3, o
», o
4 opmngs 1k MY

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL DO SEMIARIDO
UNIDADE ACADEMICA DE ENGENHARIA DE BIOTECNOLOGIA
CURSO DE GRADUACAO EM ENGENHARIA DE BIOTECNOLOGIA E
BIOPROCESSOS

YURI VINICIUS VERISSIMO DE LIMA

PREDICAO E CARACTERIZACAO DE ILHAS GENOMICAS EM
BACTERIAS DO GENERO MYCOPLASMAS, UTILIZANDO O METODO DE
CLUSTERIZACAO MEAN SHIFT

SUME

2015



YURI VINICIUS VERISSIMO DE LIMA

PREDICAO E CARACTERIZACAO DE ILHAS GENOMICAS EM
BACTERIAS DO GENERO MYCOPLASMAS, UTILIZANDO O METODO DE
CLUSTERIZACAO MEAN SFHIT

Monografia apresentada ao Curso de
Graduagdo em Engenharia de Biotecnologia e
Bioprocessos do Centro de Desenvolvimento
Sustentavel do Semiarido, da Universidade
Federal de Campina Grande, como requisito
para obtencdo do titulo em Bacharel em

Engenharia de Biotecnologia e Bioprocessos.

ORIENTADOR: RAFAEL TRINDADE MAIA

SUME
2015



L732p

Lima, Yuri Vinicius Verissimo de.

Predicdo e caracterizacdo de ilhas gendmicas em bactérias
do género Mycoplasmas, utilizando o método de clusterizacao
Mean Shift. / Yuri Vinicius Verissimo de Lima. - Sumé - PB: [s.n],
2015.

69 f.

Orientador: Prof. Dr. Rafael Trindade Maia.

Monografia - Universidade Federal de Campina Grande;
Centro de Desenvolvimento Sustentavel do Semiarido; Curso de

Graduagao em Engenharia de Biotecnologia e Bioprocessos.

1. Microbiologia. 2. Bactérias - Genoma. 3. Mycoplasmas. |.
Titulo.

CDU: 579 (043.3)




YURI VINICIUS VERISSIMO DE LIMA

PREDICAO E CARACTERIZACAO DE ILHAS GENOMICAS EM
BACTERIAS DO GENERO MYCOPLASMAS, UTILIZANDO O
METODO DE CLUSTERIZACAO MEAN SFHIT.

Monografia apresentada ao Curso
de Engenharia de Biossistemas do
Centro de Desenvolvimento
Sustentavel do Semiarido da
Universidade Federal de Campina
Grande, como requisito parcial para
obtencao do titulo de Bacharel em
Engenharia de Biossistemas.

BANCA EXAMINADORA:

Professor Dr. Rafael Trindade Maia.
Orientadora — UAEDUC/CDSA/UFCG

Professora Dr* Thais Gaudéncio do Régo.
Examinadora I - UATEC/CDSA/UFCG

Professora Dr* Ana Veronica Silva do Nascimento.
Examinador II - UATEC/CDSA/UFCG

SUME - PB

2015



A Deus por iluminar meu caminho e pela

possibilidade de realizacdo de um sonho.

Ofereco

Aos meus pais, Tony e Magndlia e d minha
querida irmd Isabelle, pelo incentivo,

confianca, apoio e amor incondicional.

Dedico



“Ambicao e conquista sem contribui¢ao nao

tém significado”. (Neil Tolkien)



RESUMO

Os custos de sequenciamento genético, nos ultimos anos foram bastante
reduzidos, induzindo um crescimento na quantidade de espécies de Mycoplasmas
sequenciadas. A disponibilidade de indmeros dados gendmicos estruturais, trouxe
consigo informagdes a serem exploradas, com destaque para as Ilhas Gendmicas (IGs).
As IGs sdo regides do genoma de bactérias, que podem conter genes adquiridos por
transferéncia horizontal de outros organismos, que pode conferir adaptacdes, como
resisténcia a antibidticos e viruléncia. A deteccdo e caracterizagdo destas regides
permitem que pesquisadores identifiquem os genes responsdveis pelas adaptacdes e
desenvolvam novas vacinas e antibidticos. Existem atualmente, métodos para a detec¢ao
de IGs, mas requerem aperfeicoamento. Neste trabalho se propde um método alternativo
para deteccdo de IGs em Mycoplasmas, utilizando o método de clusterizacdo Mean
Shift, e a caracterizacdo das IGs, agrupando as proteinas por meio de uma Classifica¢io

Filogenética de Proteinas Codificadas em Genomas Completos (COGs).

Palavras-Chave: Mycoplasmas, Ilhas Genomicas, Clusterizacdao, Mean-Shift, COGs.



ABSTRACT

Costs with genetic sequencing have been greatly reduced in the past few years,
leading to an increase in Mycoplasma species sequenced. The availability of numerous
structural genomic data provided the exploitation of such information, especially for
Genomic Islands (Gls). GIs are regions of the bacterial genome that may contain genes
acquired by horizontal transfers from other organisms, which can confer adaptations,
such as virulence and antibiotic resistance. Detection and characterization of these
regions allows researchers to identify genes responsible for these adaptations and
develop new vaccines and antibiotics. Current methods for GIs detection require
improvement. This study proposes an alternative method for detection of Mycoplasma
Gls, the Mean Shift clustering method, and characterization of these GlIs, gathering the
proteins by a phylogenetic classification of Proteins Encoded in Clusters of Orthologous

Groups (COGs).

Keywords: Mycoplasmas, Genomic Islands, Clustering, Mean-Shift, COGs.
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1 INTRODUCAO

1.1 Contextualiza¢ao

Mycoplamas s3o organismos simples, com o conjunto minimo de organelas
necessarias para o crescimento e replicagdo. As espécies de Mycoplasmas sao
reconhecidas na natureza como patégenos de humanos, animais, aves, peixes, répteis,
artrépodes e plantas. (KUMAR et al., 2014).

Em 1995, aconteceu o primeiro sequenciamento completo de um genoma da
espécie, a Mycoplasma genitalium (FRASER et al., 1995), que se destaca, ao possuir
um genoma de tamanho de 580kb, considerado o organismo com o menor genoma entre
as espécies bacterianas.

O sequenciamento do genoma de M. genitalium levou ao surgimento da célula
minima e conceitos importantes do genoma. Com a diminuicdo dos custos de
sequenciamento, a quantidade de Mycoplasmas sequenciadas s6 aumenta.

Com a disponibilidade de dados gendmicos, foram possibilitados avancos
significativos na compreensao da diversidade bacteriana. O alto volume de organismos
sequenciados trouxe a tona indmeras informacdes, principalmente no que se refere a
estrutura gendmica. Descobriu-se, por exemplo, em algumas delas, partes significantes
de DNA de outras bactérias (HENTSCHEL;HACKER, 2001).

Este processo € conhecido por Transferéncia Horizontal de Genes (THG). A
obtencdo de genes de outros organismos é um fendmeno que gera uma mudanca no
gendtipo de uma Mycoplasma, levando a criagdo de novas caracteristicas ou até mesmo
novas espécies (GOGARTEN et al., 2002). Estas Mycoplasmas possuem a vantagem de
possuir além dos genes responsdveis por codificar funcdes essenciais, genes
responsaveis por fungdes adaptativas (JUHAS et al., 2009). Os genes adquiridos por
THG encontram-se em regides denominadas IThas Gendmicas (IGs).

IGs compreendem relativamente grandes regides gendmicas, por exemplo, 10-200
kb, que sdo adquiridas por meio da THG. Algumas IG relacionadas sd@o conhecidas
como patogénicas podendo conferir resisténcia a Mycoplasma, outras contém genes que
produzem metabdlitos secunddarios, enquanto outras degradam produtos quimicos.
Apesar de muitas IGs conferirem as bactérias adaptacdes com efeitos prejudiciais aos
humanos, algumas delas também podem ser responsaveis por adaptacdes com efeitos

benéficos (CHE et al., 2014).
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Desde a descoberta de IGs (BLUM et al.,1994), estudos extensos tém sido focados
na sua deteccdo em diferentes genomas durante os dltimos anos. Varios métodos para
predi¢do de IGs tém sido propostos, embora a precisdo destes métodos ndo seja tdo boa
quanto desejavel, é urgente desenvolver ferramentas computacionais para identificar
todas as IGS.

Nesse trabalho identificamos e caracterizamos as IGs em organismos pertencentes
ao género Mycoplamas. A caracterizacao das proteinas presentes nas IGs fornece uma
maior base para a identificacdo e caracterizacdo destas regides que possuem genes

diferentes do organismo e foram possivelmente adquiridas por transferéncia horizontal.
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1.2 Objetivos

Objetivo Geral

Identificacdo e caracteriza¢do de ilhas gendmicas em bactérias do género Mycoplasma

utilizando o método de clusterizacdo Mean Shift.
Objetivos especificos

Identificacdo das provdveis Ilhas Gendmicas a partir do resultado do agrupamento do

Mean Shift.

Caracterizacdo das ilhas gendmicas, pelo parametro proposto pelo COGs (Clusters de

Grupos Ort6logos).

Comparacdo das ilhas de Mycoplasmas j4 descritas na literatura, com as aqui preditas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Ilha Gen6mica (IG)

Estima-se que existam mais de 10 milhdes de espécies diferentes ocupando as
mais diversas regides do planeta Terra (ALBERTS et al.,, 2015) Cada uma destas
espécies possui as suas peculiaridades, diferenciando-se em aparéncia, tamanho e
habitat. Todas estas caracteristicas sdo determinadas pelo genoma de cada organismo
(LEWIN, 2004).

Com o advento da técnica de sequenciamento, uma quantidade grande de
informacdes acerca de sequéncias de DNA foi disponibilizada. Atualmente, é possivel
comparar genomas de microrganismos inteiros, com isso podemos identificar e
comparar as semelhancas e as diferencas entre os organismos.

Uma descoberta que provém destas comparacdes € que os genomas microbianos
podem abrigar uma quantidade significativa e varidvel de DNA de espécies diferentes
da sua. Isto porque tem a capacidade de trocar material genético entre células nao
descendentes (mecanismos de transferéncia horizontal).

Desde que ocorreu o primeiro sequenciamento de um genoma, ficou claro que
aquisicdo de um novo DNA é um mecanismo comum para a evolucdo bacteriana
(OCHMAN et al., 2000), e que os genomas de todas as bactérias de vida livre
apresentam um grande numero de genes recém-adquiridos (NAKAMURA et al., 2004).

Um agente primdrio na mudanga genOmica, as Ilhas GenOmicas (IGs), sdo
formadas por um grupo de dezenas a centenas de genes cujos produtos podem cooperar
para conferir fun¢des complexas ao organismo (DOBRINDT et al., 2004).

