Analise filogenética de Burkholderia spp. isoladas de nodulos de
leguminosas.
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RESUMO - O género Burkholderia retine bactérias
multifuncionais de grande interesse agronomico,
biotecnologico e médico. Algumas dessas bactérias sdo
rizobios, capazes de nodular e fixar nitrogénio em
associagdo simbiotica com leguminosas. O objetivo do
presente estudo foi estabelecer uma analise filogenética
deste género, a partir da comparagdo das sequéncias do
gene 16S rRNA e da comparagdo de genomas, com
énfase nos beta-rizobios e isolados de nddulos de
leguminosas. A analise de genomas foi feita por
CVTree, um método basecado em vetores de
composi¢do. Os resultados obtidos com a andlise
filogenética, tanto a baseada nas sequéncias do gene
16S rRNA, quanto a baseada nas sequéncias de
genomas completos, reforam a grande diversidade do
género Burkholderia e apontam para um provavel
desdobramento deste género no futuro proximo.
Observou-se, ainda, que os beta-rizobios e varias
espécies de Burkholderia de interesse agrondomico e
biotecnologico, “Grupo 17, diferem das espécies
patogénicas. O contetido GC desse grupo varia de 61,6
a 65,0%, enquanto nas espécies patogénicas varia de
65,7 a 69,0%.
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Introducao

O género Burkholderia reune bactérias de grande
interesse agrondmico, biotecnologico e médico [1].
Algumas dessas bactérias sdo rizobios, capazes de
nodular e fixar nitrogénio em associacdo simbiotica
com leguminosas [2]. Outras s3o endofiticas
diazotroficas e/ou promotoras de crescimento vegetal
[3], benéficas para importantes culturas, como arroz,
milho e cana-de-actcar [4]. Muitas dessas bactérias sdo
altamente eficientes na biorremediacdo de solos
contaminados por produtos quimicos [1]. Por outro
lado, algumas espécies sdo patogenos de vegetais, de
animais e¢ at¢ de humanos [1]. As 17 espécies que
compdem o “Complexo Burkholderia cepacia” (CBC)
sdo extremamente oportunistas, causadoras de
infecgdes nosocomiais. B. mallei ¢ B. pseudomallei,
respectivamente, agentes etioldgicos do mormo e da
melioidose, sdo tdo virulentas que sdo consideradas
agentes com potencial para arma bioldgica.

O género foi descrito em 1992, para alocar um
grupo de bactérias patogénicas que antes estavam
erroneamente classificadas como Pseudomonas [5].

Desde entio, o nimero de espécies tem crescido de
forma exponencial e hoje ja somam 58 espécies
validas.

Desde que o género foi proposto, o interesse nessas
bactérias s6 tem aumentado, resultando na descoberta e
descricdo de inumeras novas espécies, muitas delas
descritas a partir de isolados de origem ambiental.
Nosso conhecimento atual sobre a diversidade dos
membros desse género indica que existe uma
complexidade gendmica muito grande, que reflete-se
na relagdo dessas bactérias com seus hospedeiros e no
papel que desempenham nos habitats que colonizam.

Entender a evolugdo, as relagdes filogenéticas e a
diversidade dessas bactérias tornou-se essencial, ndo s
para os microbiologistas, mas para toda a sociedade,
pois sdo bactérias que variam da “Classe de Risco 17
(baixo risco) até a “Classe de Risco 3” (elevado risco),
exigindo condigdes de biossegurangca e¢ de manuseio
diferenciados. Algumas espécies de grande interesse
para a agricultura, apesar de nunca terem sido
associadas com qualquer evento patogénico, sofrem
resisténcia ao seu uso em campo por estarem
taxonomicamente relacionadas as espécies patogénicas.

A comparagdo de sequéncias do gene 16S rRNA
ainda ¢ a forma mais eficiente e adequada para inferir a
filogenia das bactérias do género Burkholderia; mesmo
que, para algumas espécies de Burkholderia, como as
do CBC, nio seja possivel identificar a espécie apenas
com base na sequéncia do gene 16S rRNA, sendo
necessaria a analise de outros genes conservados, como
o recA [6]. No entanto, ainda ndo estdo disponiveis as
sequéncias do gene recd para todas as espécies do
género Burkholderia e o nimero de sequéncias desse
gene no GenBank ainda ¢ pouco representativo da
diversidade do género. Ao contrario, o nimero de
sequéncias do gene 16S rRNA no GenBank ja ¢
bastante representativo da diversidade do género,
permitindo uma anadlise filogenética mais robusta. No
GenBank, em 30/04/2009, a pesquisa por “16S
ribosomal RNA gene” de Burkholderia retornou 2641
sequéncias, enquanto para “rec4” a pesquisa retornou
714 sequéncias.

