. Uma arvore filogenética permite investigar as relacoes
evolutivas entre os organismos. Como mostra a Figura 9, existem varios métodos de inferéncia
filogenética, cada um com diferentes niveis de poder, eficiéncia, consisténcia e robustez. Esses

métodos podem ser classificados em dois tipos: quantitativos e qualitativos.
Figura 9 — Comparacdo entre métodos de inferéncia filogenética

Exigéncia
Computacional

Principio basico

Ligacdo Média Entre Grupos = Agrupas as sequéncias com menor distancia entre si. Baixa

Vizinho Mais Préximo Busca a arvore com menor nimero de ramos. Baixa

L . Busca a filogenia com menor nimero de eventos -
Maxima Parcimonia K Médio
evolutivos.

Busca a arvore com o valor de maior verossimilhanga

Maxima Verossimilhanga . : B Alta
entre todas as filogenias construidas.
Amostra um numero representativo de filogenias a
Inferencia Bayesiana partir do espago amostral total de arvores e busca a Alta

mais provavel.

Fonte: adaptado de (VERLI, 2014).

2.1.3.1 Meétodos quantitativos

Os métodos quantitativos, também chamados métodos de distancia, determinam a
filogenia baseados na quantidade de diferencas entre os alinhamentos. Sao métodos de enorme
eficiéncia computacional, geralmente utilizados na constru¢@o de arvores iniciais que vao ser
utilizadas depois em um método qualitativo (VERLI, 2014). Os métodos quantitativos mais
usados sdo Vizinho Mais Préximo (NJ) e Ligacdo Média entre Grupos (UPGMA).

O UPGMA (SNEATH et al., 1973) baseia-se na hipdtese de que todos os organismos
evoluem em taxas constantes. Os alinhamento sdos convertidos em matrizes de distincia par-a-
par para todas as sequéncias incluidas e o par de sequéncias com a menor distancia é agrupado.
Uma nova distancia € calculada e o procedimento se repete até que restem apenas duas sequéncias.
Esse método pode gerar multiplas arvores, caso algumas das distancias sejam iguais e pode

levar a falsas topologias, caso os dados ndo se encaixem na hipétese do relégio molecular. Esse
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método € utilizado por ferramentas como o MEGA e Geneious.

O NJ (SAITOU; NEI, 1987) baseia-se nos algoritmos de evolucao minima, os quais
buscam a drvore com menor soma total de ramos. A construcao da arvore € similar ao método da
Ligacdo Média entre Grupos, porém a matriz de distancias é construida a partir da aplicacdo de
um modelo de substituicdo. Esse método gera somente uma arvore final, uma vez que distancias
iguais sdo tratadas em ordem ou aleatoriamente. Esse método também € utilizado por ferramentas

como o MEGA, Geneious e QuickTree

2.1.3.2 Meétodos qualitativos

Os métodos qualitativos determinam uma filogenia seguindo um critério, onde, dentre
varias arvores, é escolhida a arvore de maior valor associado a esse critério (VERLI, 2014). Os
métodos quantitativos mais usados sao Maxima Parcimdnia (MP), Maxima Verossimilhanca
(ML) e Inferéncia Bayesiana (BI).

A MP (Guilherme de Ockham) baseia-se no principio de que a natureza opta pelos
caminhos mais simples, onde a filogenia mais provavel € a que apresentar o menor nimero
de eventos evolutivos (FITCH, 1971). O método calcula as probabilidades de mudanga dos
nucleotideos para cada sitio, considerando cada sitio individualmente e utilizando uma matriz
de custo. Sitios que ndo apresentam variacdo ou autapomorfias sdo descartados das andlises.
Os menores custos para cada sitio sao somados para encontrar o tamanho dos ramos e a arvore
com 0s ramos mais parcimoniosos serd a arvore final. Esse método pode falhar ao estimar a
relac@o evolutiva entre muitos tdxons, agrupando incorretamente os tdxons com maiores taxas de
evolucdo. Esse método € utilizado por ferramentas como o MEGA, PHYLIP e PAUP.

O ML (FISHER, 1922) baseia-se no principio de que a verossimilhanca de uma
arvore € proporcional a probabilidade de explicar os dados do alinhamento. O método cria uma
filogenia inicial e calcula a probabilidade de todas as mudancas possiveis para cada sitio do
alinhamento, utilizando um modelo evolutivo para atribuir valores e pardmetros as substituicoes.
Esse método considera que cada sitio evolui de forma independente e elimina das anélises, sitios
que apresentam delegcdes. As verossimilhangas de cada sitio sdo multiplicadas para encontrar
a verossimilhanca da 4rvore e, apés uma amostragem com vdrias arvores, a arvore de valor
maximo de verossimilhanca serd a arvore final. Esse método é utilizado por ferramentas como o
MEGA, PAUP, PAML, PHYLIP e RAXxML.

A BI (Thomas Bayes) baseia-se na inclusdo de evidéncias prévias no calculo da
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probabilidade de acontecimento de determinados eventos (STIGLER, 1982). O método calcula
as probabilidades posteriores para cada filogenia proposta utilizando a férmula de Bayes abaixo:

L(H)L(D | H)

L(H | D) = ==

(2.9)

onde L(H | D) é a probabilidade posterior , L(H) é a probabilidade a priori, L(D | H) descreve o
calculo da méxima verossimilhancga e L(D) € a probabilidade total. Para realizar amostragens
a partir do conjunto total de filogenias, esse método se utiliza do Monte Carlo via Cadeiras de
Markov (MCMC), relacionando cada filogenia a um valor probabilistico. O algoritimo MCMC
mais usado é o Metropolis-Hastings, que realiza perturbagdes aleatdrias em uma filogenia inicial,
aceitando ou rejeitando a nova topologia de acordo com o célculo de razdo das probabilidades.
Este algoritimo garante que diversas filogenias com probabilidades posteriores crescentes sejam
amostradas do espaco total de filogenias. O método de inferéncia Bayesiana € utilizado em

ferramentas como o Mr. Bayes e BEAST.
2.1.3.3 Confiabilidade

A sustentacdo de uma filogenia esta relacionada ao nimero de filogenias excluidas,
a partir do conjunto total de filogenias. Para determinar essa confiabilidade € necesséario aplicar
um método de reamostragem chamado Bootstrap. A reamostragem € realizada a partir do
conjunto de alinhamentos original. Tratando cada sitio de forma independente, sdo geradas
vérias pseudoreplicatas com o mesmo tamanho das originais. A partir de cada novo conjunto de
alinhamento o algoritmo constrdi uma filogenia. Ao final os clados s@o analisados e é contada a
sua presenca em todas as filogenias construidas, onde nimeros acima de 70 sdo considerados de

boa sustentacao (VERLI, 2014).
2.1.4 Representacio das Arvores

As édrvores filogenéticas representam o contexto evolutivo dos organismos de forma
grafica. Como pode ser visto na Figura 10, as arvores sdao formadas por nés, representando
ancestrais hipotéticos, conectados por varios ramos, representando as linhagens evolutivas .
Os terminais identificam os tdxons incluidos na andlise filogenética e o tamanho dos ramos
geralmente significam a distincia evolutiva entre esses tdxons.

As arvores podem ser apresentadas de varias maneiras (Figura 11), evidenciando o

ancestral mais antigo, através de uma raiz, ou evidenciando apenas as relacdes evolutivas entre
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Figura 10 — Visdo geral de uma arvore filogenética.

‘ Terminal
Raiz

Fonte: elaborado pela autora.

os taxons. Para identificar a raiz de uma filogenia, geralmente € necessario a inclusdo de grupos
externos, que sdao grupos proximos ao grupo em estudo, mas que surgiram antes na historia

evolutiva (LOPES et al., 2014).
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Figura 11 — Possiveis representacdes de uma mesma arvore filogenética.

Classico Circular

1

Desenraizada Retangular

Fonte: elaborado pela autora.

Analisando os tdxons de uma arvore, podemos reconhecer trés tipos de agrupamentos:

monofiléticos, parafiléticos e polifiléticos (Figura 12).
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Figura 12 — Tipos de classificacdes de tdxons.

Monofilético Parafilético

Polifilético

Fonte: elaborado pela autora.

Grupos monofiléticos incluem todos os descendentes de um tnico ancestral comum,
podendo ser denominados clados. Grupos parafiléticos também derivam de um tnico ancestral
comum, porém nem todos descendentes fazem parte do grupo. Grupos polifiléticos derivam de
dois ou mais ancestrais diferentes. Esses padroes ajudam a descrever caracteristicas resultantes
de homologia, similaridade originada por ancestralidade comum, ou convergéncia evolutiva,

similaridade originada independentemente, sem ancestralidade comum.
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2.2 Chromobacteriaceae

Nesta secdo € apresentada uma visdo geral da familia em estudo. A secdo estd
dividida em quatro partes. A primeira parte apresenta algumas caracteristicas gerais da familia.
A segunda descreve a diversidade das espécies pertencentes a familia. A terceira descreve alguns
aspectos sobre a importancia econdomica desses organismos. Por fim, a quarta parte relata casos

de patogenicidade associados a membros da familia.