Ilhas gendomicas (IGs) sdo, em esséncia, segmentos distintos de DNA,
geralmente entre 10 e 200 kb de comprimento, que foram adquiridos por transferéncia
horizontal de genes (THG) e sdo normalmente encontrados em alguns isolados de uma
determinada espécie ou estirpe (HACKER; KAPER, 2000). As diferentes familias de
IGs, algumas evolutivamente muito antigas, foram reconhecidas com base na sequéncia
e homologias funcionais. (BURRUS et al., 2002; JUHAS et al., 2007; VERNIKOS;
PARKHILL, 2008).

As primeiras classes de IGs a serem descritas eram as ilhas de patogenicidade,
assim chamadas, pois eram regides cromossOmicas instdveis com caracteristicas e

fendtipos varidveis associados a viruléncia (GROISMAN; OCHMAN, 1996).
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Atualmente as IGs representam um grupo muito mais amplo, diversificado e de vdrios
tamanhos, com uma grande abundancia no genoma bacteriano (DOBRINDT et al.,
2004). A capacidade de codificacio das IGs ndo estd limitada as funcdes de
patogenicidade, mas possui vasta diversidade, incluindo intimeras caracteristicas, por
exemplo, simbiose (SULLIVAN et al., 2002).

IGs sdo relativamente grandes segmentos de DNA, cujas caracteristicas de
nucleotideos, diferem do resto do cromossomo. IGs, na maioria das vezes sdo inseridos
em genes tRNA e ladeado por repeti¢des diretas ( do inglés, Direct Repeats, DR). IGs
normalmente abrigam genes que estejam envolvidos na mobilidade genética, como
integrases, transposases € sequéncias de insercdo (do inglés, Insertion Sequences, 1S),
como mostra a Figura 1:

Figura 1. Descri¢ao IGS

Core genome | Genomic island | Core genome

Fonte : JUHAS, 2009

IGs muitas vezes carregam genes que oferecem uma vantagem seletiva para as
bactérias hospedeiras. De acordo com seu contetido genético, IGs podem ser descritos
como patogenicidade, simbiose, metabodlicas, de fitness ou ilhas de resisténcia
(DOBRINDT et al., 2004; SCHMIDT; HENSEL, 2004).

As ilhas sdo descritas e caracterizadas por alguns fatores: (i) ilhas gendmicas
estdo presentes nos genomas de muitas bactérias, mas ausentes nos genomas de grupos
de descendentes estreitamente relacionados, (ii) em sua maioria possuem entre 10-200
kb; no entanto, existem algumas com tamanhos menores (1-10 kb) que sdo denominado
de 'Tlhotas' gendmicas, (iii) diferem em conteudo GC e na sua utilizagdo de cddons,
além de que podem ser reconhecidos pela quantidade de nucleotideo, que geralmente
diferem do resto do cromossomo, (iv) o locus do tRNA pode atuar como alvo para a
integracdo de DNA estranho, (v) muitas vezes possuem genes ou pseudogenes que
codificam para mobilidade genética, tais como integrases, transposases e elementos de
insercdo de sequéncia, (vi) além de serem frequentemente instaveis (HENTSCHEL;

HACKER, 2001).
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E amplamente reconhecido que a THG §é facilitada por IGs, e desempenha um
papel crucial na evolugdo das espécies bacterianas. Apds a excisdo a partir do genoma
do hospedeiro, IGs podem desempenhar um papel importante na transferéncia de parte
do cromossomo do hospedeiro para a bactéria receptora (HOCHHUT et al., 2000). Por
exemplo, a presenca de uma grande variedade de sistemas de secre¢do em muitas 1Gs
sugere que estes sdo utilizados ndo apenas para a transferéncia de IGS, mas também
para a transferéncia do DNA cromossomico do hospedeiro. 1Gs poderiam sofrer uma
recombinacdo com o cromossomo do hospedeiro, com um impacto significativo sobre a
evolucdo da bactéria hospedeira. Facilitando a evolu¢ao em ‘“saltos quanticos”. A sua
aquisicdo ou perda, pode alterar drasticamente o estilo de vida de uma bactéria
(GROISMAN; OCHMAN, 1996; OCHMAN et al., 2000; VAN DER MEER;
SENTCHILO, 2003; VERNIKOS et al., 2007).

Deve-se notar que muitos dos genes encontrados atualmente em IGs sdo novos e
de funcdo desconhecida, sem homodlogos detectdveis em outras espécies, mas, no
entanto, eles podem conferir vantagem seletiva para o organismo hospedeiro (HSIAO et
al., 2005).

Virios trabalhos durantes anos, demonstram a importincia que IGs tem e
tiveram em promover a THG, com a distribuicdo de uma gama de fun¢des adaptativas
para a bactéria hospedeira.

Virias linhas de pesquisas mostram evidéncias que sugerem a participacdo de
IGS na evolucdo de varios grupos de espécies bacterianas, descobriram conjuntos
conservados de genes no nucleo, que eram necessarios para manuten¢do da bactéria. A
contribuicdo de varios grupos de pesquisa ao redor do mundo tornou o processo de
THG por meio de IGs, um dos campos mais investigados da microbiologia (JUHAS et

al., 2009).

2.2 TRANSFERENCIA HORIZONTAL DE GENES (THG)

N

Em relacdo a estrutura celular, os seres vivos se dividem em dois grandes
grupos: Eucariotos e Procariotos. Os Eucariotos possuem seu material genético em um
compartimento limitado por uma membrana chamada ntcleo e compreendem as plantas,
fungos e animais. J4 os Procariotos ndo possuem seu DNA limitado por nenhuma

membrana (ALBERTS et al., 2015).
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A transferéncia da informacdo genética nos eucariotos € feita basicamente de
forma vertical, através da reproducdo, porém nos organismos procariotos ela também
pode ocorrer de outra forma (MADIGAN et al., 2015).

Nestes, a transferéncia de informacdes pode ocorrer tanto vertical, como
horizontalmente. Na primeira forma, as informacdes genéticas sdo passadas da célula
pai para a célula filha, durante a fase de divisdo celular (LAWRENCE; ROTH, 1996).

Na transferéncia horizontal, ocorre a transmissdao ndo genealdgica de material
genético de um organismo para outro, sendo uma fonte de novos genes e fungdes para o
receptor desse material genético que foi transferido (GOLDENFELD; WOESE, 2007).

A transferéncia horizontal de genes (THG) € a maneira que organismos possuem
de trocar informagdes genéticas com outros organismos, (BROWN, 2003). Em
bactérias, essa troca de informacdo pode ser feita de trés maneiras transducao
(CALENDAR, 1988), transformacdao (LORENZ; WACKERNAGEL, 1994) ou
conjugaciao (CLEWELL, 1993).

A transducdo € um mecanismo de transferéncia génica entre bactérias mediada
por bacteriofagos (fagos), que sdo virus especializados em infectar células bacterianas
(TENOVER, 2006). No momento em que o material genético do bacteriéfago ¢é
introduzido, o tipo de transdu¢do varia dependendo da biologia do fago e do ambiente
celular. Na transducdo generalizada, todos os genes contidos dentro de uma célula
infectada, sejam eles pertencentes a0 DNA cromossodmico, plasmidial ou até mesmo de
outro virus podem ser empacotados junto ao DNA do fago dentro do capsideo proteico
e transferidos a outras bactérias apds a lise. Entretanto, na transducdo especializada
somente genes bacterianos especificos sdo transferidos, independente de sua
localizagdo, sendo considerado um processo mais eficiente (TORTORA et al., 2012).

Os bacteriofagos sdo considerados um importante meio pelo qual os
microrganismos se adaptam a novos ambientes de forma mais permanente. Tal
caracteristica oferece vantagem seletiva as bactérias patogénicas e consequentemente
maior impacto em satde publica, principalmente em relacio a transducdo de genes de
resisténcia a antimicrobianos (DE LA CRUZ & DAVIES, 2000).

Transformacdo € o processo pelo qual a bactéria é capaz de realizar
recombinacdo genética por meio da absorcao ativa de DNA extracelular proveniente de
diversas fontes como cromossomos, plasmideos e fagos, dispersos no ambiente. Para

z

tanto € necessdrio que a bactéria esteja em estado de competéncia, cujas alteracoes



21

fisiol6gicas permitem a captacdo do DNA doador (BRIGULLA & WACKERNAGEL,
2010). Assim, se o DNA livre for composto por genes de resisténcia a antibidticos, a
célula receptora provavelmente adquire a resisténcia correspondente, caso a integracdo
ao material genético seja eficiente (FOLEY & LYNNE, 2008). Portanto, os requisitos
necessarios para que ocorra a transformacgao natural € a liberagao e persisténcia do DNA
doador no ambiente, a presenca de uma célula receptora competente e por fim a
capacidade de integracdo ao DNA receptor (KELLY et al., 2009).

A conjugacdo ¢ um mecanismo de transferéncia gé€nica entre bactérias no qual
contrariamente a transformacdo, existe a necessidade de um contato entre a célula
doadora de material genético e a célula receptora. Esse processo € orientado por
elementos genéticos moveis que transportam genes responsdveis pela codificacdo de
funcdes para sua propria transferéncia a outras bactérias hospedeiras, além de outras
atividades como resisténcia a antimicrobianos (THOMAS; NIELSEN, 2005; KELLY et
al., 2009). Por isso, a conjugacdo frequentemente € associada a plasmideos, pequenos
elementos genéticos que se multiplicam independente do cromossomo da célula
bacteriana (TORTORA et al., 2012).0 processo € mediado por um pili conjugativo (pili
sexual), uma estrutura proteica semelhante a uma haste que auxilia na unido das células.
Ap6s o contato inicial entre as duas células bacterianas, as membranas celulares se
fundem promovendo estabilidade. Uma cépia de fita simples do DNA plasmidial é
transferido a partir de uma sessdo denominada origem de transferéncia, para a célula
receptora (BAUMAN, 2009). Pelo sistema de conjugacdo, € possivel transferir entre
duas bactérias ndo somente um plasmideo completo, mas sequéncias extensas de
quaisquer elementos genéticos, desde que estejam integrados fisicamente a sessdo da
origem de transferéncia (THOMAS; NIELSEN, 2005). A conjugacdo € considerada o
principal processo de disseminacdo de genes de resisténcia a antibidticos entre as

populagdes bacterianas (ROWE-MAGNUS; MAZEL, 1999).

2.2.1 Ascensao da THG

Os fundadores da filogenia molecular usaram a informacdo molecular de
diferentes proteinas e genes para reconstruir as relacdes filogenéticas entre os
organismos (ZUCKERKANDL; PAULNG, 1965). Logo perceberam, no entanto, que os
genes diferentes poderiam levar as incongruéncias filogenéticas e filogenias

conflituosas, principalmente em microrganismos, ao agrupar grupos de espécies ou
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espécies que sdo divididas por outros marcadores morfoldgicos, fisiolégicos ou
moleculares (HILARIO; GOGARTEN, 1993; GUPTA; SINGH, 1994; GOLDING;
GUPTA, 1995; WHITEHOUSE et al., 1998).