Existe uma expectativa de que, com um grande
nimero de genomas sequenciados, os dados gendmicos
possam validar as arvores filogenéticas atuais,
corrigindo os erros resultantes da analise filogenética
de genes e estabelecendo uma nova filogenia baseada
na analise de genomas. Diante da necessidade de se
criar arvores filogenéticas a partir de dados gendmicos,
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alguns métodos foram propostos, mas, em geral, todos
dependem do alinhamento de sequéncias. Como os
genomas das bactérias divergem bastante no tamanho,
assim como no numero e na organizagdo dos genes, 0
alinhamento de sequéncias ndo tem se mostrado uma
ferramenta adequada para a andlise filogenética de
genomas. Para evitar o alinhamento de sequéncias, foi
proposto um método baseado em vetores de
composi¢ao (composition vector, CV) [7].

Este trabalho tem por objetivo fazer uma analise
filogenética do género Burkholderia, a partir da
comparacdo das sequéncias do gene 16S rRNA e da
comparacao de genomas feita por CVTree, com énfase
nos beta-rizobios e isolados de nddulos de
leguminosas.

Material e métodos

Filogenia do género Burkholderia inferida a partir
da andlise das sequéncias do gene 16S rRNA

As sequéncias do 16S rRNA de estipes-padrio e
referéncia de Cupriavidus taiwanensis, de Ralstonia
solanacearum ¢ de 57, das 58 espécies do género
Burkholderia (s6 ndo foi possivel localizar sequéncia
de 16S rRNA para B. dolosa, um dos membros do
CBC), foram recuperadas no GenBank, entre fevereiro
e abril de 2009. O alinhamento multiplo das sequéncias
foi obtido com o programa ClustalW [8]. As
sequéncias alinhadas (1313 pb) foram utilizadas para
construir a arvore filogenética, usando-se o programa
Mega 4.1 [9].

Analise filogenética do “Grupo 1”

No “Grupo 17 (Figura 1), estdo reunidas as 27
espécies ndo patogénicas, que sdo o foco deste estudo.
Utilizou-se a sequéncia do gene 16S rRNA da estirpe-
padrio de cada uma dessas espécies para, com auxilio
da ferramenta BLAST [10], localizar no GenBank,
entre margo e abril de 2009, outros potenciais isolados
da mesma “espécie”. Fez-se uso da funcdo “distance
tree of results”, disponivel no BLAST do NCBI, para
visualizar os resultados na forma de arvore filogenética
e identificar o ramo contendo as sequéncias de maior
similaridade com a sequéncia pesquisada. As
sequéncias recuperadas foram alinhadas e utilizadas
para construir a arvore filogenética, como descrito
anteriormente. Como novos clados foram formados,
indicando potenciais novas espécies, utilizou-se as
sequéncias do 16S rRNA, dos isolados dos novos
grupos formados, para uma nova busca no GenBank,
objetivando assim proceder como foi feito para as
espécies ja estabelecidas e aumentar o mimero de
isolados desses novos grupos.

Analise filogenética de genomas completos

Utilizou-se um método baseado em vetores de
composi¢do, disponivel, na internet, na forma de uma
plataforma metodologica, num servidor “web”
chamado de CVTree (http://cvtree.cbi.pku.edu.cn/),
que disponibiliza o banco de dados de genomas
integrado aos softwares, para analise desses genomas e
para construgdo da arvore filogenética [7].

Resultados e Discussao

Filogenia do género Burkholderia inferida a partir
da andlise das sequéncias do gene 16S rRNA

A andlise da arvore filogenética obtida com as
sequéncias do 16S rRNA das estirpes-padrio e
referéncia (Figura 1) revela cinco clados muito
concisos. Dois grandes clados reunem muitas espécies;
0 “Grupo 1” retine 27 espécies ndo patogénicas e o
“Grupo 5” reune 24 espécies patogénicas. Trés
pequenos clados fazem a transi¢do entre os dois
grandes.