2.2.1 Caracteristicas Gerais

Chromobacteriaceae € uma familia de betaproteobactérias pertencentes a ordem
Neisseriales. De maneira geral a familia é composta por bactérias de vida livre, gram negativas,
ocorrem isoladas, em pares ou em cadeias, possuem formato bacilar e movem-se devido a
presenca de flagelo, salvo algumas excec¢des, que apresentam formato espiralar ou movem-se
devido a contragdes citoplasmaéticas. As colOnias ndo sdo pigmentadas, com exce¢do de alguns
géneros como Chromobacterium, lodobacter e Vogesella, que formam coldnias de coloracdo

roxa (ADEOLU; GUPTA, 2013).

2.2.2 Diversidade de Espécies

Chromobacteriaceae abriga em torno de 65 espécies com nomenclatura vélida. A
familia estd dividida em 19 géneros, sendo eles: Andreprevotia, Aquaspirillum, Aquitalea, Chiti-
nibacter, Chitiniliyticum, Chitiniphilus, Chromobacterium, Deefgea, Formivibrio, Gulbenkiania,
lodobacter, Jeongeupia, Laribacter, Leeia, Microvirgula, Paludibacterium, Pseudogulbenkiania,

Silvimonas e Vogesella. Chromobacterium é o género tipo e se caracteriza como 0 maior género

da familia (MADIGAN et al., 2016).

2.2.2.1 Andreprevotia

O género foi descrito por Weon et al. (2007) como bactérias em formato de bastao,
com tamanho entre 0,7-0,9 x 2,0-3,0 um, gram-negativas, méveis com um unico flagelo polar ou
subpolar. As colonias sdo de cor marfim, redondas e convexas, com margens claras em meio
Agar R2A. Sao positivas para catalase, oxidase e fermentacao de glucose. S3do negativas para
reducdo de nitrato, reacdo de Voges-Proskauer e desaminacdo de fenilalanina. O conteido G+C

do DNA da espécie tipo € 62 mol%. A espécie tipo € Andreprevotia chitinilytica.



37

De acordo com a Lista de Nomes Procariéticos com Posi¢do na Nomenclatura
(LPSN)! o grupo abriga atualmente duas espécies com taxonomia correta e nomenclatura valida:

Andreprevotia chitinilytica (WEON et al., 2007) e Andreprevotia lacus (SHEU et al., 2009).
2.2.2.2 Aquaspirillum

O género foi descrito por Hylemon et al. (1973) como organismos que possuem
células rigidas, helicoidal ou helicoidal curvo, com didmetro entre 0,2 e 1,5. Mdveis, devido a
presenca de flagelos, predominando um unico flagelo bipolar. Sdo gram-negativos, quimiorgano-
troficos, aerdbicos restritos, oxidase e catalase-positivas. Sdo indol e sulfatase negativos. Nao
hidrolisam caseina, amido ou hipurato e ndo fazem a fermenta¢do de carboidratos. Nao crescem
na presenca de 3% NaCl e apresentam polihidroxibutirato (PHB) intracelular. O contetido G+C
do DNA vai de 49 a 65 mol%. A espécie tipo é Aquaspirillum serpens.

De acordo com o LPSN, o grupo abriga atualmente seis espécies com taxonomia
correta e nomenclatura valida: Aquaspirillum arcticum (BUTLER et al., 1989), Aquaspirillum
bengal (KUMAR et al., 1974; SKERMAN et al., 1980), Aquaspirillum polymorphum (WILLI-
AMS; RITTENBERG, 1957; HYLEMON et al., 1973; SKERMAN et al., 1980), Aquaspirillum
putridiconchylium (TERASAKI, 1961; HYLEMON et al., 1973; SKERMAN et al., 1980),
Aquaspirillum serpens (MULLER, 1786; HYLEMON et al., 1973; SKERMAN et al., 1980) e
Aquaspirillum soli MOYA et al., 2017).

2.2.2.3 Agquitalea

O género foi descrito por Lau et al. (2006) como organismos que possuem células de
formato bacilar, gram-negativas e sem formacao de esporos. Os bacilos sdo curtos, entre 1 e 7 pm
de comprimento, retos ou curvos. Aerdbicos ou anaerdbicos facultativos, quimiorganotréficos e
sensiveis a NaCL. As células sao moveis, com um flagelo polar e sdo catalase- e oxidase-positivas.
O conteudo G+c do DNA € em torno de 59,2 mol%. A espécie tipo € Aquitalea magnusonii.

De acordo com o LPSN, o grupo abriga atualmente quatro espécies com taxonomia
correta e nomenclatura vélida: Aquitalea aquatilis (NGO et al., 2020), Aquitalea denitrificans
(LEE et al., 2009), Aquitalea magnusonii (LAU et al., 2006) e Aquitalea pelogenes (SEDLACEK
etal., 2016).

1

https://Ipsn.dsmz.de/
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2.2.2.4 Chitinibacter

O género foi descrito por Chern et al. (2004) como bacterias estritamente aerdbicas,
gram-negativas, com formato de bastdo, reto ou levemente curvo, com bordas arredondadas,
comprimento em torno de 1,3 e 2,6 um e largura em torno de 0,5 e 0,9 um. Possuem alta
mobilidade, devido a presenca de um ou dois flagelos polares. Sdo oxidase- e catalase-positivas.
Nao formam 4cido a partir da glucose. Q-8 € a principal quinona isoprendide. O conteudo G+C
do DNA € em torno de 56 mol%. A espécie tipo é Chitinibacter tainanensis.

De acordo com o LPSN, o grupo abriga atualmente trés espécies com taxonomia
correta e nomenclatura vélida: Chitinibacter alvei (YANG et al., 2010), Chitinibacter fontanus

(SHEU et al., 2016) e Chitinibacter tainanensis (CHERN et al., 2004).

2.2.2.5 Chitiniliyticum

O género foi descrito por Chang et al. (2007) e corrigido por Chang et al. (2009)
como bactérias de formato bacilar, gram-negativas e moveis devido a um tnico flagelo polar.
Armazenam reservas de granulos intracelulares de PHB. Nao formam enddsporos. Suas colonias,
em meio a base de quitina, sdo envoltas por uma larga zona clara, devido a degradagdo da quitina.
Nao produz pigmentos. Crescem bem utilizando quitina como tnica fonte de carbono, nitrogénio
e energia, tanto em condi¢des aerdbicas quanto anaerdbicas. Sdo positivas para oxidase, com
atividade varidvel para diferentes especies, e positivas para catalase. Q-8 € a principal quinona
isoprendide. O conteudo G+C do DNA € entre 62,2 € 69.5 mol%. A espécie tipo € Chitiniliyticum
aquatile.

De acordo com o LPSN, o grupo abriga atualmente duas espécies com taxonomia
correta e nomenclatura valida: Chitinilyticum aquatile (CHANG et al., 2007) e Chitinilyticum
litopenaei (CHANG et al., 2009).

2.2.2.6  Chitiniphilus

O género foi descrito por Sato et al. (2009) como bactérias de formato bacilar curvo,
gram-negativas e sem formacao de esporos. Os bacilos tem entre 0,7 e 0,8 um de largura e
entre 1,2 e 1,5 ude comprimento. As células sao méveis devido a um tnico flagelo polar. Sao
anaerobicos facultativos e sdo catalase- e oxidase-positivas. Nao produz dcido a partir de glucose,

mas € positiva para reducao de nitrato. O contetido G+c do DNA da espécie tipo € 67,6 mol%. A
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espécie tipo é Chitiniphilus shinanonensis.

De acordo com o LPSN, o grupo abriga atualmente duas espécies com taxonomia
correta e nomenclatura vélida: Chitiniphilus eburneus (SHENG et al., 2020) e Chitiniphilus
shinanonensis (SATO et al., 2009).

2.2.2.7 Chromobacterium

O género surgiu pela primeira vez na publicagdo de Bergonzini (1880) onde descre-
veu a espécie Chromobacterium violaceum. Em geral, o gé€nero é composto por bactérias em
forma de bastdo, gram-negativas, aerobias ou anaerdbias facultativas, que ndo formam esporos,
com tamanho variando em torno de 0,3-0,8 um por 1,5-2,6 um. Sao moéveis devido a um
unico flagelo polar, podendo em algumas espécies apresentar flagelos laterais ou subpolares. As
colonias apresentam coloragao violeta devido a um pigmento, solivel em dlcool, denominado
violaceina. Algumas espécies, entretanto, nao produzem pigmentos. Muitas especies podem
reduzir nitrato para nitrito e ndo produzem indol. Algumas espécies apresentam Q-8 como a
principal quinona isoprendide e moderadas quantidades de Q-7. Algumas espécies apresentam
atividade hemolitica positiva. A espécie tipo € Chromobacterium. violaceum.

De acordo com o LPSN, o grupo abriga atualmente doze espécies com taxonomia
correta e nomenclatura valida: Chromobacterium alkanivorans (BAJAJ et al., 2016), Chro-
mobacterium amazonense (MENEZES et al., 2015), Chromobacterium aquaticum (YOUNG
et al., 2008), Chromobacterium haemolyticum (HAN et al., 2008), Chromobacterium paludis
(BLACKBURN et al., 2020), Chromobacterium phragmitis (BLACKBURN et al., 2019), Chro-
mobacterium piscinae (KAMPEFER et al., 2009), Chromobacterium rhizoryzae (ZHOU et al.,
2016), Chromobacterium sphagni (BLACKBURN et al., 2017), Chromobacterium subtsugae
(MARTIN et al., 2007), Chromobacterium vaccinii (SOBY et al., 2013) e Chromobacterium
violaceum (BERGONZINI, 1880; SKERMAN et al., 1980).

