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RESUMO

A correta identificagdo de bactérias fitopatogénicas auxilia na tomada de decisdo sobre o
método de controle a ser utilizado em uma determinada cultura, além de facilitar estudos e
pesquisas com microrganismos. Porém, a identificacdo precisa destas bactérias ainda enfrenta
dificuldade nos dias atuais, crescendo assim a necessidade de desenvolvimento, aprimoragao e
validacdo de técnicas ja existentes para realizar a identificacdo precisa. Dentre as técnicas
existentes esta a analise de sequéncias multilocus (MLSA), onde a caracterizacao filogenética
¢ feita a partir de sequéncias de DNA de genes que codificam proteinas conservadas (genes
housekeeping) envolvidas em processos celulares essenciais, que constituem o "genoma do
nucleo", a utilizagdo desta técnica se mostra relevante uma vez que técnicas ja existentes e
utilizadas com frequéncia como a do rRNA 16S, que se baseia no sequenciamento € na
comparag¢do do gene do RNA ribossomal 16S (rRNA 16S), apesar de ser uma alternativa rapida
na identificagdo ¢ baseada no sequenciamento de um tnico gene do Rna, o que pode nao ser
tao confidvel comparado a técnicas com maiores indices de comparagdo. Na técnica MLSA as
sequéncias sao comparadas por similaridade e as analises filogenéticas baseadas em matrizes de
similaridade ou diretamente da sequéncia, sendo mais eficiente para separacdo de espécies,
possuindo diversos locais distribuidos pelo genoma de um organismo, e pode ser aplicada na
reassociacdo de espécies para fins taxondmicos, onde as sequéncias sdo processadas através do
método de distancias de similaridade e esta ferramenta deve substituir a DDH, que ¢ baseada na
medida do total de similaridade genética entre isolados, pois as duas técnicas tém se mostrado
com suficiente grau de congruéncia entre si. Dessa forma, a técnica MLSA se mostra promissora
na identificagdo de bactérias fitopatogénicas, auxiliando assim no controle de bacterioses.
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1 INTRODUCAO

A técnica do rRNA 16S, que se baseia no sequenciamento € na comparagdo do gene
do RNA ribossomal 16S (rRNA 168S), ¢ uma alternativa rdpida na identificagdo de espécies
procaridticas, e tem se tornado cada vez mais utilizada. Porém, classificar espécies por meio do
sequenciamento de um Unico gene do rRNA ¢ insatisfatoria, pois quando comparada a DDH,
muitas vezes apresenta baixa resolucao (Gevers et al., 2005).

Dessa forma, o sequenciamento do gene ribossomal 16S apresenta limitagdes, uma vez
que as sequéncias nao sao diversificadas o suficiente para distingao entre espécies bacterianas
intimamente relacionadas. Casos de comparacdo com identidade elevada entre a sequéncia do
gene do rRNA nao faz deixar de ser necessario a utilizagdo de outros métodos para aprimorar
a avaliagdo se os isolados sdo semelhantes os suficientes para serem classificados dentro de
uma mesma espécie (Acqua, 2011).
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E considerado como padrio ouro a técnica DDH, baseando na medida do total de
similaridade genética entre isolados, mesmo sendo muito usada e capaz de fornecer medidas
padronizadas na identificagdo e classificagdo de espécies, possui desvantagens por ser laboriosa
e onerosa, por consumir elevado tempo de analise e dificuldade de padronizacdo entre
laboratorios. Este método ainda ndo pode ser utilizado para bactérias que ndo podem ser
cultivadas, apresentando ainda e limitagdes para aquelas espécies bacterianas de crescimento
lento. Os resultados algumas vezes ndo sdo reprodutiveis, dessa forma nao sdo eficientes para
identificacoes rapidas (Richter et al., 2006; Young ef al., 2008).

Devido as limitagdes das atuais técnicas, tem sido usada uma alternativa para a
caracterizagdo e classificagao de espécies a analise de sequéncias multilocus (MLSA), onde a
caracterizagdo filogenética ¢ feita a partir de sequéncias de DNA de genes que codificam
proteinas conservadas (genes housekeeping) envolvidas em processos celulares essenciais, que
constituem o "genoma do nucleo" (Acqua, 2011). Diante disso, objetivou-se realizar uma
revisdo bibliografica sobre as técnicas de analise filogenéticas para identificacao de bactérias
fitopatogénicas baseadas em multilocus.

2 METODOLOGIA

A técnica MLSA ¢ baseada em analises das sequéncias de nucleotideos de diversos
genes, estando incluidos os genes housekeeping, que sdo mais conservados e essenciais para a
manutengao de fungdes celulares basicas encontradas em qualquer organismo (Almeida et al.,
2010). Dessa forma, estes genes se expressao em niveis constantes nos organismos.

