Relatório parcial de atividades

PROJETO: 

Seqüenciamento do genoma da bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis e Estudo da expressão gênica diferencial em cepas de milho sensíveis e resistentes ao estresse hídrico
Estudo de possíveis casos de Transferência Gênica Lateral (LGT) em Corynebacterium pseudotuberculosis
INTRODUÇÃO

Corynebacterium pseudotuberculosis (Cp) é um agente infeccioso em potencial. Sua manifestação clínica mais importante é a Linfadenite Caseosa (CLA) em ovinos e caprinos, que causa grande prejuízo para a ovino e caprinocultura. Os causadores do sucesso do parasitismo da bactéria são seus genes de virulência, tal como a tão conhecida e estudada Fosfolipase D (Esfingomielinase D). A fosfolipase D, PLD, é um caso muito particular. Esta enzima gera a clivagem de um fosfolípide de membrana, a esfingomielina, no sítio D, causando uma série de complicações que levam à morte da célula. Este é um caso muito especial e particular, pois se acredita que este gene existe em Corynebacterium como resultado de um evento de Transferência Gênica Lateral (LGT).

A transferência lateral de genes é um importante causador de adaptação e evolução genômica no universo bacteriano. Ocorre quando genes são transferidos entre organismos distantes em termos evolutivos. É bem documentada uma série de casos em bactérias. O interesse pela busca por genes transferidos para C. pseudotuberculosis surgiu ao estudarmos a história evolutiva da PLD, e percebermos que a probabilidade desse gene tão importante existir nesta bactéria devido a um antigo evento de LGT é alta.

 A perspectiva que toma este trabalho é a de fazer um estudo detalhado de genes possivelmente alvos do processo de Transferência Lateral Gênica, que seriam genes não homólogos a clados próximos de Corynebacterium pseudotuberculosis (ex. genes não presentes no clado Corynebacterineae). Buscamos genes candidatos, dentre os 2338 CDS da bactéria seqüenciada neste projeto, e encontramos alguns casos interessantes. Com isso, poderíamos encontrar genes importantes para o parasitismo e resistência da bactéria, tal como o gene da Esfingomielinase D.
RESULTADOS
O trabalho inicial consistiu numa busca, utilizando as 2338 seqüências CDS deduzidas do genoma recém seqüenciado, por CDS desta Corynebacterium pseudotuberculosis (Cp) que apresentavam ou não similaridade com genes presentes nos organismos do gênero Corynebacterium com genoma completo (Tabela 1). Para tal, obtivemos no NCBI (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/) os CDS das Corynebacterium que possuem genoma completamente seqüenciado. São elas: C. diphtheriae (Cd), C. efficiens (Ce), C. glutamicum (Cg), C. jeikeium (Cj) e Corynebacterium urealyticum (Cu). A relação entre o tamanho e o número de CDS de cada um dos organismos está representada na tabela abaixo.
Tabela 1: Dados dos cinco genomas de Corynebacterium completamente seqüenciados

	Organism
	Mnemonic
	Accession Number
	Genome size (bp)
	Number of genes *

	C. diphteriae
	Cd
	NC_002935
	2,488,635
	2,291

	C. efficiens
	Ce
	NC_004369
	3,147,090
	2,950

	C. glutamicum
	Cg
	NC_006958
	3,282,708
	3,057

	C. jeikeium
	Cj
	NC_007164
	2,462,499
	2,104

	C. urealyticum
	Cu 
	NC_010545
	2,369,219
	2024


Com os conjuntos de CDS dos cinco genomas, realizamos alinhamentos com tBLASTx usando como “query” o conjunto de CDS de Cp, e pôde-se encontrar um total de 2011 hits dentre os 2338 Cp-CDS. Os hits encontrados representam genes característicos do gênero, como é exemplificado pelos 1313 genes que são hits em todas as cinco Corynebacterium usadas como “database” neste passo. Os dados referentes aos hits encontrados em cada uma das cinco bactérias são mostrados na Tabela 2.
Tabela 2: Hits encontrados no tBLASTx das CDS de Cp contra os conjuntos de CDS das cinco Corynebacterium com genoma já seqüenciado.
	Cp-CDS
	Database
	CDS na Database
	Cp-CDS com hit
	Hits na Database
	No-Hit