2.2.2.8 Deefgea

O género foi descrito Stackebrandt et al. (2007) como bactérias gram-negativas, com
formato de bastdo, com tamanho em torno de 0,7-0,86 um x 3-4 um e anaerébicas facultativas.
Em geral ocorrem isoladas e sdo moveis devido a presenca de um ou, raramente, dois flagelos
polares. As colonias em meio R2A sdo circulares, convexas e de cor branco pérola. Sao catalase-

e oxidase-positivas. Possuem granulos de polihidroxibutirato e polifosfato. A principal quinona
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€ Q-8. Os lipidios polares sdo Fosfatidiletanolamina e fosfatidilglicerol. O contetido G+C do
DNA € em torno de 49mol%. A espécie tipo é Deefgea rivuli.

De acordo com o LPSN, o grupo abriga atualmente duas espécies com taxonomia
correta e nomenclatura valida: Deefgea chitinilytica (CHEN et al., 2010) e Deefgea rivuli
(STACKEBRANDT et al., 2007).

2.2.2.9 Formivibrio

O género foi proposto por Tanaka et al. (1991) que descreveu a espécie tipo como
bactérias gram-negativas, em formato de bastdo curvo, com pontas afiladas e arredondadas,
tamanho em torno de 1,1-2,5 um por 0,5-0,6 um, ocorrendo individualmente ou em pares.
Moéveis devido a um tnico flagelo polar. Colonias circulares, convexas incolores e translicidas,
com didmetro de até 0,2 mm. A célula contém dcido B-hidroximiristico. A parede celular contém
peptidoglicano do dcido meso-diaminopimélico (m-Dap) do tipo diretamente ligado. Catalase
negativa. Nitrato, sulfato, sulfito, tiossulfato e enxofre elementar ndo reduzido. Esculina, ureia e
gelatina nao hidrolisada. Indol ndo produzido a partir de triptofano. Contetido G+C do DNA 59
mol%.

De acordo com o LPSN, o grupo abriga apenas a espécie tipo Formivibrio citricus

(TANAKA et al., 1991).

2.2.2.10 Gulbenkiania

O género foi descrito por Vaz-Moreira et al. (2007) como bactérias nao formadoras
de esporos, gram-negativas, méveis e com formato de bastdo curvo. Apresentam catalase-,
oxidase- e arginina di-hidrolase positivas. Mesofilicas, quimiorganotroficas e aerdbicas. Nao
requerem nenhum fator de crescimento organico especifico. O nitrato € reduzido a nitrito.
Aminoécidos e 4cidos organicos, mas ndo acucares, sao usados como fonte de carbono. A
principal quinona é a Q-8, Q-9 é um componente secunddrio. O conteiido G+C do DNA da
especie tipo € 63 mol%. A espécie tipo é Gulbenkiania mobilis.

De acordo com o LPSN, o grupo abriga atualmente duas espécies com taxonomia
correta e nomenclatura valida: Gulbenkiania indica (JYOTI et al., 2010) e Gulbenkiania mobilis

(VAZ-MOREIRA et al., 2007).
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2.2.2.11 lodobacter

O género foi descrito por LOGAN (1989) como bactérias gram-negativas, com
formato de bastio, retas e pontas arredondadas, tamanho 0,7 por 3,0-3,5 um, ocorrendo indivi-
dualmente, em pares, as vezes em cadeira ou como filamentos longos. Mdveis, com um tnico
flagelo polar e um ou mais flagelos laterais. Cresce em meios de peptona comuns. A maioria
das cepas produz o pigmento violaceina. Sdo quimiorganotréficos, anaerdbios facultativos e
fermentam carboidratos sem producdo de gés. A espécie tipo é lodobacter fluviatilis.

De acordo com o LPSN, o grupo abriga atualmente quatro espécies com taxonomia
correta e nomenclatura valida: Iodobacter arcticus (SRINIVAS et al., 2013), Iodobacter ciconiae
(LEE et al., 2019), Iodobacter fluviatilis (MOSS et al., 1978; LOGAN, 1989) e lodobacter
limnosediminis (SU et al., 2013)

2.2.2.12  Jeongeupia

O género foi descrito por Yoon et al. (2010) como bacterias em forma de bastonete,
gram-negativas e anaerobias facultativas. Q-8 como ubiquinona predominante, catalase- e
oxidase-positivas. A espécie tipo € Jeongeupia naejangsanensis.

De acordo com o LPSN, o grupo abriga atualmente duas espécies com taxonomia
correta e nomenclatura valida: Jeongeupia chitinilytica (CHEN et al., 2013) e Jeongeupia

naejangsanensis (YOON et al., 2010).

2.2.2.13 Laribacter

O género foi proposto por Yuen et al. (2001) que descreveu a espécie tipo como
bactérias anaerdbicas facultativas, ndo foram esporos, gram-negativas, em forma de bastdo
espiralado. Nao crescem em NaCl 3%, ndo sdo modveis. Sao oxidase, catalase, urease e arginina
dihidrolase positiva e reduzem nitrato. Nao fermentam, oxidam ou assimilam agucares. O
conteido G+C do DNA da espécie tipo € 68,0 £ 2,43 mol%.

De acordo com o LPSN, o grupo abriga atualmente apenas a espécie tipo: Laribacter

hongkongensis (YUEN et al., 2001).
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2.2.2.14 Leeia

O género foi descrito por Lim et al. (2007) como bactérias em formato de bastdes
curtos, gram-negativos e nao formam esporos. Aerdbicas e moveis devido a presenca de um
unico flagelos polar. Sdo oxidase e catalase-positivas. Reduz nitrato para nitrito. A principal
quinona isoprendide é Q-8. Lipidios polares sao fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol e
difosfatidilglicerol. A espécie tipo € Leeia oryzae.

De acordo com o LPSN, o grupo abriga atualmente duas espécies com taxonomia
correta e nomenclatura valida: Leeia aquatica (SONG et al., 2020) e Leeia oryzae (LIM et al.,

2007).

2.2.2.15 Microvirgula

O género foi descrito por Patureau et al. (1998) como bactérias gram-negativas em
forma de bastdo curvo, muito méveis, ocorrendo individualmente, em pares ou em alguns casos
em grupos. Oxidase e catalase-positivas. Aerdbicas e quimiorganotréficas, com grande espectro
de fontes de carbono, exceto acticares. Capaz de crescimento anéxico em nitrato, nitrito e N, O.
O conteudo G+C do DNA em torno de 65 mol%. A espécie tipo € Microvirgula aerodenitrificans.

De acordo com o LPSN, o grupo abriga atualmente duas espécies com taxonomia
correta e nomenclatura vélida: Microvirgula aerodenitrificans (PATUREAU et al., 1998) e

Microvirgula curvata (SUBHASH et al., 2016).

2.2.2.16 Paludibacterium

O género foi descrito por Kwon et al. (2008) como bactérias gram-negativas, com
formato de bastao curvo e que ndo formam esporos. Moveis devido a um tnico flagelo polar,
anaerdbicas facultativas e positivas para catalase e oxidase. Reduzem nitrato, ndo produzem
indol ou acetoina e a quinona isoprendide predominante € Q-8. A espécie tipo € Paludibacterium
yongneupense.

De acordo com o LPSN, o grupo abriga atualmente trés espécies com taxonomia
correta e nomenclatura valida: Paludibacterium paludis (SHEU et al., 2014), Paludibacterium

purpuratum (KANG et al., 2016) e Paludibacterium yongneupense (KWON et al., 2008).
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2.2.2.17 Pseudogulbenkiania

O género foi descrito por Lin et al. (2008) como bactérias gram-negativas, em
formato de bastdes e que ndao formam de esporos, ocorrendo individualmente ou em pares. Sdo
aerébicas, méveis devido a um tnico flagelo polar, oxidase-positivas e catalase-negativas. Sao
quimiorganotrdficas, capazes de utilizar um grande espectro de fontes de carbono. Os principais
lipidos polares sdo difosfatidilglicerol, fosfatidilglicerol e fosfatidiletanolamina e a principal
quinona ubiquinona é Q-8. A espécie tipo € Pseudogulbenkiania subflava.

De acordo com o LPSN, o grupo abriga atualmente duas espécies com taxonomia
correta e nomenclatura valida: Pseudogulbenkiania gefcensis (LEE et al., 2013) e Pseudogul-

benkiania subflava (LIN et al., 2008).

2.2.2.18 Silvimonas

O género foi descrito por Yang et al. (2005) como bactérias gram-negativas, ana-
erdbicas facultativas e em forma de bastio, tamanho 1,3-2,0 um por 0,5-0,8 um. Ocorrem
individualmente ou em pares e sao méveis devido a um tnico flagelo polar. As coldnias em meio
R2A sdo circulares, convexas e de coloragdo branco leitoso. S@o catalase e oxidase positivas e a
quinona predominante é Q-8. A espécie tipo é Silvimonas terrae.