Por outro lado, os mecanismos para a transferéncia de material genético entre
microrganismos sdo conhecidos desde o inicio na biologia molecular e na drea da
pesquisa da genética molecular (LEDERBERG; TATUM, 1946; ZINDER;
LEDERBERG, 1952; STOCKER et al., 1953). O conceito de transferéncia horizontal
de genes entre organismos surgiu no inicio da década de 1990 como uma explicagdo
alternativa para os eventos de filogenia conflituosa (HILARIO; GOGARTEN, 1993).
Desde entdo, novos e abundantes dados, reforcam essa ideia, especialmente com o
surgimento da era gendmica, o que permitiu a comparagdo de conjuntos completos de

genes entre organismos.

2.2.2 Importancia da THG

Desde o surgimento da THG, um numero considerdvel de estudos tem sido
publicados sobre os genes que foram adquiridos dessa forma, (GOGARTEN et al.,
2002; LERAT et al.,2005), tanto em bactérias (SAUNDERS et al., 1999; OCHMAN et
al., 2000) e archea (DOOLITTLE; LOGSDON, 1998; FAGUY; DOOLITTLE, 1999),
bem como em eucariotos (ANDERSON, 2005). Estes estudos mostram que a
transferéncia genética pode ocorrer entre organismos, mas também entre os dominios
em todas as direcdes possiveis: de bactérias para archea ( REST; MINDEEL, 2003), de
archea para as bactérias (GOPHNA et al., 2004), de archea para eukarya (ANDERSON
et al., 2003), das bactérias para eukarya (WAKTINS; GREY, 2006), a partir de eukarya
para bactérias (GULJAMOW et al., 2007) e até mesmo entre eukarya (NEDELCU et
al., 2008). No entanto, € na evolucao bacteriana e de archaea que a THG tem sido aceita
e documentada.

A identificacdo da THG, ainda é uma questdo a resolver, diversos critérios tem
sido propostos e discutidos que permita essa identificacio com uma menor dificuldade,
com o viés no uso de cédons e na composi¢cdo de bases que sdo diferentes em relagdao
aos outros genes do genoma (RAGAN 2002; LAWRENCE; OCHMAN, 2002).

Critérios baseados na utilizacdo de cédons e na composicdo de base foram
objetos de diversas criticas, j4 que o conjunto de genes, os que residem e os que foram

transferidos, passam pelas mesmas tendéncias mutacionais, uma vez que fazem parte do
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mesmo genoma, desta forma os critérios poderiam permitir a identificacdo dos eventos
recentes de THG, mas podem ser ineficientes na deteccdo de eventos que ocorreram ha

muito tempo (KOSKI ET AL., 2001; KUO; OCHMAN, 2009).

2.2.3 THG e Evolu¢ao Microbiana

Uma grande quantidade de trabalho tem sido realizada nos ultimos anos, para
tentar lidar com a importancia da THG na evolugao de bactérias e archaeas (FAGUY;
DOOLITTLE, 1999; NELSON et al., 1999; OCHMAN et al., 2000; OCHMAN, 2001;
GOGARTEN et al., 2002; KURLAND et al., 2003; PHILIPPE; DOUADY, 2003; PAL
et al.,, 2005; CHOI; KIM, 2007; KOONIN; LOBO, 2008), que nos mostra que o
mecanismo, desempenha um papel maior na evolucdo microbiana maior do que se
pensava anteriormente.

Virios estudos sugerem que a THG pode ser efetivamente mais frequente para
distancias evolutivas curtas e intermedidrias, mas raro entre organismos separados por
grandes periodos de tempo evolutivo (OCHMAN et al., 2000; BRUGGER et al., 2002;
NAKAMURA et al., 2004; GE et al., 2005; CHOI KIM, 2007; DAGAN et al., 2008).

Wagner et al. (2008) analisaram a evolucao de 2091 sequéncias de inser¢do em
438 genomas de procariotos completamente sequenciados e encontraram apenas 30
casos de transferéncia entre clades distantemente relacionadas, 23 destes eventos
pareciam ser antigos, enquanto apenas sete foram recentes.

Os casos de transferéncias de genes entre archea e bactéria que foram descritos
(REST; MINDELL, 2003; GOFNA et al., 2004), mostram que a THG pode afetar a
evolucgdo nos procariotos ao longo das diferentes épocas evolutivas.

Os estudos sugerem que, apesar do fato de que a THG pode ser mais frequente
entre organismos relacionados intimamente, também pode ter lugar entre 0os organismos
distantemente relacionados, contribuindo para a evolu¢do microbiana.

A THG € uma forca importante na modula¢do da evolugdo nos procariotos,
apesar da troca de genes serem mais faceis em organismos estreitamente relacionados, a

THG ocorreu entre ambos 0os dominios.
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2.3 Métodos para deteccao de ilhas gendmicas.

Existem dois métodos para a detec¢do de 1Gs em bactérias. Método baseado em
comparacdo de genomas com uso de sequéncias gendmicas de espécies
filogeneticamente préximas, e outro método baseado em composi¢do de sequéncia, que

utiliza apenas o genoma da bactéria de interesse para encontrar IGs,

2.3.1 Métodos baseados em comparacdo gendmica

Com o crescimento de genomas sequenciados, a abordagem do uso da andlise
genOmica comparativa para detectar 1Gs se torna possivel. Os genomas de espécies
filogeneticamente proximas sdo utilizados para comparacdo. Os métodos baseados na
comparacdo gendmica comparam multiplas sequéncias gendmicas para predizer IGs. O
genoma investigado e alinhado com dois ou mais genomas relacionados. As regides
presentes em ambos os genomas provavelmente ndo tem origem horizontal, enquanto as
regides encontradas apenas no genoma da bactéria investigada sao consideradas IGs.

Dentre os métodos de comparacdo se destacam, MobilomeFinder (OU et al.,
2007), que requer a sele¢cdo manual dos genomas utilizados para comparacdo, MOSAIC
(CHIAPELLO et al., 2005) o qual utiliza um conjunto de dados de referéncia, com um
simples tratamento dos resultados de alinhamento que permite uma definicdo robusta da
estrutura em mosaico e o IslandPick (LANGILLE et al., 2008) que realiza uma busca
automdtica.

A principal limitacdo dessa abordagem € a dependéncia da disponibilidade de
genomas relacionados que foram sequenciados, cerca da metade dos genomas nio tém
um nimero minimo de espécies / linhagens relacionadas para que possa ser feito andlise
comparativa entre os genomas. Assim, a detec¢ao de IGs em tais genomas pode nao ser
aplicdvel, no entanto com o crescente nimero de genomas sequenciados, essa

dificuldade tende a diminuir.

2.3.2 Métodos baseados em composi¢ao de sequéncia

Esse método se baseia em que o genoma de uma espécie possui uma assinatura
unica de sequéncia, entdo IGs podem ser detectadas pela sua composi¢cdo que difere do

resto do genoma da bactéria (CHE et al., 2001).
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A composi¢do de bases e o padrdo no uso de cédon, sao bem semelhantes entre
os genes de um genoma, podemos diferenciar as sequéncias que foram adquiridas por
transferéncia horizontal de genes, devido as diferencas que apresentam em relacdo ao
resto do genoma (LAWRENCE; OCHMAN, 1998).

Uma simples medida de diferenciacdo € o conteido de GC. Nesta medida toma-
se uma janela deslizante de tamanho usual entre 10 e 50 kb e calcula-se a frequéncia das
bases G e C para cada janela, comparando-as com a frequéncia média do genoma.
Janelas cujas frequéncias diferirem da frequéncia média esperada sdo consideradas IGs.
(KARLIN, 2001).

A maioria dos métodos baseados em composicdo de sequéncia requer uma
medida da composi¢do da sequéncia para capturar a assinatura do genoma, 0s principais
métodos baseados em composi¢do de sequéncia sdo: IslandPath (HSIAO et al., 2003)
que calcula a frequéncia de 24 dinucleotideos, combinada com a presenca de pelo
menos um gene tipico de THG para a predicdo de IGs em bactérias; PAI-IDA (TU;
DING, 2003) utiliza anélise discriminante para detectar regides gendmicas que desviam
do resto do genoma, de acordo com trés critérios de composi¢do: conteido de GC,

frequéncia de dinucleotideos e uso de codons.

2.4 Clusterizacao

2

Bioinformética € a ciéncia de gerenciar, minerar, integrar e interpretar
informacdes de dados bioldgicos em diversos niveis do organismo (WANG et al.,
2005). O actimulo de dados bioldgicos em bancos de dados em vérias partes do mundo
demanda o desenvolvimento de novas ferramentas para interpretar este grande volume
de dados (WANG et al., 2005; ATTWOOD et al., 2011).

A Descoberta de Conhecimento em Banco de Dados (do Inglés Knowledge
Discovery in Databases, KDD) surgiu da necessidade de extrair informacoes uteis de
grandes conjuntos de dados e desempenha um papel importante na andlise de dados
bioldgicos e solucdo de problemas emergentes na drea de bioinformatica (WANG et al.,
2005). A Mineracdo de Dados € a principal etapa no processo de KDD, que também
envolve a aquisi¢ao das informacdes, pré-processamento, transformacao e interpretacao
dos resultados (FAYYAD; PIATETSKY-SHAPIRO; SMYTH, 1996).

Mineracao de dados consiste na aplicagcdo de algoritmos para extrair padroes de

interesse dos dados (FAYYAD; PIATETSKY-SHAPIRO; SMYTH, 1996). A
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Clusterizacdo ¢ um método de mineracdo de dados. Algoritmos de Clusterizacdo sdo
utilizados para separar elementos de um conjunto de dados, em grupos de objetos, de
acordo com a sua semelhanca. Estes grupos sdo conhecidos como clusters ou

agrupamentos (JAIN; DUBES, 1988; JAIN; MURTY, 1999)

2.5 — Mycoplasmas

Mycoplasmas pertencem a classe dos Mollicutes. Eles estdo entre os
organismos de menor tamanho de genoma de 580 kb a 2.2 mb , além de serem capazes
de autorreplicacio em meio isento de células (LO, 1992), como bactérias, elas ndo
possuem nucleo, mas conttm DNA e RNA, porém ao contrdrio da maioria das
bactérias, eles ndo portam qualquer tipo de parede celular (MARTY, 1993), causam
doencas graves em muitas espécies animais (assim como plantas), onde eles podem
afetar sistemas de multiplos 6rgdos ou causar doencas cronicas. Mycoplasmas sao
muitas vezes dificeis de detectar e de erradicar devido a mecanismos de evasdo e
modulagdo da resposta imune do hospedeiro (BASESMAN et al., 1996).

As proteinas de Mycoplasma sdo suficientemente semelhantes as proteinas
animais, com isso, 0 sistema imune do corpo ndo reconhece a Mycoplasma como uma
estrangeira ou pode fazer com que o organismo produza anticorpos que ataquem as

c€lulas animais e acabam produzindo uma doenga autoimune (TULLY et al., 1996).