	2338
	Cd
	2272
	1903 (81%)
	1488 (65%)
	435 (19%)

	2338
	Ce
	2950
	1698 (73%)
	1457 (49%)
	640 (27%)

	2338
	Cg
	3057
	1735 (74%)
	1504 (49%)
	603 (26%)

	2338
	Cj
	2104
	1519 (65%)
	1251 (59%)
	819 (35%)

	2338
	Cu
	2024
	1507 (64%)
	1215 (60%)
	831 (36%)


A partir da análise destes genes, podemos criar uma série de hipóteses, como a de que existe uma relação de parentesco muito grande entre Cp e Cd, o que é mostrado pela quantidade de genes de Cp que conseguem obter hit em Cd (1899). Já Cj e Cu seriam bactérias mais distantes, o que é visto pelo número menor de genes de Cp que encontram algum homólogo em Cj e Cu (1519 e 1507, respectivamente) e, sendo assim, quanto maior a distância evolutiva entre os organismos em relação a um ancestral comum, menor a quantidade de genes compartilhados entre os dois organismos em questão.

Este resultado é compatível com a análise filogenética feita por Khamis (1995) usando 16S rRNA, que agrupa a Cp com Cd, deixando-as a uma distância intermediária em relação a Ce e Cg, e a uma distância maior em relação a Cu e Cj.

É de grande interesse o estudo das relações evolutivas entre estas bactérias e outras do gênero, e pretendemos dar prosseguimento através do estudo dos genes que são comuns a grupos específicos e genes que estão ausentes em outros. Genes exclusivos de Cp e Cd, por exemplo, podem ser importantes para a patogenicidade destas. Uma ilustração da distribuição dos hits entre as cinco bactérias está ilustrada na figura 1.
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Figura 1: Diagrama de Venn representando a distribuição dos hits de Cp contra as cinco corynebacterium.

O objetivo maior deste estudo seria a busca por possíveis candidatos a transferência lateral, tais como os no-hits contra proteínas do gênero. Porém, tais CDS-Cp no-hits podem ser também genes que foram perdidos ao longo da evolução e sofreram reversão em Cp, sendo portanto um caráter plesiomórfico, e não caracterizando um caso de LGT. Tais genes que possivelmente sofreriam reversão, provavelmente estariam presentes na sub-ordem Corynebacterineae, e fazendo busca dos 327 no-hits desta primeira análise contra os genomas já seqüenciados de Corynebacterineae, seria possível que reduzíssemos nosso universo de falso-positivos e chegar aos genes que seriam passíveis de terem sofrido LGT.

Com esse segundo passo, o total de genes resultante no-hit seria um conjunto que englobaria os genes candidatos à LGT e os genes possivelmente exclusivos de Cp. Com isso, fizemos o download no ftp do NCBI (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/) de 26 genomas completamente seqüenciados de Corynebacterineae, que reuniu genomas de quatro gêneros, Corynebacterium, Mycobacterium, Rhodococcus  e Nocardia que, segundo análises filogenéticas realizadas também por Khamis, estão filogeneticamente relacionados.

Dos 327 genes de Cp usados como query contra os 26 genomas de Corynebacterineae, foi possível obter um total de 17 genes obtendo hit contra eles. Esses 17 genes, portanto seriam armazenados para análises futuras sobre o histórico evolutivo, para saber se são caracteres plesiomórficos.

