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ESTUDO IN SILICO DAS SEQUENCIAS GENICAS DE
Aeromonas piscicola E Aeromonas hidrophila

RESUMO

Estudos in silicio sdo aqueles realizados sem interferéncia humana na resolugédo
dos dados, para avaliar o grau de compatibilidade entre diferentes genes e, assim,
melhorar os métodos e técnicas em diversas areas das ciéncias bioldgicas. O
género Aeromonas é primariamente autéctone do ambiente aquatico. Sdo bacilos
gram-negativos, com flagelo polar e anaerébio facultativos. Os seres humanos
adquirem A. hydrophila por meio de agua ou alimentos contaminados. No Brasil,
grande parte do pescado produzido é comercializado in natura apés abate artesanal
sem um processamento adequado. Dentre eles, destacam-se as espécies
Aeromonas piscicola e o Aeromonas hidrophila. Este trabalho objetivou obter,
através de ferramentas online de bioinformatica, genes com diferentes graus de
compatibilidade com as duas bactérias analisadas. Os passos metodolégicos
incluiram o uso de ferramentas disponiveis online, tais como: NCBI, CAP3, ORF,
BLAST e PRIMER3. Os resultados para a A. piscicola indicaram compatibilidade
com genes das espécies A. bestiarum (99%) e A. salmonicida (95%), enquanto para
a A. hidrophila indicaram compatibilidade com bactérias como a Edwardsella tarda
(84%); Aeromonas sobria (92%); Aeromonas salmonicida (94%); Aeromonas trota
(95%). Desta forma, o trabalho in silico mostrou-se Util como uma ferramenta rapida,
pratica e objetiva para a identificacdo de genes e definicdo das relagbes
taxondmicas.

PALAVRAS-CHAVE: Bioinformatica; In silico; Peixe.

IN SILICO STUDY OF GENE SEQUENCES OF Aeromonas
piscicola AND Aeromonas hidrophila

ABSTRACT

Studies in silico are those made without human interference in the resolution of the
data to assess the degree of compatibility between different genes and thus improve
the methods and techniques in various areas of biological sciences. The genus
Aeromonas is primarily indigenous to the aquatic environment. They are gram-
negative, facultative anaerobic and with polar flagellum. Humans acquire A.
hydrophila by contaminated food or water. In Brazil, most of the fish produced is sold
fresh after slaughter craft without proper processing. Among them, there are
Aeromonas piscicola and Aeromonas hidrophila. This study aimed to obtain, through
bioinformatics’ online tools, genes with different degrees of compatibility with both
bacteria analyzed. The methodological steps included the use of online tools
available, such as NCBI, CAP3, ORF, BLAST and PRIMERS. The results for A.
piscicola showed compatibility with genes of the species A. bestiarum (99%) and A.
salmonicida (95%), while for A. hidrophila indicated compatibility with bacteria such
as Edwardsella tarda (84%); Aeromonas sobria (92%); Aeromonas salmonicida
(94%); Aeromonas trota (95%). Thus, the in silico work proved useful as a fast,
practical and objective tool to identify genes and defining taxonomic relationships.

KEYWORDS: Bioinformatics; In silico; Fish.
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Estudo in silico das sequéncias génicas de Aeromonas piscicola e Aeromonas hidrophila