No “Grupo 17, apenas B. fugorum foi isolada de
seres humanos e de animais; no entanto, esses
isolamentos representam casos isolados, esta espécie ¢
raramente isolada de portadores de fibrose cistica (FC)
e nunca foi identificada causando infecgdes
hospitalares, apesar de ser uma das espécies de
Burkholderia  mais  dispersas pelo ambiente,
colonizando desde sistemas de ventilacdo até nodulos
radiculares de leguminosas. No “Grupo 1” estdo
concentrados os beta-rizobios, as espécies diazotroficas
associativas e, principalmente, os isolados de grande
interesse biotecnoldgico nas areas de biorremediagéo e
biodegradacao.

No grande “Grupo 5” estdo reunidas 24 espécies de
Burkholderia que sdo patogenos de plantas e de
animais. Dentro desse grande grupo, estdo
estabelecidos trés clados bem concisos.

O “Grupo 5.1” retne trés patdogenos vegetais que,
ocasionalmente, podem infectar portadores de FC e
ocasionar infecgdes hospitalares: B. gladioli, B. glumae
e B. plantarii. B. glumae e B. plantarii sdo patogenos
de arroz, sendo B. glumae o mais importante patdogeno
do arroz no Japao, na Coréia e em Taiwan. B. gladioli
foi identificada como patégeno das plantas de alho,
cebola, arroz, orquidea, gladiolo, lisianthus e iris. Em
humanos, B. gladioli ¢ um patégeno oportunista
causador de infecgdes hospitalares; ¢ um patogeno de
grande risco para pacientes portadores de FC, causador
de severa infeccdo pulmonar; também ¢ encontrado
colonizando as vias respiratorias de portadores da
doenca granulomatosa.

No “Grupo 5.2” estdo reunidas B. mallei, B.
pseudomallei e B. thailandensis. Bem proximo deste
grupo, encontra-se B. oklahomensis. B. malllei, o
agente causador do mormo, ¢ um parasita obrigatorio,
ndo resistindo no meio ambiente por periodos
superiores a seis semanas. B. pseudomallei,
filogeneticamente muito proxima de B. mallei, ¢ uma
bactéria saprofita do solo, que, ocasionalmente, infecta,
de forma muito severa, seres humanos e outros
animais. B. thailandensis e B. oklahomensis sdo duas
espécies bem proximas as anteriores, sendo que a
primeira ¢ uma bactéria saprofita do solo, muito pouco
infectiva em animais, enquanto a segunda ¢ tdo ou mais
virulenta que B. pseudomallei em humanos.

O “Grupo 5.3” retine as 16 espécies do CBC
(seriam 17 espécies, mas ndo foi localizada nenhuma
sequéncia do gene 16S rRNA para B. dolosa), bactérias
saprofitas de solo, que, apesar da grande variabilidade
genética, formam um grupo muito conciso dentro do
género, cuja principal caracteristica é a grande
capacidade de infectar portadores de FC e de
desencadearem infecgdes hospitalares.



Embora a analise filogenética do gene 16S rRNA
tenha permitido a distribui¢do das espécies em clados
bem consolidados, observa-se que dentro dos grandes
clados “Grupo 1” e “Grupo 5” existe uma dificuldade
para definir a ramificagdo hierarquica interna, isto €, as
relagdes filogenéticas dentro de cada grupo ndo sdo
bem definidas, o que, segundo Tayeb et al. [6], pode
ser consequéncia de uma rapida radia¢ao evolucionaria
dentro de um curto periodo de tempo.

O Clado de Burkholderias Ndo-Patogénicas

A comparac¢do de um maior nimero de sequéncias
permitiu obter uma Aarvore filogenética (Figura 2A)
mais robusta e¢ informativa que a anterior, apesar de
ambas as arvores apresentarem topologias bem
parecidas. Na Figura 1 as espécies B. sartisoli ¢ B.
phenazinium estavam unidas dentro do grande “Grupo
1”. Na Figura 2A essas duas espécies continuam
unidas, mas separadas do “Grupo 1”. Esta nova
topologia ¢ mais coerente com a grande maioria dos
estudos filogenéticos do género.