Dos 310 genes restantes, teríamos três grupos possíveis: 1º) dos casos que possivelmente seriam genes transferidos lateralmente, 2º)genes que possivelmente seriam exclusivos de Cp, e 3º) genes que seriam homólogos a outras Corynebacterium além das cinco previamente estudadas. Como queremos os genes possivelmente transferidos, podemos excluis os grupos 2 e 3 realizando busca destes 310 no Uniprot. Já que, encontrando alguma similaridade com outras proteínas oriundas de organismos mais distantes, poderemos aumentar a nossa probabilidade de este gene que obteve hit não ser exclusivo de Cp.

Com isso, realizamos um BLASTx usando como queries os 310 genes de Cp contra a versão 3.47 do Uniprot. Desta análise tivemos um total de 30 hits e 280 no-hits. Os 30 hits encontrados serão estudados minuciosamente, em vários aspectos tais como: a ocorrência taxonômica deste, a possível origem do gene, de qual grupo taxonômico teria sido transferido, a função molecular do gene, os benefícios de sua ocorrência em Cp para sua adaptação (se existir), dentre outros.

Estudando alguns dos 30 genes em especial, encontramos alguns interessantes. O que mais chamou a atenção foi um gene de redução de oxido nítrico, muito similar ao gene que leva este nome e está presente em Proteobactéria. Sabe-se que a redução de oxido nítrico em E. coli é um importante fator adaptativo para as infecções causadas, uma vez que esta ação é um fator de resistência importante no interior de Macrófagos, como discutido por van Wonderen et al (2008).

Através do estudo destes 30 candidatos e de outros genes, como os possivelmente exclusivos de Cp, e outros tipos de casos de transferência lateral, a continuação deste trabalho pretende encontrar novos genes, e novas histórias evolutivas. Como é muito discutido na literatura, genes transferidos lateralmente são, em muitos casos, genes importantes para a adaptação de um organismo e sua patogenicidade. É de suma importância o estudo e documentação destes, pois isso gera vertentes às diversas áreas e linhas de pesquisa, tais como a terapêutica. Por exemplo: a inibição do gene da oxido nítrico reductase poderia caracterizar um meio de tratamento plausível, uma vez que a Cp passaria a não resistir ao NO do interior dos Macrófagos.
Estudo da expressão gênica diferencial em cepas de milho sensíveis e resistentes ao estresse hídrico
Introdução

O presente relatório parcial refere-se a estudos realizados em suporte ao projeto atual da Rede Genoma de Minas Gerais, visando estudar genes diferencialmente expressos em tecidos de cultivares de milho que foram submetidos a estresse hídrico. Duas análises serão conduzidas: hibridização com micro-arranjos e subtração, esta última utilizando o protocolo RaSH [1]. A identificação de genes com expressão induzida ou reprimida sob o estresse hídrico, é apenas a primeira etapa no desenvolvimento de cultivares resistentes ao estresse em questão. Faz-se necessário, para subsidiar técnicas de melhoramento, mapear os genes no genoma do milho. Para tanto, é feito o mapeamento do gene em grandes clones contíguos do genoma (contigs) e avaliada a proximidade a marcadores com posição já descrita no genoma. Adicionalmente, é muito relevante conhecer o mapeamento de regiões cromossômicas denominadas QTL, que são relatadas em trabalhos específicos e mapeadas geneticamente nos cromossomos do vegetal. Por isso, este trabalho objetiva integrar: (i) os contigs genômicos publicados pelo Institute for Genomic Research (TIGR) com (ii) marcadores cromossômicos publicados pelo consórcio IBM e (iii) regiões de QTL. Com isso, teremos um banco local onde poderemos avaliar a proximidade de genes diferencialmente expressos de marcadores cromossômicos e de regiões de na disposição QTL, para subsidiar experimentos de melhoramento que possam envolver as regiões onde esses genes diferencialmente expressos estão localizados. Uma abordagem complementar fará uso da coincidência que existe na distribuição ao longo do cromossomo de genes em gramíneas (sintenia). Assim, o mapeamento de QTL em genoma de arroz será estudado e será feita a tentativa de identificar regiões sintênicas em milho, já que o mapeamento de características quantitativas e o próprio genoma são mais bem estudados em arroz que em milho. O presente relatório reporta nossos progressos na construção desse banco local.
Resultados parciais