2.5.1 Mycoplasma Agalactiae

A M. agalactiae, possui um genoma de tamanho de 1,05 mb, com um conteudo
GC de 29,7%, ela € responsdvel pela agalactia contagiosa em pequenos ruminantes
domésticos, uma sindrome listada pela Organizacdo Mundial de Saude Animal e
responsdvel por graves danos para a industria de laticinios (CORRALES et al., 2007)

Possui uma dificil erradicacdo ja que a M. agalactiae continua a infectar novas
manadas por muitos anos apds a infec¢do inicial. Embora as caracteristicas da doenca
estejam bem documentadas, pouco se sabe sobre os determinantes de patogenicidade de
M. agalactiae ou os mecanismos envolvidos na infeccdo e na sua resisténcia

(DAMASSA et al., 1992).
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2.5.2 Mycoplasma arthritidis

M. arthritidis é um agente patogénico natural de ratos, causando severa
poliartrite, com lesdes semelhantes as observadas na artrite reumatoide humana.
O organismo foi isolado de camundongos, 0 seu sequenciamento mostrou um

genoma de tamanho de 1 mb, com um contéudo GC de 30.7%. (WASHBURN, 2002).

2.5.3 Mycoplasma bovis

O M. bovis que foi identificado pela primeira vez como um agente causador da
mastite em 1961 e reconhecido como um importante agente patogénico bovino causador
de doencas respiratorias em 1976, possui um genoma de tamanho de 1,15 mb e um
conteddo GC de 29,3% (CASWELL et al., 2008).

A pneumonia causada pela M. bovis tornou-se mais comum com O
desenvolvimento da industria de carne, induzida pelos transportes de longa distancia,
com uma péssima condicdo de confinamento. Uma vez que este microrganismo €
resistente a varios antibioticos, incluindo beta-lactimicos, ndo possui nenhuma vacina
eficaz disponivel comercial, M. bovis tem causado uma perda econdmica significativa

nos Estados Unidos, Canadd e a maioria da Europa (WHITE et al., 2010).

2.5.4 Mycoplasma bovoculi

M. bovoculi, a primeira sequéncia completa do genoma desse organismo foi
isolado em 1968, a partir de um olho bovino no Canadd, possui um genoma de tamanho
de 0.95 mb e um contetido GC de 28.2% (LANGFORD et al., 1973).

E um agente etiolégico da conjuntivite bovina e estd também associado com o
desenvolvimento da infec¢do mais grave, queratoconjuntivite bovina (POSTA et al.,

2008).

2.5.5 Mycoplasma californicum

M. californicum € uma bactéria que causa a mastite, apresenta forte
infectividade, e possui uma ma resposta ao tratamento com antibidticos, gerando
grandes perdas econdmicas. Apesar de sua importancia, pouca informagdo genética da

M. californicum esta disponivel (HEWICKER-TRAYTWEIN et al., 2002).
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O organismo foi isolado a primeira vez na Califérnia, depois de um surto de
mastite (Jasper, 1981), mas devida a sua importancia e poucas informacodes genéticas,
foi isolada no Japdo a partir do leite bovino, para que possa se fornecer alguma base
para investigacdo dessa espécie no futuro, possui um genoma de tamanho 0.95 mb e um

contetudo GC de 30,8% (NOGUCHI et al., 2008).

2.5.6 Mycoplasma canadense

M. canadense é uma bactéria que causa a mastite bovina, a infec¢do gerada por
essa bactéria resulta em uma diminui¢do imediata e acentuada na producao de leite, uma
enorme quantidade de células inflamatdrias infiltrando o leite de todos os quadrantes,
além de que persiste por longos periodos (BALL, 1986).

Apesar da importancia da sua importincia, pouca informagdo genética sobre o
organismo estd disponivel. A sequéncia inteira do seu genoma foi isolada a partir do
leite bovino no Japao, a M. canadense possui um genoma de 0.85 mb, com um contetido

GC de 24.3%. (NOGUCHLI, 2008).

2.5.7 Mycoplasma Capricolum

M. capricolum possui um genoma de tamanho 1.2 mb com um conteido GC de
23.7%, é um agente etiologico da agalaxia, doenca que afeta pequenos ruminantes,
associada com inflamacdo cronica, artrite e mastite. Embora M. capricolum seja
considerado um dos membros menos patogénicos, os surtos provocados por este agente
pode ter um impacto significativo sobre as industrias caprinas devido a perda de

producio de leite e aumento da mortalidade (GOMEZ-MARTIN et al., 2013)

2.5.8 Mycoplasma conjunctivae

M. conjunctivae, contém um genoma de tamanho 1 mb com um contetido GC de
28,6%, ¢ um agente etioldgico da ceratoconjuntivite infecciosa, causa infeccoes
oculares graves que levam a cegueira e perfuracdo da cérnea, particularmente em Alpine
ibex e camurcas (BARILE, 1972). Tendo em vista as condi¢des fisico-quimicas severas
que protegem o olho de ser infectado por microrganismos patogénicos, M. conjunctivae
tem uma funcdo eficiente para a adesdo, que ndo a deixa ser expulsa, pelo fluido

lacrimal (HANG et al., 1995).
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2.5.9 Mycoplasma Crocodyli

O organismo foi isolado a partir de articulagdes e pulmdes de crocodilos. Esta
bactéria que provoca poli artrite em crocodilos, seu sequenciamento revelou um genoma

de tamanho de 1.10 mb e o seu contetido GC é de 27,6%. (KIRCHHOFF, 1997).

2.5.10 Mycoplasma cynos

M. Cynos contém um genoma de tamanho de 1.15 mb com um conteudo GC de
25.7%, parasita do trato respiratério canino. Vdrias espécies de Mycoplasma foram
isoladas das vias respiratorias de cdes com doenca clinica. A Doenca Respiratdria
Infecciosa Canina (DRIC) € uma doenga multifatorial, envolvendo ambos os agentes
virais e bacterianos (CHALKER et al., 2004).

Chavla (2007), sugere em evidéncias recentes que M. cynos, em particular, € um
importante agente etiolégico da DRIC. Nado se sabe sobre o papel que M. cynos
desempenha em DRIC, se a bactéria é um agente patogé€nico ou um patdgeno

secundério oportunista.

2.5.11 Mycoplasma dispar

M. dispar é frequentemente isolada de animais com doencas respiratdrias, mas
também pode ser detectada em animais sauddveis, normalmente transmitida pelas
secrecoes respiratorias dos animais infectados (TEGTMEIER et al., 1999). Esta espécie
foi isolada em diferentes paises, possui um genoma de tamanho de 1.25 mb, com um

conteudo GC de 29%.

2.5.12 Mycoplasma fermentans

O sequenciamento M. fermentans, mostrou um genoma de tamanho de 1.15mb
com um contetido GC de 29.6%, além de estar associada com varias doencas humanas.
Por exemplo, a presenca de M. fermentans com a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (SIDA) dos pacientes foi relatado em 1989 (LO et al., 1989).

Seya (2002), sugere que o potencial de M. fermentans para interagir com o
sistema imunitdrio tem sido intensivamente investigado. Estudos t€ém demonstrado que

as proteinas associadas a membranas de M. fermentans podem interagir com mondcitos
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e macrofagos, M. fermentans foi proposta como um cofator do virus da

imunodeficiéncia humana para a transmissao e progressao da viruléncia.

2.5.13 Mycoplasma flocculare

O sequenciamento de M. flocculare, mostrou um genoma de tamanho de 0.95
mb com um conteido GC de 28,9% (SIQUEIRA et al., 2013.), geralmente considerada
um colonizador da nasofaringe suina, além de ser um agente patogé€nico oportunista em

coinfec¢des provocadas por outras Mycoplasma. (OPRIESSNIG et al., 2011).

2.5.14 Mycoplasma Gallisepticum

M. gallisepticum contém um genoma de tamanho 1,15mb com um contetido GC
de 31.6%, agente patogénico do trato respiratério em aves, causando uma inflamacgao
grave da traqueia, pulmdes e nos sacos de ar, em especial na presenca de um coinfecgao
(SATO et al., 1970). Este agente patogénico invade, sobrevive e multiplica-se dentro de
uma variedade de células ndo fagociticas, tais como glébulos vermelhos de galinha,
células HeL a, e fibroblastos de frango (WINNTER et al., 2000).

Além disso, M. gallisepticum é conhecido por colonizar diversos tecidos extra-
pulmonares, incluindo o sangue, coragdo, baco, figado e cérebro (INDIKOVA et al.,

2013).

2.5.15 Mycoplasma genitalium

Identificada em 1980, M. genitalium é uma bactéria da classe das Mollicutes que
coloniza o aparelho reprodutor masculino e feminino. Dado o pequeno tamanho do seu
genoma 0.75mb e conteido GC de 31.7%, foi uma das primeiras bactérias a ser
totalmente sequenciada e o primeiro genoma sintetizado quimicamente. (FRASER,
1995)

M. genitalium causa uma infec¢do transmitida sexualmente, € prevalente e
emergente epidemiologicamente, estd relacionada a doenca inflamatdria pélvica e

cervicite (TAYLOR-ROBISON, 2011).
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2.5.16 Mycoplasma Haemocanis

M. Haemocanis possui um tropismo para os glébulos vermelhos hospedeiros
vertebrados, é um agente patogénico do sangue que pode causar anemia em caes
(HULME-MOIR et al., 2010.)

O DNA da bactéria foi isolado a partir do sangue de um cao infectado, foi
totalmente sequenciado, mostrou um genoma um tamanho de 1.10 mb, com um

contetido GC de 35.3% (NAILA, 2012).

2.5.17 Mycoplasma haemofelis

M. haemofelis € uma infeccio comum em gatos que provoca a anemia
hemolitica aguda, que destr61 ou remove hemdcias pela atuagdo de anticorpos
antieritrocitarios. Uma ampla variedade de sintomas clinicos, incluindo a anemia,
pirexia, letargia, e esplenomegalia caracteriza a doenga, que se ndo for tratada pode
resultar em morte (FELDER et al., 2011).

O DNA da M. haemofelis foi purificado a partir do sangue retirado de um gato
infectado em um momento de alta parasitemia, foi identificado um genoma de 1.35 mb,

com um conteido GC de 38.85% ( PETERS et al., 2010).

2.5.18 Mycoplasma hominis

M. hominis € um habitante comum vaginal que estd associado com a
vaginose bacteriana. A bactéria € considerada inofensiva para a maior parte das
mulheres que ndo estdo grividas, mas em gestantes pode causar infeccOes intra-
amniodtica, causando uma ruptura prematura das membranas, gerando um nascimento
prematuro (MASSARO et al., 2009).