A MLSA consiste em comparar sequéncias reais de DNA (Gevers et al., 2005). Nesta
técnica as sequéncias sao comparadas por similaridade, além disso as andlises filogenéticas sdo
feitas baseadas em matrizes de similaridade ou diretamente da sequéncia. Dessa forma, a técnica
de MLSA ¢ mais adequada para separagao de espécies (Christensen et al., 2007)

A técnica possui diversos locais distribuidos pelo genoma de um organismo, € pode ser
aplicada na delimitacdo de espécies procaridticas, e também na reassociacdo de espécies para
fins taxonomicos (Parkinson et al., 2007). Nesta técnica as sequéncias sdo processadas atraveés
do método de distancias de similaridade e esta ferramenta deve substituir a DDH, pois as duas
técnicas tém se mostrado com suficiente grau de congruéncia entre si (Stackebrandt et al.,
2002). De acordo com Richter et al. (2006), os resultados da técnica MLSA sdo uma valiosa
alternativa para a diferenciagdo de espécies, precisa e confiavel, que resulta em sequéncias
solidas de dados, com elevado poder discriminatdrio € ndo sujeitos as variagdes experimentais.

Devido a tais caracteristicas, os resultados da MLSA podem ser facilmente
compartilhados, permitindo a comparagdo entre aqueles obtidos em diferentes estudos. Esta
técnica ¢ de grande importancia para investigar com maiores critérios sobre a classificagao de
Xanthomonas, uma vez que oferece uma maneira simples de identificar estirpes, como
membros de espécies conhecidas ou pertencentes a novas espécies (Young et al, 2008).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A MLSA ¢ utilizada na filogenia e taxonomia para a espécies. Foram sequenciados sete
sete genes housekeeping de diversas estirpes de Borrelia burgdorferi, bactérias gram-negativas,
anaerobicas e causadoras da doenga de Lyme, e ao compararem com resultados de uma extensa
colecdo de dados de DDH, foi observado que sequéncias de similaridade produzidas pela
MLSA foram estritamente correlacionadas com os dados da DDH, concluindo assim que a
técnica ¢ uma alternativa valiosa para a laboriosa técnica da DDH (Richter et al., 2006).

Estudos realizados por Parkinson et al. (2007), mostraram que ao realizar filogenia de
27 espécies do género Xanthomonas ultizando a comparagao de sequencias parciais do gene
gyrB, foi observado que mesmo variando entre o comprimento de ramos entre espécies,
indicando diferentes graus de distingdo genética, a maior parte das espécies foram bem
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diferenciadas, o que mostra a utilidade do método como uma ferramenta tanto para indicagdo
de parentesco de interespécies, € também no auxilio rapido e com precisao para identificagao
de espécies.

MLSA tem sido utilizado devido a sua reprodutibilidade, poder discriminatorio e
confiabilidade (Marlow, 2013). Defini¢des bem-sucedidas de grupos filogenéticos de rizobios
também foram alcancadas com o uso do MLSA (Menna et al., 2009). A MLSA foi entao
proposta como uma ferramenta acessivel para avaliar a filogenia e taxonomia de procariontes
(Brett et al., 1998).

Anadlise de MLSA tem demostrado 6tima repercussdo e aceitagdo como ferramenta na
caracterizagdo de cepas e estudos evolutivos (Jacobsen et al., 2008), sendo uma promissora
ferramenta com eficiente poder discriminatorio, confiabilidade, reprodutibilidade e
comparabilidade interlaboratorios. Projetado com intuito de tornar-se o método padrao ouro na
tipagem e caracterizacdo das cepas de microorganismos (Schonian ef al., 2011).

Em estudos realizados por Acqua (2011), a técnica MLSA nao foi capaz de diferenciar
isolados pertencentes as mesmas espécies de bactérias patogénicas a citros, isso pode ter
acontecido devido ao elevado grau de conservagao dos genes housekeeping dentro das espécies.
A utilizagdo do MLSA foi grande importancia para a descricdo da nova espécie
Bradyrhizobium diazoefficiens (Delamuta et al., 2013), foi utilizada a sequéncia concatenada
dos genes atpD, gInll e recA, as relagdes filogenéticas de 13 estirpes de Bradyrhizobium foram
determinadas, indicando a existéncia de possiveis novas espécies dentro do género. A arvore
filogenética baseada no gene 16S RNAr dividiu as estirpes de Bradyrhizobium em dois grandes
grupos. Através desta técnica foi possivel observar que a posigao taxonomica das estirpes nao
ficou de forma clara baseada somente no gene 16S RNAr. H4 ainda muitas espécies deste
género para serem descritas, isso pode ser devido a utilizagdo em grande quantidade da
taxonomia baseada em 16S RNAr, onde a sequéncia ¢ extremamente conservada neste género.
Dessa forma, a MLSA se mostra de grande utilidade para estudos filogenéticos, para descri¢ao
e para reclassificagdo de espécies de Bradyrhizobium (Guerrouj et al., 2013; Wang et al., 2013).

4 CONCLUSAO

A técnica MLSA por ser baseada em analises das sequéncias de nucleotideos de
diversos genes, inclusive os housekeeping, ¢ promissora na deteccdo de bactérias
fitopatogé€nicas, uma vez que estes genes sao mais conservados, se expressando de forma
constante, o que facilita a utilizacdo da técnica.
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