De acordo com o LPSN, o grupo abriga atualmente trés espécies com taxonomia
correta e nomenclatura valida: Silvimonas amylolytica MURAMATSU et al., 2010), Silvimonas
iriomotensis MURAMATSU et al., 2010) e Silvimonas terrae (YANG et al., 2005)

2.2.2.19 Vogesella

O género foi descrito por Grimes et al. (1997) e corrigido por Subhash et al. (2013),
Sheu et al. (2013) e Sheu et al. (2016) como bactérias gram-negativas, em forma de bastao.
Ocasionais bastdes vibridides também sdo observadas. Aerdbicas ou anaerdbicas facultativas.
Tém entre 0,3-0,9 um de largura e 0,7-4,0 wm de comprimento. Ocorrem individualmente, mas
em menores chances podem formar pares ou cadeias curtas. Apresentam extensa formacdo de
granulos de PHB. Em geral sdo mdveis devido a um tnico flagelo polar e exibem motilidade de
dardo ou ziguezague muito rdpida, mas a motilidade pode ausente em algumas espécies. Em
algumas espécies as colonias sdo azul royal profundo devido a produgdo de indigoidina, em

outras as colOnias sdo de incolores a brancas ou acinzentadas. Nao sdo fermentativas, catabolizam
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alguns monossacarideos sob condicdes aerdbicas, mas nao sob condicdes de baixo oxigénio.
Caseina, gelatina e amido sdo hidrolisado por algumas espécies. varios aminoécidos e peptideos
sdo utilizados, embora ndo sejam descarboxilados. Sdo capazes de desnitrificagdo. Indol é
produzido a partir do catabolismo de triptofano em algumas espécies. Citrato, arabinose e Tween
80 sao utilizados como fontes tnicas de carbono em algumas espécies. O contetido G+C do
DNA ¢€ entre de 61,2-67,4 mol%. A espécie tipo é Vogesella indigofera.

De acordo com o LPSN, o grupo abriga atualmente dez espécies com taxonomia
correta e nomenclatura valida: Vogesella alkaliphila (SUBHASH et al., 2013), Vogesella am-
nigena (CHEN et al., 2015), Vogesella facilis (SHEU et al., 2016), Vogesella fluminis (SHEU
et al., 2013), Vogesella indigofera (VOGES, 1893; GRIMES et al., 1997), Vogesella lacus
(CHOU et al., 2009), Vogesella mureinivorans (JORGENSEN et al., 2010), Vogesella oryzae
(RAMESHKUMAR et al., 2016), Vogesella perlucida (CHOU et al., 2008) e Vogesella urethralis
(LAN et al., 2020).

2.2.3 Importdncia Biotecnologica

Chromobacteriaceae € um grupo de grande potencial biotecnolégico. A familia
abriga a espécie Chromobacterium violaceum ATCC 12472, o primeiro microrganismo a ter seu
genoma completamente sequenciado pelo Projeto Genoma Brasileiro. O genoma desse organismo
contém diversas fases de leitura aberta codificando enzimas e metabdlitos secundérios de grande
importancia (VASCONCELOS et al., 2003). Dentre essas enzimas estdo as 3-1,3-glucanases
que possuem diversas aplicacOes biotecnoldgicas. Ha relatos na literatura de aplicagdes na
obtencdo de oligossacarideos bioativos, na caracterizacdo da parede celular de micro organismos,
no controle bioldgico de patdgenos de algumas plantas, como aditivos em ragdes para animais, €
na sua adicdo em vinhos para melhorar as duas caracteristicas organolépticas (BAUERMEISTER
et al., 2010).

Chromobacterium violaceum, assim como outras espécies da familia, tem como
principal caracteristica a produgdo de violaceina. A violaceina é um pigmento verséatil que
exibe diversas atividades biolégicas de importancia na industria farmac€utica, cosmética e
téxtil (DURAN et al., 2012). Suas propriedades biolégicas incluem atividade antioxidante,
imunomoduladora, antitumoral, antimicrobiana e antiparasitaria (DURAN etal.,2007; KONZEN
et al., 2006).

Além disso, vérias especies da familia possuem propriedades quitinoliticas. Vainsh-
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tein et al. (2020), por exemplo, relatou a presenca de genes industrialmente relevantes para
para modificacdo de quitina na estirpe Andreprevotia sp. 1GB-42, sendo eles: 27 quitinases
putativas da familia de glicosideo hidrolase 18 (GH18), duas da familia GH19 (EC 3.2.14), uma
suposta f3-N-acetilhexosaminidase da familia GH20 (EC 3.2.1.52) e uma quitosanase putativa de
a familia GH46 (EC 3.2.1.132). Quitinases possuem ampla gama de aplica¢des biotecnoldgicas
com importancia em dreas da medicina, agricultura e industria (SOUSA et al., 2019). As aplica-
coes incluem isolamento de protoplastos fingicos, produ¢do de quito-oligdmeros, biopesticidas,
atividade antifingica, (RATHORE; GUPTA, 2015). Quito-oligdmeros obtidos pela acdo das
quitinases também possuem ampla gama de aplicacdes biotecnoldgicas com importancia em
industrias bioquimicas, alimenticias e diversas industrias quimicas (RATHORE; GUPTA, 2015).
As aplicagdes incluem atividade antitumoral, cicatrizag¢do de feridas, atividade anti-hipertensiva
e anti-inflamatéria , bem como atividades antibacteriana e antifingica (RATHORE; GUPTA,
2015). Trabalhos na literatura relatam a producao de quitinase (CvChi47) (SOUSA et al., 2019)
e de quitosanase (CvCsn46) Azevedo et al. (2020) recombinante de Chromobacterium violaceum

ATCC 12472 em Escherichia coli.

2.2.4 Patogenicidade

Infeccoes causadas por Chromobacteriaceae sao muito raras, no entanto algumas
espécies podem comportar-se como patégenos oportunistas. Pelo menos quatro espécies sao re-
conhecidas como potenciais causadoras de infec¢des em humanos: Chromobacterium violaceum,
Chromobacterium haemolyticum, Laribacter hongkongensis e Vogesella perlucida.

Infeccdes por C. violaceum podem causar abcessos no figado, pulmao, pele ou baco
e rapidamente progridem para sepse com abscesso metastatico (YANG:; LI, 2011). H4 também
relatos na literatura associando C. violaceum a doenga cronica granulomatosa (MACHER et al.,
1982), osteomielite (TUCKER et al., 1979), celulite periorbitéria, infeccdao ocular (FELDMAN
et al., 1984) e infeccdo urinaria (SWAIN et al., 2014). Apesar de raras, sao infeccdes sérias e de
alta mortalidade. Casos de infec¢do por C. violaceum foram relatados algumas vezes no Brasil
(FERNANDES et al., 2014).

Infeccdes por C. haemolyticum podem causar lesdes cutaneas com rapido progresso,
febre e dor nas dreas infectadas, assim como infec¢des por C. violaceum, podendo ser facilmente
confundidas (OKADA et al., 2013). Ha relatos na literatura associando C. haemolyticum a

pneumonia (KANAMORI et al., 2020) e a proctocolite (TANPOWPONG et al., 2014).
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Infeccao por L. hongkongensis foi relatada pela primeira vez apds ser isolada do
sangue e empiema de um paciente cirrético, causando febre alta leucocitose e neutrofilia. (YUEN
et al.,2001). Ha relatos na literatura associando L. hongkongensis a infec¢Oes gastrointestinais,
com diarreia aguda e prolongada (RAJA; GHOSH, 2014; ENGSBRO et al., 2018).

Infeccdo por V. perlucida foi recentemente reportado por Yu et al. (2020) causando
inflamac@o nos membros superiores e inferiores, rubor, dor e febre alta em uma paciente idosa

de 71 anos.
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3 TRABALHOS RELACIONADOS

Durante a realizacao de uma anélise filogenética, os métodos e os pardmetros utili-
zados devem ser escolhidos cuidadosamente, de forma com que se evite a constru¢ao de uma
falsa topologia. Trabalhos na literatura tem utilizado diferentes abordagens para a reconstru¢ao
de uma filogenia. A seguir sdo descritos alguns desses trabalhos, enfatizando os métodos e
parametros utilizados.

Hedlund e Staley (2002) realizou uma anélise filogenética envolvendo 16 estirpes de
bactérias do género Simosinela. Em seu trabalho, foi criada uma arvore baseada nos alinhamentos
do gene 16S rRNA, utilizando a espécie Comamonas testosteroni como grupo externo. Os
alinhamentos foram realizados manualmente ou utilizando o RDP Aligner. A checagem foi
realizada manualmente no GeneDoc e as posicdes contendo lacunas foram removidas. O
alinhamento foi analisado no DNAPARS usando ordem de entrada de sequéncia aleatéria e 10
repeticdes. O resultado mais parcimonioso foi importado para 0 MACCLADE. Foi determinado
a razdo de transicOes e transversdes € a frequéncia de base de nucleotideos. Posteriormente esses
valores foram utilizados na andlise de verossimilhanca. A andlise de parcimdnia foi realizada no
PAUP com ordem de entrada aleatdria e 10 repliacatas e a andlise de distincia foi realizada no
TREECON.