Sequenciou o genoma completo, a partir do liquido amniético e da placenta de
um isolado de M. hominis, de gravidezes que resultaram em nascimentos prematuros,
identificou um genoma com um tamanho de 0.85 mb, com um contetido GC de 26.9%

(MATTHEW et al., 2015).
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2.5.19 Mycoplasma hyopneumoniae

M. hyopneumoniae contém um genoma de tamanho 1.05 mb com um contetddo
GC de 28.5%, causa pneumonia enzodtica, que € uma pneumonia leve, que acomete os
suinos. Este organismo altamente infeccioso tem uma distribui¢do mundial.

A infeccdo por M. hyopneumoniae resulta em lesdes pulmonares graves e perdas
de producdo, um relativo controle foi conseguido através de programas de vacinagdo,
mas a pneumonia enzodtica continua a ser um grande problema econdmico na industria

de suinos (MAES, 2008).

2.5.20 Mycoplasma hyorhinis

M. hyorhinis é um patégeno suino que causa uma doenca cronica, apds a sua
colonizagdo inicial nas superficies mucosas do trato respiratorio. M. hyorhinis também
pode infectar células humanas. A sequéncia completa do genoma de M. hyorhini foi
derivada de animais naturalmente infectados, possui um genoma de tamanho de 1 mb,

com um conteido GC de 25.9%. (ELKIN et al., 2010.)

2.5.21 Mycoplasma Leachii

Mycoplasma leachii foi inicialmente isolado a partir de fluidos de bezerros do
sul de Queensland, na Austrélia, o seu sequenciamento gerou um genoma de tamanho
de 1.20 mb, com um contetido GC de 23.5% e sua patogenicidade foi estabelecido por
infeccdo experimental, foi relatada com pouca frequéncia como causa de poli artrite em
bezerros e mastite em vacas; o patdgeno também foi isolado a partir de fetos abortados

pulméo bovino e de pequenos ruminantes anfitrides (MANSO-SILVAN et al., 2009).

2.5.22 Mycoplasma meleagridis

M. Meleagridis € relatado como um patogeno especifico de perus que provoca
mortalidade embriondria, anormalidades esqueléticas e mau desempenho do
crescimento na descendéncia infectada (Yamamoto, 1991).

No entanto, o isolamento ocasional de frangos que apresentem sinais de doencas
respiratdrias e/ou perdas de producdo de ovos sugere que M. meleagridis também pode

ser um agente patogénico de frangos. Para comecar a responder a estas questdes, foi
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realizada a sequéncia completa do genoma de M. Meleagridis, com um genoma de

tamanho de Imb, e o seu conteido GC de 25,9%. (KHIARI et al., 2011).

2.5.23 Mycoplasma mobile

M. mobile é uma das Mycoplasmas em forma de frasco (1 pm x 0,3 pm), foi
originalmente isolada a partir de um peixe (KIRCHHOFF; ROSENGARTEN 1984).

Acredita-se que seja um agente patogénico de mamiferos, cresce a cerca de 20 °
C, um pouco menor do que a maioria das outras Mycoplasmas estudadas, cujo (ILOFF,
2002). No entanto, tnica caracteristica mais marcante de M. mobile é a sua capacidade
de deslizar (definida como translocacdo suave, enquanto em contato com uma
superficie) em superficies de vidro ou plastico em velocidades de at€é 7 mm/s
(ROSENGARTEN; KIRCHHOFF 1987).

O sequenciamento do genoma da M. mobile, gerou um genoma de tamanho de

0.95 mb, com um contetido GC de 25% (JAFFE; CHURCH, 2004).

2.5.24 Mycoplasma mycoides

O sequenciamento do genoma M. mycoides, mostrou um genoma de tamanho de
1.19 mb e o seu conteido GC de 24%, os membros da espécie das M. mycoides, estao
entre os mais virulentos das Mycoplasmas, causando doengas em todo o mundo, com
perdas significativas de gado bovino e caprino ( RODRIGUEZ et al., 1983; MANSO-
SILVAN, 2007).

2.5.25 Mycoplasma ovis

M. ovis, foi descrito pela primeira vez em 1934. O seu sequenciamento, mostrou
um genoma de tamanho de 0.90 mb e um conteido GC de 31.7%. Este organismo pode
causar uma infec¢do aguda em ovinos podendo resultar em sindrome de anemia,

afetando a producdo industrial. (NEIMARK et al., 2004).

2.5.26 Mycoplasma parvum
M. parvum, parasita suino descrita pela primeira vez por Splitter (1950), é
relatada por se acumular frequentemente em grandes nimeros em um Unico glébulo

vermelho. Foi sequenciada a partir do sangue de um porco, que foi naturalmente
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infectado, o seu genoma € de tamanho de 0.75 mb, e o seu contetido GC ¢é de 27%.

(NAILA et al., 2013).

2.5.27 Mycoplasma penetrans

M. penetrans, infecta seres humanos na via urogenital e respiratéria. Uma
caracteristica tipica € a penetracdo nas células humanas, essa bactéria estd associada
principalmente com a infeccdo por HIV-1 que contribui para a deterioracdao do sistema
imune, particularmente em adultos na Europa e nos EUA (FINCH, 1992).

O M. penetrans foi isolado a partir de um paciente HIV-negativo, com uma
doenca sistémica associada a infeccdo por M.penetrans, 0 organismo possui um genoma

de tamanho de 1.55 mb, com um conteddo GC de 25.7 % ( YANEZ et al., 1999).

2.5.28 Mycoplasma pneumoniae

O sequenciamento de M. pneumoniae mostrou um genoma de tamanho de 0.81
mb com um conteddo GC de 40%. Patégeno comum do trato respiratorio superior e
inferior de seres bovinos de todo o mundo (KUHNER et al., 2009).

Embora a infec¢do seja suave, na maioria dos casos, os pacientes podem

desenvolver ocasionalmente essa infec¢cdo para uma doencga fatal (NARITA, 2010).

2.5.29 Mycoplasma pulmonis

M. Pulmonis, agente etioldgico da micoplasmose respiratéria em ratos e
camundongos. Considerado como o modelo mais util para o estudo de infeccdes
respiratorias derivadas de Mycoplasmas, incluindo a infeccdo causada por mielofibrose
primdria em seres humanos (CITTI, 1997).

A andlise da sequéncia completa do genoma de M.pulmonis, revelou que ele
fornece pistas para decifrar os respectivos papéis dos fatores de viruléncia, o seu
genoma possui um tamanho de 1.15 mb, com um conteido GC de 26.6%

(CHAMBAUD, 2011).

2.5.30 Mycoplasma putrefaciens

M. putrefaciens, agente etioldgico da agalactia contagiosa em caprinos, uma

sindrome listada pela Organizacdo Mundial de Saide Animal (NICHOLAS, 2008), a
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sindrome inclui mastite que pode ser acompanhada por conjuntivite e poli artrite. Foi
identificada em 1976 (TULLY et al., 1976).

O sequenciamento dessa bactéria, mostrou um tamanho de 1.05 mb, com um
conteido GC de 26.95%, além de possibilitar andlises comparativas para obter

informacdes o polimorfismo interespécies. (CALCUT, 2011).

2.5.31 Mycoplasma suis

M. Suis € um parasita dos eritrécitos de suinos, a bactéria pode invade o
eritrocito levando consigo uma alta viruléncia, fora a sua resisténcia aos antibidticos,
além disso, evidéncias crescentes apontam que M. suis também € um agente zoondtico.
O DNA foi isolado a partir de leitdes infectados, onde possui um genoma de tamanho
de 0.90 mb, com um contetido GC de 31.1%. (GROEBEL et al., 2009).

2.5.32 Mycoplasma synoviae

M. synoviae, principal patogeno de aves de capoeira comercias, gerando
osteoartrite, sinusite e lesdes no trato respiratorio das aves, tem como principais
mecanismos patogénicos, a citoaderéncia e a hemadsor¢cao (KANG, 2002).

Um conjunto de uma sequéncia hibrida do M. synoviae completa foi

sequenciada, gerando um genoma de tamanho de 0.95 mb, com um conteido GC de

28.3% (May et al., 2015).

2.5.33 Mycoplasma wenyonii

M. wenyoni é um parasita de bovinos, gerando infec¢des que associam a perda
de peso, infertilidade e diminui¢do da producdo de leite (GENOVA, 2011). Possui uma
baixa morbidez e os animais podem tornar-se portadores cronicos (FUIIHARA, 2011).

O genoma completo de M. wenyonii foi sequenciado, montado e anotado, para
que se pudesse entender melhor a sua patogenicidade, metabolismo e evolugdo, o seu
genoma possui um tamanho de 0.85 mb, com um contetdo GC de 33.9%. (ANDREA et
al., 2012).

2.5.34 Mycoplasma yeatsii

M. yeatsii, € um patégeno de ruminantes, € costumeiramente isolado do canal
auditivo dos caprinos, foi isolado a partir de uma cabra na Califérnia, possui um

genoma de tamanho de 1.05 mb, com um conteido GC de 25.75%. (KENT et al., 2012).
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3 METODOLOGIA

Neste trabalho, foi utilizado um método alternativo para deteccdo de IGs em
genomas de Mycoplasma, através da utilizacdo do algoritmo Mean Shift.

Fundamenta-se na hipdtese de que é possivel separar as sequéncias gendmicas
adquiridas horizontalmente das originais através de um algoritmo de clusterizacdo, que
¢ um método de mineracdo de dados, utilizado para separar elementos de um conjunto
de dados, em um grupo, de acordo com sua semelhancga, esses grupos sao chamados de
clusters, que possibilita a detec¢ao das IGs. Os clusters sao as préprias IGs, pois contém
os fragmentos potencialmente adquiridos por transferéncia horizontal, ji que partimos
do principio que os agrupamentos separados do genoma original contém genes de
outros organismos, devido a sua composicao distinta, coloca os fragmentos que contém
os genes estanhos em clusters diferentes daqueles que contém os fragmentos nativos do
genoma.

Fukunaga (1975) propds o mean-shift incialmente em 1975, para ser aplicado na
area de reconhecimento de padrdes, o método possui aplicagdes em diversas areas, tais
como processamento de imagens, visdo computacional e mineracdo de dados.

O método utilizado foi desenvolvido pelo bacharel em ciéncias da computacao
Daniel Miranda de Brito do Centro de Informética da Universidade Federal da Paraiba,
que propds um método alternativo para detec¢do de IGs em bactérias com o algoritmo

de clusterizacdo, utilizando as bases ATCG como unidade de composi¢do de sequéncia.

3.1 Parametros

O método alternativo que utilizamos para deteccdo de IGs possui trés
parametros ajustaveis: o tamanho dos fragmentos (janelas), coeficiente do desvio padrao
para selecdo dos fragmentos artificiais e quantidade de fragmentos artificiais
selecionados, os dois ultimos parametros sdo utilizados para o ajuste automdtico do
parametro bandwidth (parametro usado pelo Mean Shift para fazer a mineracdo de dados
nos fragmentos, calculado automaticamente) 6timo do algoritmo de clusterizacdo, que é

necessdrio para que as IGs sejam encontradas.