INTRODUGAO

O género Aeromonas sp abrange bactérias gram-negativas, em forma de bastonete, capaz
de utilizar diferentes carboidratos, produzindo acido e/ou gas. Sado microrganismos autéctones de
ambientes aquaticos que podem ser transmitidos esporadicamente aos seres humanos
(CASTRO-ESCARPULLI et al., 2003). Existem atualmente, diversas espécies de bactérias do
género Aeromonas, dentre as quais, as principais sdo: a A. hydrophila, A. bestiarum, A.
salmonicida, A. caviae, A. media, A. eucrenophila, A. sobria, A. veronii, A. jandaei, A. schubertii, A.
trota, A. allosaccharophila, A. encheleia, A. popoffii, A. simiae, A. molluscorum, A. bivalvium, A.
aquariorum e A. tecta. O género Aeromonas tem sido classificado na familia Vibrionaceae e inclui
espécies patogénicas para animais (FIGUEIREDO & LEAL, 2008) e para o homem (HUSS, 1997).
Os membros do género Aeromonas possuem as enzimas oxidase e catalase positivos, na regido
intracelular, identificados como bacilos gram-negativos, com flagelo polar, anaerébios facultativos.
A infeccdo por A. hydrophila causa lesdes ulcerativas e septicemia hemorragica em peixes de
agua doce (RODRIGO & RIBEIRO, 2003; PARKER e SHAW, 2011).

Os seres humanos adquirem A. hydrophila por meio de agua ou alimentos contaminados.
No Brasil, grande parte do pescado produzido é comercializado in natura apos abate artesanal
sem um processamento adequado. A. hydrophila pode ser veiculador de genes de resisténcia a
antibioticos para bactérias patogénicas ou ndo patogénicas a seres humanos e principalmente os
peixes (PEREIRA JUNIOR et al., 2005). Alimentos de origem animal, frutos do mar e vegetais tém
sido considerados um importante veiculo de infeccdes de Aeromonas spp. Gastrenterite é a
infeccdo mais prevalente em humanos, causada por Aeromonas spp., embora outras doencas
graves, como infecgdes sistémicas, sdo menos frequentes e normalmente associada a pacientes
gue estejam imunossuprimidos. S&o considerados importantes patdgenos em organismos
aquaticos, sobretudo em peixes, causadoras de bacteremia (CASTRO-ESCARPULLI et al., 2003).

A presenca de Aeromonas esta muito generalizada em ambientes de agua doce, mas pode
ser também isolada de 4gua salgada estuarina. Este organismo pode ser também facilmente
isolado da carne, peixe e produtos derivados, gelados e muitos outros alimentos. De acordo com
os estudos de Huss (1997) este organismo tem sido identificado como o principal organismo
responsavel por deteriorar carne crua, de salmdo. A microbiota gastrointestinal dos peixes
depende da colonizagdo bacteriana durante os estagios iniciais de desenvolvimento, das
mudancgas na dieta e das condicdes ambientais. Essa microbiota pode ser composta por varias
espécies de bactérias, incluindo as do género Aeromonas. Os peixes podem albergar
microrganismos patogénicos e servir como seu reservatério. Varias espécies de Aeromonas estdo
associadas a doencas de peixes, dentre elas A. hydrophila, A. veronni biovar sobria, A.
allosaccharophila e A. salmonicida (SILVA, 2010).

A biologia computacional esta preocupada com o uso de computacdo para compreender

os fendmenos bioldgicos e para adquirir e explorar os dados biolégicos, cada vez mais, em maior

Natural Resources ® v.2-n.2 * Mar, Abr, Mai, Jun, Jul, Ago 2012 Pagina |19



OLIVEIRA, V. M.; VILA NOVA, M. X.

escala. Métodos de biologia computacional estdo cada vez mais sendo usados por laboratérios de
biologia molecular. Estes métodos tornaram-se criticos na biologia devido a recentes mudancas
na nossa capacidade de determinacdo para adquirir grandes conjuntos de dados biolégicos
(EZZIANE, 2006). O presente trabalho tem a finalidade de obter a sequéncia de genes das
bactérias Aeromonas piscicola e Aeromonas hydrophila, com o maior grau de compatibilidade,
usando para isso ferramentas bioinformatica online para identificar genes com possiveis
aplicacbes biotecnologicas a partir de organismos cujo genoma ainda ndo esta totalmente

elucidado.