Christensen et al. (2004) realizou uma andlise filogenética envolvendo 28 estirpes de
bactérias da familia Pasteurellaceae. Em seu trabalho, foram criadas cinco arvores baseadas nos
alinhamentos individuais de 3 genes de manutencao (atpD, infB and rpoB). As sequéncias foram
alinhadas utilizando o PILEUP e as posicdes com gaps foram excluidas. A andlise filogenética
foi feita utilizando o PROTML usando a matriz de substituicdo PAM. A andlise MP foi realizada
utilizando o PROTPARS, com parametros padrdes, e a analise bootstrap foi incluida com o
PHYLIP. Uma matriz de distancia foi construida utilizando o PROTDIST e uma anélise NJ foi
realizada no NEIGHBOR usando a matriz de substituicio PAM. Uma 4rvore consenso para cada
alinhamento foi criada utilizando o PHYLIP.

Adeolu e Gupta (2013) realizou uma analise filogenética envolvendo 94 estirpes
de bactérias da ordem Neisseriales. Em seu trabalho, foram criadas duas arvores baseadas no
gene 16S rRNA. Além disso, foram criadas duas drvores baseadas no alinhamento concatenado
dos genes de 20 proteinas conservadas (UvrD, GyrA, GyrB, RpoB, RpoC, EF-G, EF-Tu, RecA,
ArgRS, IleRS, ThrRS, TrpRS, SecY, DnaK, L2, L5, S2, S3, e S9), utilizando as espécies

Bordetella pertussis e Burkholderia ambifaria como grupo externo. Os alinhamentos multiplos
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foram realizados utilizando o Clustal X 1.83 e regides mal alinhadas foram removidas utilizando
o Gblocks 0.91b. As arvores foram construidas no MEGA 5.05 através dos métodos NJ e
ML, empregando o modelo de substituicio GRT para as drvores baseadas no 16S rRNA e os
modelos de substituicdo propostos por Whelan e Goldman (2001) e de Jones et al. (1992),
respectivamente para as arvores NJ e ML baseada nas multiplas proteinas. O suporte das arvores
foi feito utilizando 100 réplicas bootstrap.

Adeolu et al. (2016) realizou uma anélise filogenética envolvendo 179 estirpes de
bactérias da ordem Enterobacteriales. Em seu trabalho, foi criada uma arvore baseada nas
sequencias concatenadas de 1548 proteinas core, utilizando quatro membros das familias Pasteu-
rellaceae e Vibrionaceae como grupo externo. A identificagdo das proteinas core com pelo menos
50% de identidade de sequéncia, 50% de tamanho da sequéncia e presentes em pelo menos 80%
dos genomas foram realizadas utilizando o algoritimo UCLUST. As 53 proteinas ribossomais
foram identificadas usando HMMer 3.1 baseado em modelos de Markov obtida na base de
dados Pfam. As quatro proteinas MLSA (GyrB, RpoB, AtpD e InfB) foram identificadas usando
HMMer 3.1 com base nas sequéncias de aminodcidos de Escherichia coli K12 obtida a partir de
Banco de dados UniProt. Cada familia de proteinas identificada foi alinhada individualmente
usando Clustal Omega. Os alinhamentos foram cortados usando Gblocks 0,91b, com pardmetros
relaxados, e concatenados com as outras proteinas do conjunto de dados. As drvores ML foram
construidas usando o FastTree 2, empregando o modelo de Whelan e Goldman de evolucao
da sequéncia de proteinas, e 0 RAXML 8, empregando o modelo Le e Gascuel de evolucao da
sequéncia de proteinas. Foi realizado o suporte estatistico dos ramos utilizando o RAXML 8,
pelo método Shimodaira—Hasegawa.

Sun et al. (2020) realizou uma anélise filogenética envolvendo 179 espécies de fungos
da familia Ganodermataceae. Em seu trabalho, foi criada uma arvore baseada nas sequéncias
concatenadas de 6 proteinas (ITS, nLSU, RPB1, RPB2, TEF e TUB), utilizando Perenniporiella
chaquenia e P. pendula como grupos externos. Os alinhamentos foram realizados no MAFFT
7 e ajustados manualmente no BioEdit. FOram reconstruidas duas matrizes combinadas com
um conjunto de 4 genes (ITS + nLSU + RPB1 + TEF) e um conjunto 6 genes (ITS + nLSU +
RPB1 + RPB2 + TEF + TUB). A congruéncia das matrizes foram avaliadas utilizando o PAUP*
v.4.0b10 pelo teste de homogeneidade de particio com 1000 replicatas. Foram selecionados os
modelos de substitui¢do Teste de Razdo de Verossimilhanca Hierdrquica (hLRT) e Critério de

Informacdo Akaike (AIC) utilizando o MrModeltest 2 v.2.3. As drvores ML foram construidas no
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RAxXML-HPC v.8.2.3 envolvendo 1.000 buscas no modelo GTRGAMMA. O suporte das arvores
foram realizados 1.000 réplicas de bootstrap rapido com o modelo GTRCAT. A BI foi realizada
no MrBayes v.3.2 com quatro cadeias simultaneas independentes, a cada 100 geracdes até o
valor <0,01 de frequéncia de desvio de divisdo As primeiras 25% das arvores foram descartadas
como burn-in. bootstrap ML menores que 50% e Probabilidades Bayesianas Posteriores (BPP)

menores que 0,95 foram ignorados.
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4 METODOLOGIA

Neste capitulo € apresentada a metodologia do trabalho. As andlises foram reali-
zadas de forma que possam ser reproduzidas posteriormente. Para um melhor entendimento a

metodologia foi dividida em cinco etapas seguindo a Figura 13.

Figura 13 — Diagrama de fluxo da metodologia aplicada
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Fonte: elaborado pela autora.

4.1 Coleta de Dados

A coleta de dados foi realizada a partir do Centro Nacional de Informagao Biotecnol6-
gica (NCBI)'. Foram obtidas as sequéncias de todas as espécies da familia Chormobacteriaceae
disponiveis no Banco de Dados de Sequéncias de Referéncia (RefSeq) (O’LEARY et al., 2016)
até a data de coleta (Tabela 1). Foram obtidas também as sequéncias de quatro espécies da
familia Neisseriaceae (Kingella oralis ATCC 51147, Neisseria gonorrhoeae FA 1090, Neisseria

meningitidis 8013 e Simonsiella muelleri ATCC 29453) para compor o grupo externo.