Como dito acima, o mapeamento de características quantitativas em regiões cromossômicas pode ser facilitado ao se utilizar a sintenia como referência. Sintenia é a semelhança física e estrutural de cromossomos de organismos evolutivamente próximos, e envolve um aspecto importante: a localização dos genes no cromossomo. Utilizando o arroz (Oryza sativa), uma monocotiledônia com genoma bem estudado, como referencia, nós analisaremos a estrutura cromossômica do milho (Zea mays), utilizando a sintenia existente entre esses dois organismos.

Para tal estudo, foram montadas bases de dados contendo as informações sobre a estrutura cromossomal dessas plantas. A primeira etapa consistiu na obtenção das informações sobre o milho. Para isso, foi montado um banco de dados contendo informações sobre cada um dos cromossomos, reportando dados como: o nome de cada locus, localização e o mapa de origem de tais informações. Esses dados são mostrados na tabela 1. 

Tabela 1.

	Cromossomo
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Nº de Loci
	5101
	4049
	3733
	3879
	4048
	2765
	2645
	2823
	2438
	2241


A partir de tais informações somos capazes de reconstituir a estrutura física de cada um dos dez cromossomos do milho. Essa etapa é de suma importância para a comparação com a disposição dos genes no arroz. Além disso, embora a posição desses marcadores seja relatada (e foi incorporada em nosso banco local), o mapeamento de genes descobertos pela Rede Genoma de Minas Gerais exige que estes e os loci mostrados na Tabela 1 estejam mapeados em contigs genômicos. Os contigs genômicos já foram descarregados do TIGR e estamos presentemente mapeando os loci nesses contigs (não mostrado).
Desta forma, a localização das seqüências processadas pelo grupo do TIGR (http://maize.tigr.org/release5.0/azm5.shtml) também está registrada no banco de dados, assim como a sua seqüência de nucleotídeos e o seu nome de acesso na base de dados AZM. Estatísticas sobre esse processamento são mostradas na Tabela 2. 

Essas informações servem para nos guiar na localização cromossômica de seqüências contigs já processados e sua relação com o lócus mapeado. A quantidade de seqüências processadas e o numero de lócus em que estão distribuídas, estão descritos na tabela 3.

Tabela 2.

	Descrição
	Quantidade

	Seqüências processadas (AZMs)
	80927

	Numero médio de reads por AZM
	5,54

	Tamanho médio dos AZMs
	1515

	Tamanho máximo de um AZM
	21005

	Singletons (Seqüências não processadas)
	99075

	Total de AZMs e singletons
	180002


Tabela 3.
	Cromossomo
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Contigs
	392
	275
	268
	288
	298
	212
	210
	244
	225
	181

	Locus
	265
	174
	189
	205
	197
	149
	144
	163
	156
	125


Uma base de dados agrupa informações de 17734 chips comerciais da affmetryx. Esses chips contêm 265682 sondas para seqüências de arroz, que de acordo com os resultados da construção do mapa de sintenia, podem ser usados também em um micro array, para identificação de seqüências de milho. Essas bases de dados de seqüências foram construídas baseadas em seqüências disponíveis no TIGR Plant Transcript Assemblies (http://plantta.tigr.org/index.shtml). 
Informações sobre seqüências de repetição também estão disponíveis para o melhor entendimento da estrutura dos cromossomos estudados. Estão disponíveis informações sobre 18510 retrotransposons, 617 transposons e 816 MITES, além de 353 seqüências relacionadas ao centrômero e 26, ao telômero.

Todas essas informações são necessárias para a construção de um mapa mais completo.
A próxima etapa do projeto consiste na obtenção do máximo de informações dos mapas cromossômicos de arroz. Para que possamos, então, construir o mapa de sintenia dos dois organismos, bem como o mapeamento cruzado de marcadores e regiões de QTL no mapa físico.