37

3.1.1 Tamanho dos fragmentos

O primeiro parametro € o tamanho dos fragmentos (janela), que define a unidade
bésica de predi¢do, do ponto de vista de algoritmos de agrupamento, o ponto no espaco
d-dimensional (onde d € 4, pois consideram-se as bases A,T,C e G). Para exemplificar a

escolha desse parametro, foi feita uma sequéncia de um genoma qualquer:

Figura 2. Segmento de um genoma representado no formato FASTA.

=Sequéncia
"TAAGTTATTATTTAG"

Fonte: Elaborado pelo autor

Foi selecionada uma janela (fragmento) de tamanho 5, consideram-se os
fragmentos "TAAGT","TATTA" e "TTTAG" na predicao de IGs. A Figura 3 mostra

como s3o0 Vvistos como pontos no espago 4-dimensional:

Figura 3. Lista de pontos interpretados para o genoma

P1:(2.0,2.0, 0.0, 1.0)
P2:(2.0, 3.0, 0.0, 0.0)

P3:(1.0, 3.0, 0.0, 1.0)

Fonte: Elabora pelo autor

O método divide o genoma original em fragmentos de tamanhos iguais, cujo
valor € fornecido pelo usudrio. Para realizar os testes nos genomas Mycoplasma, foi

utilizado o tamanho de janela 50kb (50000 nucleotideos).

3.1.2 Coeficiente do desvio padrao

O segundo parametro define o qudo distante estdo os fragmentos artificiais dos
fragmentos originais do genoma. Para isso, € calculada a média e desvio padrao de cada
base (A, T, C e G) dos fragmentos originais do genoma. Com esses valores calculados,

fragmentos candidatos a predicdo sdo recuperados de uma base com genomas de
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diversas espécies. Um fragmento artificial € aceito se o seu somatdrio de bases for
menor que média menos o desvio padrdo ou maior que a média somando o valor desvio

padrao dos fragmentos do genoma original.

3.1.3 Quantidade de fragmentos artificiais

O ndmero de fragmentos artificiais aceitos dizem quantas vezes o processo de
selecdo deve ser feito, tendo os fragmentos artificiais selecionados, executa-se o
algoritmo de clusterizacdo Mean Shift. Usando parametros bandwidth decrescentes, é
repetido o processo de agrupamento, até que todos os fragmentos artificiais sejam
mantidos em agrupamentos isolados. Nesse ponto, temos a clusterizagdo 6tima, que nos
dard informacdes sobre as IGs presentes no organismo. Os fragmentos artificiais sdao
usados apenas para a definicdo do pardmetro 6timo e ndo sdo analisados para
identificacdo de IGs.

Sdo considerados IGs fragmentos que sdao mantidos em clusters separados
daqueles que contém os fragmentos nativos do genoma. Esses clusters separados sao
aqueles que contém no maximo 200 kb em bases (definido a partir do tamanho da

janela, caso seja S0kb sdo clusters com no méximo 4 elementos).

3.2 Coleta de Dados

Todas as Mycoplasma sequenciadas usadas no trabalho foram adquiridas no
Centro Nacional de Informagdes sobre Biotecnologia ( do inglés, National Center for
Biotetchnology Information - NCBI, que possibilita recursos que organizam
informacdes sobre genomas, incluindo sequéncias, mapas, cromossomos € montagens..

Tabela 1. Mycoplasmas/cédigo de acesso no NCBI

Mycoplasma Caédigo de Acesso (ID)
Mycoplasma agalactiae 1028
Mycoplasma arthritis 1021

Mycoplasma bovis 1150




Mycoplasma bovoculi

Mycoplasma californicum

Mycoplasma canadense

Mycoplasma capricolum

Mycoplasma conjunctivae

Mycoplasma crocodyli

Mycoplasma cynos

Mycoplasma dispar

Mycoplasma fermentans

Mycoplasma flocculare

Mycoplasma gallisepticum

Mycoplasma genitalium

Mycoplasma haemocanis

Mycoplasma haemofelis

Mycoplasma hominis

11292

32001

35947

521

2176

1732

15822

36400

1234

11293

1113

474

11914

1663

3075

39



Mycoplasma hyopneumoniae

Mycoplasma hyorhinis

Mycoplasma leachii

Mycoplasma meleagridis

Mycoplasma mobile

Mycoplasma mycoides

Mycoplasma ovis

Mycoplasma parvum

Mycoplasma penetrans

Mycoplasma pneumoniae

Mycoplasma pulmonis

Mycoplama putrefaciens

Mycoplasma suis

Mycoplasma synoviae

Mycoplasma wenyonii

190

1922

1696

17586

1651

720

23941

22974

1037

1028

1029

2769

2628

1649

11761

40
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Mycoplasma yeatsii 10726

Fonte: NCBI - Centro Nacional de Informacdes sobre Biotecnologia
Elaborado pelo autor

O primeiro passo foi selecionar as espécies de mycoplasma que jd tiveram seus
genomas sequenciados, para coletar a informagdo no formato FASTA que € o formato
padrdo usada na drea de bioinformética para representar uma sequéncia de DNA.

Figura 4. Coleta do sequenciamento da M. Californicum em arquivo FASTA

Mycoplasma californicum

Representative genome: Mycoplasma californicum
Download sequences in FASTA format for genome, protein
Download genome annotation in GFF, GenBank or tabular format
BLAST against Mycoplasma californicum genome, protein

Fonte: NCBI - Centro Nacional de Informagdes sobre Biotecnologia

3.3 Entrada dos Dados

O programa de predi¢do de IGs com Mean Shift recebe como entrada o genoma
no formato FASTA. A extensdo do arquivo utilizada € a frna, que contém o DNA
completo. A Figura 5 mostra um segmento de um genoma de M.californicum, de
tamanho 0.95 mb, representado neste formato.

Figura 5. Sequenciamento da M. Californicum em arquivo FASTA

Mycoplasma californicum strain ST-6, complete genome

NCBI Reference Sequence: NZ_CP007521.1

GenBank  Graphics

>gl|752677826 | ref |NZ_CP@A7521.1| Mycoplasma californicum strain ST-6, complete genome
OTGGGGATOCCAAAATCAGAAATTGAAAALAAT AATATTTTATCGCTTAATGAATCTTTTTATAAGTCAL
TOAGT QT ToAAAT AT CAGATAAAAT GATGATCAARACTTTTATTCTTCCCTTAAAAATAGATARAGTAGA
AT AATATTRTTTTTTTTAGTTCTTCTTTAAGCARAGATATCTTAAATATTCTTAGTAGARACTCCTATC
CA A AAAAT CTTAAAGGT TT TGO TGATATCOTAGGTCAARATATTTCTTATAATATAATTATAAAA
AT T A AT T AR AGAAT TAGAAA T AGAAA A ACAACAAGAATTAATTAGAAAAAGTATATC
T AT ACGT ARG TAATGATTT TTCAAGAGAATATACTTTCGARACTTATGTTGAGGGTAAA
TTTAACTCOGAAGCTTT ACGAATGOCTCRAGCAGTTCTTGAAGGAGAACGLOAATATAATCCTATATTTA
TOACTGCTAATTCAGGGC TA00GAAAACACATCTATTACACOCTTTAGRARATGAAT TACAAARACAAAA
TAGTGATGTTATCTATAT ARATCCACCARATTTCAGTCCTGARATATCTATTCTTTTGCAAGAARATAAC
T AR A AT T AL G A GAGTTOATGAATTATTACAGGCCOATGTTTTAATGTTTATGATTTTCAAT
Fonte: NCBI - Centro Nacional de Informagdes sobre Biotecnologia
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A primeira linha do arquivo inicia com o simbolo “>’, seguido do nome e do
identificador da sequéncia e, opcionalmente, por comentérios. A partir da segunda linha,
tem-se a sequéncia do genoma, geralmente com 70 caracteres por linha. Na
representacdo do genoma, cada letra representa uma base nucleica. A letra ‘A’
representa a base Adenina, ‘T’ representa Timina, ‘C’, Citosina ¢ ‘G’, Guanina, caso

apareca a letra ‘N’, ¢ a representacdo qualquer uma das bases.

3.4 Saida dos Dados

Apd6s a conversdo da representagdo do genoma, o agrupamento serd feito pelo
algoritmo Mean Sfhit, saida do algoritmo nos define as potencias IGs e as suas posi¢oes.
A Figura 6 mostra a saida do algoritmo e a definicdo de uma provével ilha gendmica e a

sua posi¢ao.

Figura 6. Saida do Algoritmo Mean Sfhit

p_.DO - 0,05Mb. Ponto: (17616.0, 17328.0, 7007.0. 8049.0).Cluster:
0,05 - 0,10Mb. Ponto: (18000.0, 17012.0, 6978.0, 8010.0).Cluster:
0,10 - 0,15Mb. Ponto: (17813.0, 16987.0, 7106.0, 8094.0).Cluster:
0,15 - 0,20Mb. Ponto: (17401.0, 17036.0, 7505.0, 8058.0).Cluster:
0,20 - 0,.25Mb. Ponto: (16566.0, 17830.0, 7356.0, 8248.0).Cluster:
0,25 - 0.30Mb. Ponto: (17247.0, 17411.0, 7204.0, 8138.0).Cluster:
0,30 - 0,35Mb. Ponto: (19723.0, 15384.0, 7181.0, 7712.0).Cluster:
0,35 - 0.40Mb. Ponto: (16399.0, 18210.0, 7697.0, 7694.0).Cluster:
0,40 - 0,45Mb. Ponto: (16767.0, 17701.0, 7890.0, 7642.0).Cluster:
0,45 - 0,50Mb. Ponto: (18903.0, 16538.0, 7316.0, 7243.0).Cluster:
0,50 - 0,55Mb. Ponto: (17598.0, 16361.0, 8291.0, 7750.0).Cluster:
0,55 - 0.60Mb. Ponto: (14896.0, 18356.0, 8915.0, 7833.0).Cluster:
0,60 - 0,65Mb. Ponto: (17080.0, 17495.0, 8048.0, 7377.0).Cluster:
0,65 - 0,70Mb. Ponto: (17371.0, 17149.0, 8200.0, 7280.0).Cluster:
0,70 - 0,75Mb. Ponto: (17964.0, 16873.0, 8001.0, 7162.0).Cluster:
0,75 - 0.80Mb. Ponto: (13365.0, 12141.0, 11111.0, 13383.0).Cluster: 4
0,80 - 0.85Mb. Ponto: (15071.0, 15291.0, 9008.0, 10627.0).Cluster: 5

0,85 - 0,90Mb. Ponto: (12532.0, 12779.0, 12078.0, 12611.0).Cluster: 6
0,90 - 0.95Mb. Ponto: (10115.0, 9799.0, 15135.0, 14951.0).Cluster: 7

Provavel Iha Genomica: 0,300 - 0,350Mb. <:
Provavel Itha Genomica: 0,550 - 0,600Mb.