' https://www.ncbi.nlm.nih.gov/



Tabela 1 — Relatério de montagem e anotag¢do dos genomas

Estirpe Montagem Tamanho (Mb) GC% Bioprojeto
Andreprevotia chitinilytica DSM 18519 GCF_000711875.1 5,15 59,9  PRINA234919
Andreprevotia lacus DSM 23236 GCF_900176275.1 4,63 62,1 PRJEB20317
Andreprevotia sp. IGB-42 GCF_009848685.1 4,71 61,3 PRINA565654
Agquaspirillum serpens DSM 68 GCF_000420525.1 2,61 49,8  PRINA185548
Agquaspirillum sp. LM1 GCF_002002905.1 3,96 61,6  PRINA363092
Aquitalea denitrificans 5YNI-3 GCF_009856625.1 4,50 58,8 PRINAS598530
Agquitalea magnusonii CCM 7607 GCF_001515285.1 4,33 60,4 PRINA302577
Aquitalea magnusonii DSM 25134 GCF_003202035.1 4,41 60,7 PRINA463365
Aquitalea magnusonii H3 GCF_002217795.2 4,85 59,3 PRIDB5811
Aquitalea magnusonii HSC-21Su07 GCF_013911085.1 4,46 59,6  PRINA603836
Agquitalea magnusonii SM6 GCF_000964065.1 4,71 58,9 PRINA277276
Agquitalea pelogenes CCM 7557 GCF_001515305.1 4,39 59,5  PRINA302577
Agquitalea sp. FIL0O5 GCF_003852595.1 4,17 60,0 PRINA448329
Aquitalea sp. LB_tupeE GCF_013391415.1 4,47 58,6 PRINA641464
Aquitalea sp. MWU14-2217 GCF_003693445.1 4,29 60,3  PRINA497635
Agquitalea sp. THG-DN7.12 GCF_005155025.1 4,36 59,7  PRINAS534005
Aquitalea sp. USM4 GCF_004328945.1 4,35 59,4  PRINA471805
Chitinibacter fontanus STM-7 GCF_013423785.1 3,63 50,3 PRINA645016
Chitinibacter sp. 2T18 GCF_013403565.1 3,68 50,6  PRINA635267
Chitinibacter sp. GC72 GCF_009760905.1 3,46 54,0  PRINAS551952
Chitinibacter sp. ZOR0017 GCF_000799095.1 3,48 55,9  PRINA205591
Chitinibacter tainanensis DSM 15459 GCF_000429785.1 3,43 56,1 PRINA185565
Chitinilyticum aquatile DSM 21506 GCF_000430805.1 3,69 60,3 PRINA188851
Chitinilyticum litopenaei DSM 21440 GCF_000428145.1 3,97 62,6  PRINA174984
Chitiniphilus shinanonensis DSM 23277 GCF_000374805.1 4,15 66,4 PRINA175157
Chitiniphilus sp. HX-2-15 GCF_005048205.1 4,34 64,0  PRINAS533946
Chromobacterium amazonense S6AF GCF_002994485.1 4,57 61,9 PRJINA358091
Chromobacterium amazonense DSM 26508 GCF_001855565.1 4,01 62,6 PRINA342530
Chromobacterium haemolyticum CHO6-BL GCF_009936155.1 5,31 62,6 PRIDB7639
Chromobacterium haemolyticum DSM 19808 GCF_000711885.1 5,03 62,2 PRINA234889
Chromobacterium haemolyticum H3973 GCF_002081815.1 5,33 62,7 PRINA369804
Chromobacterium haemolyticum H4137 GCF_002081825.1 5,30 62,6 PRINA369804
Chromobacterium haemolyticum H5244 GCF_002081855.1 4,99 62,3 PRINA369804
Chromobacterium haemolyticum HSC-31F16 GCF_011602385.1 5,72 62,3 PRINA603836
Chromobacterium haemolyticum IR17 GCF_003332145.1 5,13 62,3 PRINA308731
Chromobacterium haemolyticum NRRL B-11053  GCF_003052545.1 5,27 62,7 PRINA448854
Chromobacterium haemolyticum T124 GCF_000758475.1 5,08 62,8 PRINA253350
Chromobacterium piscinae ND17 GCF_000812585.1 4,09 62,6 PRINA268264
Chromobacterium rhizoryzae Bb2 GCF_014788985.1 - - PRINA664546
Chromobacterium rhizoryzae JP2-74 GCF_003443515.1 5,17 62,9 PRINA488117
Chromobacterium sp. 257-1 GCF_008275125.1 4,28 63,6 PRINAS61765
Chromobacterium sp. ATCC 53434 GCF_002848345.1 5,14 65,1  PRINA421332
Chromobacterium sp. C-61 GCF_000285415.1 5,12 62,7 PRIEA68181
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Estirpe Montagem Tamanho (Mb) GC% Fonte
Chromobacterium sp. F49 GCF_001619865.1 4,70 64,8  PRINA308367
Chromobacterium sp. IIBBL 112-1 GCF_003325475.1 4,81 63,9 PRINA471525
Chromobacterium sp. IIBBL 274-1 GCF_003325495.1 4,80 63,9 PRINA471525
Chromobacterium sp. LK1 GCF_001043555.1 4,98 63,6  PRINA277300
Chromobacterium sp. LK11 GCF_001043705.1 5,07 65,0  PRINA277403
Chromobacterium sp. MWU13-2610 GCF_002902845.1 4,38 62,4 PRINA430714
Chromobacterium sp. MWU14-2602 GCF_002924365.1 4,53 63,4 PRINA430714
Chromobacterium sp. Panama GCF_003052555.1 5,22 64,0 PRINA448854
Chromobacterium sphagni IIBBL 14B-1 GCF_001855555.1 4,74 63,4  PRINA342529
Chromobacterium sphagni IIBBL 37-2 GCF_001855575.1 4,90 63,5 PRINA342531
Chromobacterium subtsugae Cv017 GCF_001510755.2 4,77 64,5 PRINA296470
Chromobacterium subtsugae F49 GCF_000812805.1 4,67 64,8 PRINA270006
Chromobacterium subtsugae MWU2387 GCF_001020525.1 5,23 64,3 PRINA280628
Chromobacterium subtsugae MWU2576 GCF_001020515.1 4,80 64,8 PRINA280629
Chromobacterium subtsugae MWU2920 GCF_001020585.1 4,67 64,9 PRINA280633
Chromobacterium subtsugae MWU3525 GCF_001020505.1 4,69 64,9 PRINA280634
Chromobacterium subtsugae PRAA4-1 GCF_001676875.1 4,81 64,8 PRINA262860
Chromobacterium vaccinii 21-1 GCF_001855275.1 5,04 64,3 PRINA342532
Chromobacterium vaccinii HSC-77512 GCF_011601295.1 4,94 63,6  PRINA603836
Chromobacterium vaccinii MWU205 GCF_000971335.1 4,97 64,4 PRINA277476
Chromobacterium vaccinii MWU328 GCF_000971355.1 4,96 64,3 PRINA277484
Chromobacterium vaccini NCTC9370 GCF_900446815.1 5,15 63,7 PRIEB6403
Chromobacterium vaccinii XC0014 GCF_002952135.1 4,94 64,3  PRINA392859
Chromobacterium violaceum 16-419A GCF_002081735.1 4,76 65,0 PRINA369804
Chromobacterium violaceum 16-419B GCF_002081745.1 4,76 65,0 PRINA369804
Chromobacterium violaceum 16-454 GCF_002081775.1 4,78 64,6 PRINA369804
Chromobacterium violaceum ATCC 12472 GCF_000007705.1 4,75 64,8 PRINA444
Chromobacterium violaceum ATCC 315322 GCF_002865685.1 4,76 64,7 PRINA402426
Chromobacterium violaceum CV1192 GCF_002735945.1 4,39 65,6 PRINA413993
Chromobacterium violaceum CV1197 GCF_002735965.1 4,39 65,6 PRINA413993
Chromobacterium violaceum FDAARGOS_635 GCF_012273555.1 4,80 65,0 PRINA231221
Chromobacterium violaceum GHPS1 GCF_002179535.1 4,82 64,9 PRINA387362
Chromobacterium violaceum GN5S GCF_000812485.1 4,87 64,7 PRINA269999
Chromobacterium violaceum H5524 GCF_002081875.1 4,73 64,7 PRINA369804
Chromobacterium violaceum H5525 GCF_002081895.1 4,72 64,8 PRINA369804
Chromobacterium violaceum L_1B5_1 GCF_000952105.1 4,86 64,6 PRINA275561
Chromobacterium violaceum LK15 GCF_001043755.1 4,75 65,0 PRINA277407
Chromobacterium violaceum LK17 GCF_001043735.1 4,76 65,0  PRINA277410
Chromobacterium violaceum LK30 GCF_001043815.1 4,75 64,9 PRINA277426
Chromobacterium violaceum LK6 GCF_001043595.1 4,76 65,0 PRINA277398
Chromobacterium violaceum LMG 3953 GCF_001953795.1 4,63 64,7 PRINA353943
Chromobacterium violaceum NCTC8684 GCF_900460965.1 4,86 64,4 PRJEB6403
Chromobacterium violaceum NCTC9695 GCF_900635845.1 4,73 64,9 PRJEB6403
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Estirpe Montagem Tamanho (Mb) GC% Fonte
Chromobacterium violaceum NCTC9757 GCF_900446805.1 4,75 64,8 PRJEB6403
Chromobacterium violaceum RDNO9 GCF_014117535.1 4,74 64,9 PRINA640761
Deefgea rivuli DSM 18356 GCF_000620145.1 3,71 49,0  PRINA220991
Deefgea sp. CFHI-16 GCF_014042245.1 3,45 48,1  PRINA648006
Deefgea sp. D17 GCF_013284055.1 3,43 48,3  PRINA634984
Formivibrio citricus DSM 6150 GCF_900115065.1 3,07 58,8 PRJEB17128
Gulbenkiania indica DSM 17901 GCF_001418035.1 2,85 63,6  PRINA289009
Gulbenkiania indica DSM 17901 GCF_001517245.1 2,85 63,6 PRJEB10555
Gulbenkiania mobilis DSM 18507 GCF_004346645.1 2,87 63,7  PRINA520311
Gulbenkiania mobilis MBI GCF_001302325.1 3,42 62,0  PRINA293922
lodobacter fluviatilis DSM 3764 GCF_004346505.1 4,96 48,7  PRINAS520324
lodobacter fluviatilis NCTC11159 GCF_900451195.1 5,10 48.8 PRJEB6403
lodobacter fluviatilis PCHI194 GCF_004194535.1 4,59 47.5 PRINA428922
lodobacter sp. BJB302 GCF_002735645.1 4,81 49,6  PRINA251750
lodobacter sp. HIIR3 GCF_003952345.1 3,88 48,0  PRINA509323
lodobacter sp. HSC-16F04 GCF_011601265.1 4,78 49,4  PRINA603836
Jeongeupia chitinilytica KCTC 23701 GCF_014652315.1 3,91 64,0 PRIJDB10508
Jeongeupia sp. USM3 GCF_001808185.1 3,79 65,4  PRINA345402
Kingella oralis ATCC 51147 GCF_000160435.1 2,41 54,3 PRINA33145
Laribacter hongkongensis DSM 14985 GCF_000423285.1 3,11 62,4  PRINAI185634
Laribacter hongkongensis HLGZ1 GCF_002215055.1 3,42 62,3 PRINA389628
Laribacter hongkongensis HLHK9 GCF_000021025.1 3,17 62,4 PRINA30817
Laribacter hongkongensis MGYG-HGUT-02398  GCF_902386745.1 3,42 62,3 PRJEB33885
Leeia oryzae DSM 17879 GCF_000376945.1 3,79 54,5 PRINA182391
Leeia sp. IMCC25680 GCF_012641365.1 3,56 60,7 PRINA623991
Microvirgula aerodenitrificans BE2.4 GCF_003051865.1 4,13 64,3 PRINA448131
Microvirgula aerodenitrificans DSM 15089 GCF_000620105.1 4,04 64,2 PRINA221023
Microvirgula sp. AG722 GCF_003269145.1 4,03 64,4  PRINA463042
Neisseria gonorrhoeae FA 1090 GCF_000006845.1 2,15 52,7 PRINA23
Neisseria meningitidis 8013 GCF_000026965.1 2,28 51,4 PRIEA34687
Paludibacterium paludis KCTC 32182 GCF_014652495.1 4,00 62,0 PRIJDB10508
Paludibacterium purpuratum CECT 8976 GCF_004363805.1 4,04 60,7 PRINA463291
Paludibacterium sp. dN 18-1 GCA_009707705.1 3,35 57,3  PRINAS589943
Paludibacterium yongneupense DSM 18731 GCF_000422925.1 4,33 62,2  PRJNA185612
Pseudogulbenkiania ferrooxidans 2002 GCF_000174355.1 4,23 64,7 PRINA30761
Pseudogulbenkiania ferrooxidans EGD-HP2 GCF_000462205.1 4,80 64,2 PRINA215707
Pseudogulbenkiania sp. MAI-1 GCF_000527175.1 4,34 64,2 PRINAS82805
Pseudogulbenkiania sp. NHSB GCF_000283535.1 4,33 64,4 PRIDA68325
Pseudogulbenkiania subflava DSM 22618 GCF_900177275.1 4,37 63,4 PRJEB20430
Silvimonas amylolytica CGMCC 1.8860 GCF_014645555.1 4,56 57,0 PRIJDB10509
Silvimonas iriomotensis CGMCC 1.8859 GCF_014645535.1 4,59 59,0 PRIDB10509
Silvimonas terrae DSM 18233 GCF_014202765.1 4,83 59,0  PRINA632214
Simonsiella muelleri ATCC 29453 GCF_002951835.1 2,47 41,5 PRINA361301