Comprovadamente, por meio de estudos mais
detalhados que o mero isolamento da bactéria, os beta-
rizobios estdo presentes nas espécies B. caribensis, B.
mimosarum, B. nodosa, B. phenoliruptrix, B.
phymatum, B. sabiae, B. tuberum e “Burkholderia sp.
A”. Além dessas espécies, isolados de nodulos de
leguminosas, ainda ndo comprovados como beta-
rizobios, estdo presentes nas espécies B. caledonica, B.
fungorum, B. graminis, B. hospita, B. phenazinium, B.
terrae, B. terricola, B. xenovorans, “Burkholderia sp.
B”, “Burkholderia sp. C”, “Burkholderia sp. D” e
“Burkholderia sp. E”.

As espécies B. kururiensis, B. silvatlantica, B.
tropica e B. unamae sdo predominantemente
diazotroficas endofiticas, todas nos “Grupos 1.1 e 1.2”.
Também nesses grupos, as espécies B. mimosarum, B.
nodosa, B. tuberum, “Burkholderia sp. A” e
“Burkholderia sp. B” sdo constituidas,
predominantemente, por isolados de nddulos de
leguminosas.

As espécies B. phymatum, B. sabiae, “Burkholderia
sp. C” e “Burkholderia sp. D”, todas no “Grupo 1.3”,
também sdo constituidas, predominantemente, por
isolados de nodulos. No “Grupo 1.4”, os beta-rizobios
estdo concentrados na espécie B. phenoliruptrix, mas
ndo sdo predominantes, pois dessa espécie também
fazem parte varios isolados de solo.

Analise filogenética de genomas completos

Apenas trés genomas de espécies do “Grupo 17
estavam disponiveis durante a elaboragdo deste
trabalho, mesmo assim, a arvore obtida (Figura 2B)
confirma a topologia das arvores anteriores, com essas
espécies formando um clado distinto dos clados
formados pelas espécies patogénicas.

Conclusoes

As analises filogenéticas aqui apresentadas, tanto a
baseada nas sequéncias do gene 16S rRNA, quanto a
baseada nas sequéncias de genomas completos,
reforcam a grande diversidade do género Burkholderia
e apontam para uma provavel divisdo deste género no

futuro proximo. Os beta-rizobios e varias espécies de
Burkholderia de interesse agronémico e
biotecnologico, aqui chamados de “Grupo 17, diferem
das espécies patogénicas. O contetido GC desse grupo
varia de 61,6 a 65,0%, enquanto nas espécies
patogénicas varia de 65,7 a 69,0%.
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Figura 1. Relacdes filogenéticas entre 57 estirpes-padrao e -referéncia de espécies do género Burkholderia (B.) e duas
espécies dos géneros relacionados Ralstonia (R.) e Cupriavidus (C.). As sequéncias de 16S rDNA foram utilizadas para
inferir a arvore filogenética, utilizando-se o método de ‘“Neighbor-Joining” [11]. Os valores de “Bootstrap”, obtidos
com 50.000 réplicas, quando acima de 40%, estdo indicados. Os ramos da arvore estdo em escala e representam as
distancias evoluciondrias entre as sequéncias, calculadas por meio do método de “Maximum Composite Likelihood”,
expressas na forma de % de dissimilaridade entre as sequéncias [12]; a barra representa cinco substitui¢des para cada
1.000 nucleotideos. Posi¢cdes sem dados ou com “gaps” foram removidas antes da analise. Foram analisadas 1279
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posi¢des validas. Toda a analise filogenética foi feita com auxilio do programa Mega 4.1 [9].
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Figura 2. A: Relagdes filogenéticas entre 250 isolados de Burkholderia, incluindo estirpes-padrdo e referéncia das
espécies validadas do género. O valor de n, apds o nome de cada espécie, representa o numero de isolados. Toda a
analise filogenética foi feita como descrito na Figura 1. Foram analisadas 1167 posi¢des validas. Os valores de
“Bootstrap”, obtidos com 5.000 réplicas, quando acima de 40%, estdo indicados. B: Arvore filogenética, obtida da
analise de 420 genomas, na figura é mostrada apenas a topologia do ramo da familia Burkholderiaceae, com destaque
para o “Complexo Burkholderia cepacia” (CBC) e os “Grupos 1 e 5.2” (definidos na Figura 1).