Numero de Clusters: 7

Bandwidth: 1600.0

e B e o B e i e i

Fonte: Elaborado pelo autor
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3.5 Coleta de Proteinas

Ap6s a identificacdo das espécies de Mycoplasmas que apontam uma provével
ilha gendmica, analisamos todas as proteinas que integram a posi¢do que destaca a IGS,
pelo NCBI, que possui a contagem e o detalhe de proteinas de cada organismo

sequenciado.

Figura 7. Mycoplama e a posi¢ao da provével ilha gendmica

Mycoplasma Agalactiae
PG42

Provdvel Ilha Genémica

0.600 — 0.650 mb

Fonte: Elaborado pelo autor

A posicdo do arquivo de saida é dada em Mb, que corresponde a 106 =
1000000, entdo, se a posicao 0,60 corresponde a 600000 e 0,65 a 650000, entdo
coletamos todas proteinas que estiverem nesse intervalo. A Figura 8 mostra as posicoes
da Mycoplasma e os nomes das proteinas em cada posi¢ao.

Figura 8. Nome das proteinas e as suas posigdes

!

POSICOES PROTEINAS

Name  Accesson St Sup Stand GendD lowws loustg  Prowinpoduct Lengh Proghname
chr NC 00971 S41306:5442 + - - MAGRS023% WP 013436311 318 hypothefical protein
chr | NC 0094971 542432 54330+ - - MAGRSIZ®D WP ODM3%321 2% hypotheical protein
chr (NCDO94971 BAB09:5441%. + - - MAGRSD2S | WP_DA130emsdt | 295 hypothefical protein
ehr  NC_009497.1 544222 545793 - - - MAGRSIZM0  WPDNset 523 phosphemannomutase
chr | NC 0094971 HdBE38 546797  + - - MAGRSIZT5 WP 0119496351 319 membrane protein
ehr | NC_O09497.1 S4GB17 47236  + - - MAGRS0230 WP 01194%3%.1 13 antitermination factor NusB
ehr NC 0094971 547337 547938 - = - - MAGRSDZI5 - WP_DN4%e371 200 ACF phosphodiesterase
chr | NC_009497.1 B4B206 543478 + - - MAG RS0 WP 011945631 W phosphocarier protein HPr
chr iNC 00971 540505549840 + - - MAGRSI2 - WPO01134%3.1 N peptide ABC transporter pemease

chr | NC 00S497.1 543441 550589  + - - MAG RS02400 | WP_0194%401 312 peptide ABC transperter pemease

Fonte: NCBI - Centro Nacional de Informacdes sobre Biotecnologia
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Ao coletarmos todas as proteinas que foram apontadas nas posi¢des que possuem
uma provavel ilha gendmica, agrupamos as proteinas a partir de uma categorizacio de
genes, por meio da Classificacdo Filogenética de Proteinas Codificadas em Genomas
Completos (Phylogenetic classification of proteins encoded in complete genomes —
COGs) (TATUSOV, 2000).

Cada grupo contém proteinas ou grupos de pardlogos, a partir de pelo menos trés

linhagens. As proteinas sdo classificadas pela sua fungdo, distribuidas nessas categorias:

e C(Citoesqueleto

e Controle do ciclo celular e mitose
e Estrutura secundaria

e Metabolismo

e Modifica¢do P6s-Transducional
e Motilidade Celular

e Producido e conversdo de energia
e Proteinas da Membrana

e Proteinas Hipotéticas

e Replicagdo e Reparacao

e Tréifego intracelular e secrecao

e Transcri¢dao

e Transducao do sinal

Apds toda a coleta de dados e categorizacdo das proteinas, foram analisadas
mediante a literatura as proteinas que desenvolvem resisténcia a bactéria, se estd

relacionada com viruléncia ou adaptacdo de vida a bactéria, gerando vantagem seletiva.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Utilizamos 34 genomas de Mycoplasmas que ja foram sequenciadas, 16 delas

apontaram uma provavel ilha gendmica (Tabela 2):

Tabela 2 . Mycoplasmas Utilizadas/ Provével Ilha Gendmica

Mycoplasma Ilha
Genomica

Mycoplasma agalactiae PG2,
Mycoplasma arthritidis,
Mycoplasma bovis PG45,
Mycoplasma californicum,
Mycoplasma canadense,
Mycoplasma crocodyli MP145,
Mycoplasma fermentans JER,

Mycoplasma gallisepticum CAO6, SIM
Mycoplasma haemocanis str. Illinois,
Mycoplasma haemofelis Ohio2,
Mycoplasma parvum str.Indiana,
Mycoplasma pneumoniae M129-B7,
Mycoplama putrefaciens Mput9231,
Mycoplasma suis str.Illinois,
Mycoplasma synoviae 53,
Mycoplasma yeatsii HM274B

Mycoplasma bovoculi,
Mycoplasma capricolum ATCC 27343,
Mycoplasma conjunctivae,
Mycoplasma cynos C142,
Mycoplasma dispar,
Mycoplasma flocculare ATCC27399,
Mycoplasma genitalium G37,
Mycoplasma hominis,
Mycoplasma hyopneumoniae J, NAO
Mycoplasma hyorhinis SK76,
Mycoplasma leachii PG50,
Mycoplasma meleagridis strain,
Mycoplasma mobile 163K,
Mycoplasma mycoides SC str.PG1,
Mycoplasma ovis str.Michigan,
Mycoplasma penetrans Hf-2 Dna,
Mycoplasma pulmonis UAB CTIP
Mycoplasma wenyonii str. Massachussets

Fonte: NCBI - Centro Nacional de Informacdes sobre Biotecnologia
Elaborado pelo autor
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Com o resultado de todas as Mycoplasmas, que possuem uma provavel IGs.

Foi feita uma categorizagdo por meio de uma Classificacdo Filogenética de Proteinas

Codificadas em Genomas (COGs). A tabela a seguir (Tabela 3), mostra aas

Mycoplasmas que possuem IGs, qual sua posi¢do, outras IGS citadas na literatura e as

proteinas presentes nessas regioes.

Tabela 3. Posicoes e Caracterizagdo das Ilhas gendmicas

Genoma Deteccido - Ilha | Deteccao — Ilha Caracteristicas
Genomica Genomica
(Mb) (Outros
(Este trabalhos)
Trabalho)
0.600 — 0.650 0.640 — 0.657 Proteinas da membrana, metabolismo,
M.agalactiae (SIRAND- transducgdo do sinal, proteinas
(PG2) PUGNET et al., | hipotéticas.
2007).
0.000 — 0.050 - Controle do ciclo celular, metabolismo,
proteinas da membrana, proteinas
M.arthritidis hipotéticas, transducdo do sinal.
( 158L3-1)
0.700 - 0.750 0.700 - 0.740 Metabolismo, proteinas da membrana,
M.bovis (LIetal, 2011). | produ¢do e conversdo de energia,
(PG45) proteinas hipotéticas, motilidade celular.

0.300 - 0.350 - Metabolismo, proteinas da membrana,
producdo e conversdo de energia,
replicacdo e reparagdo, proteinas

M.californicum hipotéticas.
(ST-6)

0.550 - 0.600 - Proteinas hipotéticas, proteinas da
membrana, metabolismo.

0.350 - 0.400 - Proteinas da membrana, metabolismo,
transducgao do sinal, proteinas
hipotéticas.

M.canadense
(HAZ 360_1) 0.550 - 0.650 - Producdo e conversao de energia,

controle do ciclo celular, transcrigdo,
replicacdo e reparacdo, modificacido pds-
transducional, proteinas  hipotéticas,
transdu¢do do sinal, proteinas da
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membrana, metabolismo.

M.crocodyli
(MP145)

0.400 — 0.450

0.800 - 0.900

Controle do ciclo celular, metabolismo,
proteinas da membrana, replicacdo e
reparagdo, motilidade celular, proteinas
hipotéticas,  transducdo do  sinal,
estrutura secundaria.

Proteinas da membrana, produgdo e
conversdo de energia, controle do ciclo
celular, metabolismo, replicacdo e
reparacdo, motilidade celular, proteinas
hipotéticas, transducdo do sinal, trafego
intracelular e secregdo.

M.fermentans
(JER)

0.400 — 0.450

Producdo e conversio de energia,
controle do ciclo celular, replicacdo e
reparacdo, parede de celular, motilidade
celular, modificacdo pds-transducional,
proteinas da membrana, metabolismo,
proteinas hipotéticas, transducdo do
sinal, trafego intracelular e secrecao.

M.gallisepticum
(CA06)

0.400 - 0.450

0.400-0.410
(SZCZEPANEK
et al., 2010).

Transdug¢do do sinal, metabolismo,
replicacdo e reparagdo, proteinas
hipotéticas, proteinas da membrana.

M.haemocanis
(srt.1llinois)

0.200 - 0.250

0.400 — 0.650

0.750 - 0.800

Proteinas hipotéticas, proteinas da
membrana, metabolismo, motilidade
celular.

Proteinas hipotéticas, transducdo do
sinal, metabolismo, proteinas da
membrana, controle celular, trafego
intracelular e secregdo.

Proteinas  hipotéticas, proteinas da
membrana, replicagcdo e reparacao.
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0.650 — 0.700 - Proteinas hipotéticas.
M.haemofelis
(Ohio2)

0.950 — 1.000 - Proteinas hipotéticas, proteinas da
membrana.

0.000 - 0.050 - Controle do ciclo celular, metabolismo,
proteinas da membrana, transdugdo do
sinal.

0.100 —0.200 - Transducdo do sinal, proteinas da

M.parvum membrana,  metabolismo,  proteinas
(str.Indiana) hipotéticas.

0.300 - 0.350 - Controle do ciclo celular, metabolismo,
proteinas da membrana, replicacdo e
reparagdo, motilidade celular.

0.550 - 0.600 0.600 —0.650 Proteinas da membrana, metabolismo,

M.pneumoniae (XTAO et al., replicacdo e reparacdo, producdo e
(M129-B7) 2015). conversdao de energia, transdu¢do do
sinal, proteinas hipotéticas.

0.050 - 0.100 - Producdo e conversdo de energia,
metabolismo, proteinas da membrana,
motilidade celular, proteinas hipotéticas,
transdugdo do sinal.

0.300 - 0.350 - Producdo e conversio de energia,
controle do ciclo celular, metabolismo,

M.putrefaciens proteinas da membrana, transcri¢ao,
(Mput9231) replicacdo e reparacdo, motilidade
celular, modificacdo pds-transducional,
proteinas hipotéticas, transducdo do
sinal, tradfego intracelular e secrecdo,

citoesqueleto.