(Continua na préxima pagina)
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Tabela 1 — (Continuacao)

Estirpe Montagem Tamanho (Mb) GC% Fonte

Vogesella alkaliphila KCTC 32041 GCF_014652475.1 3,42 65,0 PRIDB10508
Vogesella fluminis KCTC 23713 GCF_014652335.1 3,30 63,0 PRIJDB10508
Vogesella indigofera DSM 3303 GCF_003633895.1 3,62 64,3 PRINA442674
Vogesella mureinivorans 389 GCF_007644035.1 4,18 61,3 PRINAS552197
Vogesella oryzae 02602 GCF_902829295.1 3,42 62,3 PRJEB37457
Vogesella perlucida DS-28 GCF_007844155.1 4,33 59,5 PRINAS552196
Vogesella sp. EB GCF_001037925.1 3,54 64,4  PRINA286802
Vogesella sp. LIG4 GCF_900090205.1 4,15 63,9 PRJEB14437
Vogesella urethralis YM-1 GCF_007644045.2 4,03 63,2 PRINAS552191

Nota: as informag¢des gendmicas foram coletadas de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse#!/overview/.

Fonte: elaborado pela autora

Foram obtidas também as sequéncias de animoécidos de 19 genes de manutengao
(Adk, AtpG, EF-G, FusA, GltX, Gmk, GyrA, GyrB, L5, LipA, MurC, MurE, PgK, RpoB,
S2, S3, SecY, ThrRS, UvrD) e as sequéncias de nucleotideos dos genes 16S e 23S rRNA,
comumente utilizados em esquemas de MSA. Todos os genes coletados sdo pertencentes ao

Chromobacterium violaceum ATCC 12472

4.2 Alinhamento Local

As sequéncias foram utilizadas para a criacdo de um banco de dados local. A partir
desse banco de dados, foram feitos alinhamentos locais onde os 21 genes coletados foram usados
como sequéncias de consulta afim de obter as sequéncias dos genes para cada espécie da familia
Chromobacteriaceae. Os parametros utilizados no alinhamento local podem ser conferidos na
Tabela 2.

Tabela 2 — Pardmetros utiliza-
dos no alinhamento local

Parametros Valor

evalue le-10
max_target_seqs 5
max_hsps 1

best_hit_overhang 0.1
best_hit_score_edge 0.1

Fonte: elaborado pela autora.

Tanto o banco de dados local como as buscas foram realizadas utilizando o BLAST+

(CAMACHO et al., 2009). As sequéncias obtidas a partir do resultado da busca BLAST foram
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agrupadas por gene em arquivos no formato FASTA e analisados visualmente a procura de
divergéncias. A visualizacao das sequéncias foram realizadas no MEGA X (KUMAR et al.,
2018). Sequéncias de tamanhos discrepantes e/ou com dados perdidos foram excluidas da

analise.

4.3 Alinhamento Multiplo

Apo6s andlise visual, as sequéncias agrupadas por gene foram alinhadas. Os ali-
nhamentos multiplos foram feitos utilizando o MAFFT (KATOH; STANDLEY, 2013). Os
parametros do MSA foram definidos automaticamente pelo software de acordo com o tipo e
tamanho dos dados. Dois arquivos concatenados foram criados apds o alinhamento, um agru-
pando as sequéncias 16S e 23S rRNA e outro agrupando os demais genes de manutengdo. Todas
as manipulagdes dos arquivos (selecdo, concatenagdo, conversdo e identificacao) foram feitas

utilizando Biopython (COCK et al., 2009).

4.4 Particionamento e Modelo de Substituicao

Os alinhamentos multiplos concatenados foram particionados considerando compri-
mentos de ramos vinculados e utilizando o algoritimo greedy no PartitionFinder 2 (LANFEAR
et al., 2012). Para definir o modelo mais apropriado na construcio da arvore filogenética cada
particao foi submetida a uma ferramenta de teste. Para modelos de aminoécidos foi utilizado
Prottest 3 (DARRIBA et al., 2011) e para modelos de nucleotideos Jmodeltest 2 (DARRIBA et
al., 2012). O melhor modelo foi selecionado dentre 24 modelos de acordo com o Critério de

Informagdo Akaike Corrigido (AICc) e a Teoria da Decisao (DT).

4.5 Reconstrucao Filogenética

A construgdo da drvore filogenética foi realizada utilizando RaxML-NG (KOZLOV
et al., 2019) disponivel no CIPRES 2 (MILLER et al., 2011). Foram criadas 1000 drvores a partir
do método estatistico de maxima verossimilhanca para a selecdo da melhor arvore. Foi aplicado
o teste de confianga bootstrap com 1000 replicacdes para o suporte dos ramos. A arvore foi
visualizada utilizando a ferramenta iTOL v4 (LETUNIC; BORK, 2019) e os ramos com suporte

abaixo de 70 foram ignorados.

2 http://www.phylo.org/
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados da aplicagdao da metodo-
logia descrita no Capitulo 4.

Durante a fase de coleta de dados foi possivel obter as sequéncias de 134 estirpes per-
tencentes a Chromobacteriaceae. A busca BLAST retornou 2835 resultados de melhor sucesso.
Na fase de visualizacdo, devido a tamanhos discrepantes e/ou dados perdidos, foram excluidas 8
estirpes (Aquaspirillum serpens DSM 68, Chitinilyticum aquatile DSM 21506, Chitinilyticum
litopenaei DSM 21440, Chromobacterium haemolyticum DSM 19808, Chromobacterium sp.
C-61, Chromobacterium sp. MWU13-2610, Deefgea rivuli DSM 18356, Gulbenkiania indica
DSM 17901, Paludibacterium yongneupense DSM 18731 e Pseudogulbenkiania subflava DSM
22618) dos arquivos de genes 16S/23S rRNA e 6 estirpes (Aquitalea magnusonii CCM 7607, Ch-
romobacterium sp. C-61, Chromobacterium vaccinii NCTC9370, Chromobacterium violaceum
NCTC9695, Deefgea sp. CFHI-16 e Paludibacterium sp. dN 18-1) dos arquivos de proteinas
conservadas. Apds concatenagdo (Tabela 3), o arquivo 1 agrupou 126 sequéncias alinhadas com

4609 bases cada e o arquivo 2 agrupou 131 sequéncias alinhadas com 10779 aminoécidos cada.

Tabela 3 — Blocos de genes concatenados
para cada arquivo

Arquivo 1 Arquivo 2
Gene Bloco Gene Bloco
16S rRNA 1-1561 Adk 1-269

23StRNA  1562-4609 AtpG ~ 270-564
EFG  565-1266
FusA  1267-1968
GItX  1969-2447
Gmk  2448-2662
GyrA  2663-3703
GyrB  3704-4566

LS 4567-4746
LipA  4747-5099
MurC ~ 5100-5588
MurE  5589-6586
PgK  6587-7010
RpoB  7011-8415

S2 8416-8665

S3 8666-8906
SecY  8907-9363
ThrRS ~ 9364-10005
UviD  10006-10779

Fonte: elaborado pela autora.

O Arquivo 1 foi dividido em duas parti¢des ((16S)(23S)) e o Arquivo 2 foi dividido
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em dez parti¢cdes ((AtpG, Adk, ThrRS, MurC) (FusA, RpoB, EFG) (PgK, GItX) (MurE, UvrD,
Gmk) (GyrA) (GyrB) (L5) (LipA) (S3, S2) (SecY)).
O teste de modelo de substituicao foi aplicado para cada particao individualmente.