0.550 - 0.650 - Producdo e conversdo de energia,

controle celular, metabolismo, proteinas
da membrana, replicacio e reparagdo,
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motilidade celular, modificacio pos-
transducional, estrutura secundaria,
transducdo do sinal, proteinas
hipotéticas.

0.800 —0.850 - Producdo e conversdo de energia,
controle do ciclo celular, metabolismo,
proteinas da membrana, replicacdo e
reparagao, modificacao pOs-
transducional, proteinas  hipotéticas,
transducdo do sinal, tradfego intracelular
e secregao.
0.100 - 0.150 0.030 - 0.100 Proteinas hipotéticas
(OEHLERKING
etal., 2011).
M. suis
(Illinois)
0.500 - 0.550 0.400 - 0.500 Proteinas hipotéticas, proteinas da
(OEHLERKING | membrana e metabolismo.
et al., 2011).
0.200 - 0.300 0.220 - 0.225 Motilidade  celular, proteinas da
M.synoviae (VASCONCELOS | membrana.
(53) et al., 2005).
0.00 - 0.050 Sem posi¢ao Proteinas da membrana, producdo e
especifica (Breton | conversdo de energia, controle do ciclo
et al., 2012). celular, metabolismo, motilidade celular,
modifica¢do pds-transducional, proteinas
M.yeatsii hipotéticas, transducdo do sinal, trafego
(GM274B) intracelular e secrecdo, citoesqueleto.
0.400 — 0.450 Sem posi¢ao Controle do ciclo celular, metabolismo,

especifica (Breton
et al., 2012).

proteinas da membrana, replicacdo e
reparagao, proteinas hipotéticas,
transducdo do sinal, trafego intracelular
e secre¢do, transcricdo, motilidade
celular, citoesqueleto.

Fonte: NCBI — Centro Nacional de Informagdes de Biotecnologia.

Elaborado pelo autor
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Analisando a caracterizacdo das regides de IGs, pode-se notar que algumas
categorias aparecem mais que outras, desse modo, iremos analisar as categorias que
mais se destacaram e as proteinas que fazem parte, procurando por fatores de viruléncia,
patogenicidade ou resisténcia, que podem indicar uma vantagem seletiva & Mycoplasma.

Na tabela 4 a seguir, mostramos a porcentagem de cada categoria na caracterizacao:

Tabela 4. Porcentagem das categorias do COGs

Categoria Porcentagem (%)

Proteinas da Membrana 16
Proteinas Hipotéticas 16

Metabolismo 14

[S—
[S—

Transducao do Sinal
Replicacdo e Reparacgdo
Controle do Ciclo Celular
Motilidade Celular
Producgdo e Conversdo de Energia
Trafego Intracelular e Secre¢do
Modificacdo Pds-Transducional
Citoesqueleto

Transcricao

N I T N N R N e

Estrutura Secundaria

Fonte: Elaborado Pelo Autor

Proteinas da Membrana

Essas proteinas servem como mediadores importantes da comunicacdo entre o
citoplasma da célula e o ambiente extracelular. Elas também determinam se os
metabolitos secunddrios, tais como antibidticos serdo sintetizados, exportados ou
importados (CHATER et al., 2010). Eles representam cerca de 20-30% do genoma de
um organismo (MILLER et al., 2005).

Neste trabalho, verificou-se uma constancia das proteinas membranares, nas regioes
que indicam IGs, em todas as Mycoplasmas, essas proteinas estiveram presente, junto

com as proteinas hipotéticas. Uma das proteinas que fazem parte dessa categoria, que
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mais se destacaram, foi os transportadores ABC (do inglés, ATP-Binding Cassette
Transporters), que sdo membros de uma superfamilia de proteinas transmembranares.

Em procariotos funcionam como importadores, exportadores, transportam uma
grande variedade de substratos através das membranas extra e intracelular, além de
possuirem resisténcia a multiplas drogas (ERKENS et al., 2012).

Os transportadores ABC, sdo essenciais para viabilidade celular, viruléncia e
patogenicidade. O sistema de absor¢do de ferro, que € uma particularidade dessa
proteina, chama atencdo, j4 que a absor¢do de ferro é um grande obsticulo para o
crescimento e a sobrevivéncia de bactérias patogénicas (RAKESHKUMAR et al.,
2014).

Outro grupo bastante presente, foi as lipoproteinas, cerca de 30 lipoproteinas entre
as regioes, foi as lipoproteinas que sdo um conjunto de proteinas, que desempenham um
papel na interagdo entre a bactéria e a célula hospedeira, ndo s6 na adesdo e co-
agregacdo, mas com a estimulacdo e liberacdo de citocinas pré-inflamatérias e na
translocacao de fatores de viruléncia em células hospedeiras, realcando o seu potencial
virulento com uma grande gama de mecanismos (KOVACS-SIMON et al., 2011;
MUHLRADT et al., 1998).

Transducao do Sinal

E o processo através do qual uma célula converte um tipo de sinal ou estimulo em
outro. A maioria dos processos de transdug@o de sinal envolvem sequéncias ordenadas
de reacdes bioquimicas dentro da célula, que sdo levadas a cabo por proteinas ativadas
por mensageiros secundarios, resultando numa via de transducao de sinal. As proteinas
sd0 componentes essenciais, como canais 10nicos, reconhecimento, além de que sdo
esséncias para o funcionamento e especificidade das vias de sinalizacao.

A caracterizagdo de proteinas que fazem parte da transdugdo de sinal é de grande
importancia para entendermos melhor os seus mecanismos de respostas aos diferentes
estimulos e da hierarquia intracelular das diferentes vias de sinalizagdo (GALPERIN,
2004).

A caracteristica mais importante das proteinas de transducdo de sinal bacteriana é
sua organiza¢cdo modular. A maioria dos dominios dessas proteinas pode ser facilmente
reconhecida e, as vezes, associada a func¢des bioquimicas particulares (SCHELER,

2013).
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Algumas protefnas sinalizadoras que estavam nas regides com provdvel IGs, por
exemplo, GTP-binding, que atua como interruptor molecular em vias de sinalizagdo,

regulando as funcdes de outras proteinas. (KRAUSS, 2008).

Proteinas Hipotéticas

Apesar de quantidades cada vez maiores de dados bioldgicos, tais como os
sequenciamentos e dados gendmicos a partir de experiéncias de elevado rendimento, se
tem uma deficiéncia funcional para muitas proteinas recentemente sequenciadas.
(ENAULT et al.,, 2005). Uma grande parte dos genes dentro de um genoma €
identificada como "desconhecida", ou "hipotética", limitando a nossa compreensdo da
viruléncia e patogenicidade destes organismos.

Cada proteina ¢ um produto de gene que interage com o meio ambiente celular de
alguma forma, com a fun¢@o de promover o crescimento da célula. Isto sugere que este
grande nuimero de proteinas descaracterizadas nas Mycoplasmas podem desempenhar
um papel crucial na sua sobrevivéncia e viabilidade ou podem contribuir para a sua
aptiddo em diferentes ambientes (PERSERNER, 2003).

Neste trabalho, se teve um grande niimero de proteinas hipotéticas, regides inteiras
preenchidas por proteinas hipotéticas. Muitas destas proteinas hipotéticas podem
desempenhar um papel importante na adesdo do agente patogé€nico, no sistema
hospedeiro e na modulacdo imunitéria, e também no seu estilo de vida intracelular.

Assim, uma das principais tarefas na era pds-gendmica € a anotacdo do genoma, a
fim de capitalizar o conhecimento adquirido através dos esforcos na drea de

sequenciamento (MAZANDU-MULDER, 2012).

Metabolismo Energético

Uma caracteristica indispensavel de qualquer organismo vivo é o seu metabolismo.
O metabolismo é uma rede complexa de reacdes quimicas catalisadas por enzimas, que
sdo codificadas nos genes. Ele usa fontes de energia - nutrientes - para sintetizar
moléculas que o organismo necessita, incluindo precursores da biomassa e vdarios
produtos secunddrios, tais como moléculas de defesa e comunicacdo. (KUWAHARA et
al.,2007).

A categorizagdo das IGs neste trabalho apresentou um grande numero de proteinas

que atuam nessa rede, e que metabolizam amino dcidos, nucleotideos, ions inorgéanicos,
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carboidratos, coenzimas e lipidios. As proteinas que metabolizam carboidrato foram as
que mais se destacaram.

Todas as espécies de Mycoplasma exibem genes relacionados com o metabolismo
energético, ja que existem diferentes processos que elas utilizam para gerar energia na
forma de ATP, permitindo que elas persistam em ambientes com condi¢gdes extremas,
conferindo uma vantagem seletiva para a bactéria. (KOUMANDOU et al., 2014).

A ATP sintase, um complexo de proteinas que fornecem energia através da sintese
de ATP foi relatada 20 vezes nas regides que apontam IGs. Constantemente
caracterizada pelo metabolismo energético, € primordial para os processos
bioenergéticos. A maioria das vias bioenergéticas usa uma cadeia de transporte de
elétrons para gerar um gradiente de prétons através da membrana, e a energia liberada
pelo fluxo de eléctron para compensar este gradiente, € utilizada pela ATP sintase para
gerar ATP.

Existe uma tese de que a THG, aconteceu para uma forma variante a ATP sintase
relacionada a subunidade C, que € utilizada para translocacdo de Na+, supondo que essa
variante confira uma vantagem seletiva para bactéria em ambientes altamente salinos.
(DIBROVA et al., 2010).

O metabolismo de nucleotideos também esteve presente nas regides de IGs, ele é
central para todos os sistemas bioldgicos, devido seu papel essencial na transferéncia de
informacao genética e energia, esse metabolismo tém sido descrito como um dos mais
antigos na evolucdo. (CAETANO-ANOLLES et al.,, 2009). Muitos compostos
intermedidrios associados a este modulo metabdlico foram intimamente associados com

a quimica pré-bidtica e a origem da vida. (BECERRA, 1998).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A eficicia do método desenvolvido foi comprovada através dos testes de
predicao de 1Gs nos genomas das Mycoplasmas, identificamos 16 provédveis IGs em 34
Mycoplasmas, 7 delas descritas na literatura e 9 ndo documentadas, ao todo
encontramos 29 posi¢cdes que indicam uma provdavel IGS. Os resultados obtidos
mostraram que o método se configura como uma abordagem possivel para a predicao de
IGs em bactérias. A caracterizacdo nos permitiu observar como as IGs se manifestam
nos organismos e atribuem caracteristicas vantajosas.

Algumas IGs detectadas ndo foram previamente documentadas, porém a
investigacdo dos genes presentes nestas ilhas sugere que estas regides contém genes
adquiridos horizontalmente. Investigacdo futura € necessdria a fim de se comprovar
biologicamente esta hipdtese.

Como contribuicdo, a simplicidade do método pode ser considerada uma
vantagem em relacdo a outros métodos existentes. O método possui uma abordagem

simples para predicdo de 1Gs.
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