Os modelos selecionados e suas respectivas probabilidades podem ser vistos na Tabela 4.

Tabela 4 — Resultados do teste de modelo de substituicdao

Particdo Modelo AlCc DT

(16S rRNA) TIMI+I1+G  23495.51 3.01
(23S rRNA) GTR+I+G 4719547 0.02
(AtpG, Adk, ThrRS, MurC) LG+I+G+F  82760.88  0.00
(FusA, RpoB, EFG) LG+I+G+F  94020.99 0.00
(PgK, GltX) LG+I+G+F  51332.50 0.00
(MurE, UvrD, Gmk) LG+I+G+F 116042.69 0.00
(GyrA) LG+I+G+F  46775.89  0.00
(GyrB) LG+I+G 41101.21  0.00

(L5) LG+G 3094.16  0.00

(LipA) LG+I+G 15892.77  0.00

(S3, 52) LG+I+G 16190.29  0.00
(SecY) LG+G 19140.85 0.09

Fonte: elaborado pela autora.

As arvores ML podem ser conferidas nas Figuras 14 e 15. Para uma melhor visuali-

zacdo, as arvores tiveram alguns dos ramos colapsados e divididos em sub-arvores nas Figuras

16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 e 23.



Figura 14 — Arvore ML baseada nos genes 16/23S rRNA
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Fonte: elaborado pela autora.



Figura 15 — Arvore ML baseada nos genes de manutengio
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Fonte: elaborado pela autora.
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A arvore baseada no gene 16S/23S rRNA mostra dois grupos monofiléticos distintos
dentro da familia Chromobacteriaceae. Clado I (Figura 16) agrupando as estirpes de 12 géneros:
Aquaspirillum, Microvirgula, Laribacter, Leeia, lodobacter, Formivibrio, Andreprevotia, Chiti-
niphilus, Jeongeupia, Chitiniliyticum, Deefgea e Chitinibacter. Clado II (Figura 17) agrupando
as estirpes de 6 géneros: Paludibacterium, Gulbenkiania, Pseudogulbenkiania, Vogesella, Aqui-
talea e Chromobacterium. A presenca de dois grandes clados bem definidos, somado a futura
identificacdo de CSIs para cada clado, abre a possibilidade para uma divisdo dessa familia em
duas familias distintas, similar ao trabalho de Adeolu e Gupta (2013), que propds a divisao da
familia Neisseriaceae.

Analisando a drvore mais de perto, é possivel perceber que todos os géneros que
compoem a familia formam grupos monofiléticos, com excecdo do género Chromobacterium
(Figuras 18 e 19), que apresenta-se formando politomias junto ao ramo do género Aquitalea,
e Paludibaterium. Essas politomias podem ocorrer devido a falta de informacdo suficiente
determinar a ordem de ramificacdo dos grupos ou devido a vérios eventos de divisdo simultaneos

(DESALLE et al., 1994).



Figura 16 —Clado I da drvore ML baseada nos genes 16/23S rRNA
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Figura 17 — Clado II da 4drvore ML baseada nos genes 16/23S rRNA
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Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 18 — Género Chromobacterium na arvore ML baseada nos genes 16/23S rRNA
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Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 19 — Género Chromobacterium na drvore ML baseada nos genes 16/23S rRNA
(continuagdo)
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Fonte: elaborado pela autora.
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A 4rvore baseada nos genes de manutengdo (Figuras 20 e 21) corroborou a arvore
baseada no RNA ribossdmico, apresentando uma topologia muito similar. Entretanto, ao compa-
rar as topologias, € possivel perceber que a drvore baseada nos genes de manuten¢ao mostra as
relagdes evolutivas com uma melhor resolucdo. A maior capacidade de resolucdo das filogenias
baseadas em miltiplos genes, quando comparadas a filogenias baseadas em um tnico gene,

também foi demonstrada em outros trabalhos na literatura (GLAESER; KAMPFER, 2015).

Figura 20 — Arvore ML baseada nos genes de manutengio - Clado I
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Fonte: elaborado pela autora.



Figura 21 — Arvore ML baseada nos genes de manutengio - Clado II
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Figura 22 — Arvore ML baseada nos genes de manutengio - Chromobacterium
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Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 23 — Arvore ML baseada nos genes de manutengéo - Chromobacterium (continua-
¢ao)
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Fonte: elaborado pela autora.

A principal diferenca entre as duas topologias deve-se aos géneros Chromobacterium
(Figuras 22 e 23) e Paludibacterium formarem grupos monofiléticos na segunda arvore, indicando

que a politomia da primeira drvore provavelmente ocorreu devido a falta de informacao suficiente.
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Assim, podemos afirmar que os resultados desse estudo sdo consistentes com a atual classificagc@o
desses tdxons como géneros independentes.

Comparando os resultados deste trabalho aos resultados do trabalho de Adeolu e
Gupta (2013), podemos fazer algumas observacdes. Apesar da drvore 16S rRNA, apresentada
por Adeolu e Gupta, ndo incluir grupo externo, ainda € possivel perceber a formacao de dois
clados além do clado da familia Neisseriaceae. Um clado incluindo os géneros Gulbenkiania,
Pseudogulbenkiania, Paludibacterium, Aquitalea € Chromobacterium e outro incluindo os géne-
ros Chitiniphilus, Formivibrio, Chitiniliyticum, lodobacter, Chitinibacter, Deefgea, Jeongeupia,
Andreprevotia e Silvimonas. A auséncia do género Vogesella no primeiro clado e dos géneros
Laribacter, Aquaspirillum, Leeia e Microvirgula no segundo, pode ser explicada pela dificuldade
de distin¢do confidvel de qualquer subgrupo dentro da classe Neisseriales, baseando-se somente
nas ramificacdes da drvore 16S rRNA, ponto que foi evidenciado no trabalho Adeolu e Gupta. A
arvore baseada em multiplas proteinas de manuten¢do apresentada por Adeolu e Gupta incluiu
somente quatro estirpes de Chromobacteriaceae. Por esse motivo, ndo ficou clara a presenca de
um terceiro clado dentro da classe Neisseriales em seu estudo.

Voltando para a andlise das arvores apresentadas nesse trabalho, percebe-se que
as estirpes Pseudogulbenkiania ferrooxidans EGD-HP2 e Chromobacterium violaceum ATCC
31532 foram posicionadas longe dos demais membros de suas espécies e agrupadas junto as
estirpes de Chromobacterium vaccinni € Chromobacterium subtsugae, respectivamente. As
posicdes inesperadas dessas estirpes indicam possiveis inconsisténcias nas classificacoes das
mesmas.

A estirpe P. ferrooxidans EGD-HP2 foi sequenciada por Puranik ef al. (2013). Nesse
trabalho, os autores afirmaram que a estirpe possui, além de vias para o metabolismo de ferro e
compostos aromadticos, uma via de produ¢do de violaceina homodloga a de Chromobacterium
violaceum. Entretanto, outras espécies de Pseudogulbenkiania apresentam coldnias de colora¢ao
amarela ou branca (LIN et al., 2008; LEE et al., 2013) e, em adicdo, vias de producao de
violaceina podem ser encontradas nas estirpes de Chromobacterium vaccinii (SOBY et al., 2013).
Além disso, os métodos utilizados para a classificagdo da estirpe no género Pseudogulbenkiania
nao foram citados. Assim, possivelmente esta estirpe foi mal classificada.

A inconsisténcia na classificagdo da estirpe Chromobacterium violaceum ATCC
31532, foi esclarecida por Harrison e Soby (2020), que publicou um trabalho reclassificando a

estirpe como um membro da espécie Chromobacterium subtsugae.
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6 CONCLUSOES E TRABALHOS FUTUROS

Nesse trabalho, foram avaliadas as relagdes filogenéticas entre as espécies da familia
Chromobacteriaceae utilizando ferramentas e técnicas de bioinformética. Foram realizados a
coleta de sequéncias genéticas disponiveis em bancos de dados bioldgicos, a selecio de diferentes
grupos de genes para a reconstrucao filogenética, o alinhamento dos grupos de genes e a anélise
das sequéncias alinhadas.

Na reconstrucio filogenética, foram apresentadas duas arvores baseadas, respectiva-
mente, em dois grupos de genes, um contendo 19 proteinas de manutencao (Adk, AtpG, EF-G,
FusA, GltX, Gmk, GyrA, GyrB, L5, LipA, MurC, MurE, PgK, RpoB, S2, S3, SecY, ThrRS,
UvrD) e outro contendo RNA ribossdémico (16S e 23S).

As andlises realizadas indicaram a existéncia de dois grande grupos monofiléticos
compondo a familia Chromobacteriaceae. A nivel de género, o estudo se mostrou consistente com
a atual classificagdo, os quais todos os tdxons formam grupos monofiléticos. A nivel de espécie,
houve indicativo de uma possivel inconsisténcia na classificacio da estirpe Pseudogulbenkiania
ferrooxidans EGD HP?2.

Um proximo passo para outros estudos seria a identificagdo de CSIs especificos para
os clados da familia Chromobacteriaceae e uma revisdao da taxonomia da estirpe P. ferrooxidans

EGD-HP?2.
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