MATERIAL E METODOS

Para a execucdo deste trabalho foram utilizadas diferentes ferramentas de bioinforméatica
disponiveis online. Inicialmente, realizou-se uma busca no banco de dados localizado no Centro
Nacional de Informacdes sobre Biotecnologia (NCBI, Genbank, database) para identificar
sequéncias de genes disponiveis para as bactérias do género Aeromonas. Em seguida,
selecionaram-se sequéncias codificadoras (CDS) pertencentes a estas familias de genes, de
forma aleatéria. Nesta fase, foi possivel analisar comparativamente a quantidade de dados
disponiveis no banco de dados NCBI pelo nimero de familias de genes e descrever o nimero de
sequéncias codificadoras disponiveis para cada bactéria.

As sequencias obtidas foram agrupadas usando o a Programa da Assembléia Sequence -
CAP3 (HUANG & MADAN, 1999), o que fez a identificagdo do quadro de leitura aberta (ORF),
com o programa localizador ORF identificando as regides 5-UTR e 3 '-UTR de cada sequéncia. O
ORFs foi submetido ao Blastn (que consiste em um programa que compara a sequéncia de
nucleotideos de entrada contra um banco de dados de sequencias de nucleotideos) (AMARAL et
al., 2007) para a identificacédo e selecdo de sequencias relacionadas aos genes. Este programa é
muitas vezes aplicado a fim de encontrar semelhancas entre seqiiéncias de nucleotideos e de
proteinas em bancos de dados com grande numero de sequUéncias de varios organismos
(PROSDOCIMI et al., 2003). Nesta etapa, ORFs foram comparados com outras sequéncias
depositadas no banco de dados NCBI. Por altimo, o desenho de primers foi realizado utilizando o
PRIMERS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A bioinformatica associa engenharia e ciéncia abrangendo o desenvolvimento de novos
métodos computacionais e suas aplicagbes para resolucao de problemas biol6gicos. Ele também
tem uma grande componente de servico em que 0OS recursos computacionais, tais como o0s
bancos de dados que sdo operados para o beneficio da comunidade de pesquisa (GOODMAN,

2002). Membros do género Aeromonas habitam ambientes aquéaticos, e estdo implicados em uma
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série de infec¢Bes intestinais e extra-intestinais em seres humanos, bem como em outros animais.
S&o oxidases positivos, com flagelo polar, metabolismo respiratério e fermentativo (anaerébios
facultativos) (PARKER e SHAW, 2011). Quatro locais foram usados para inserir os genes da
bactéria do género Aeromonas. A partir do programa NCBI a seqiiéncia em formato FASTA foi
utilizada. Entdo, empregou-se o programa CAP3 software, utilizado para o agrupamento de
sequéncias similares e montagem de gendmica contiguos, que foram identificados por partes
iguais de sequéncias, recebendo o gene "contig”.

O Finder ORF (NCBI) é uma ferramenta que identifica todos os quadros de leitura abertos,
utilizando os cdadigos padrdao ou alternativa genética. As figuras 1 e 4 ilustram as ORF para as
bacterias A. piscicola e para a A. hidrophila, rescpetivamente. A sequéncia de aminoacidos pode
ser salva em varios formatos e procurada na sequéncia de banco de dados usando o servidor
BLAST (NCBI).

O desenho de primers é um processo que exige conhecimento prévio de alguns conceitos
da biologia molecular, tais como "dimeros de primer", loop, grampos de cabelo (estrutura
secundaria causada por homologia de sequéncia interna na fita de DNA), entre outros.
Recomenda-se também para a construcdo de primers com conteddo GC acima de 50% e um
comprimento minimo de 22-24 pares de bases. O que vai permitir o uso de temperaturas de
recozimento em torno de 56 ° C (maior especificidade de amplificagcdo). Os primers sdo sempre
construidos na diregéo 5'-3 ', e requer dois primers para amplificacdo (MALONE et al., 2006).

O numero de acesso ou accession number € o identificador do registro da sequencia
depositada no GenBank, que combina letras e numeros, e que pertence entdo a colegdo de
sequéncias do banco de dados. Normalmente, este identificador compreende a combinacdo de
uma letra seguida de cinco digitos ou duas letras e seis digitos (AMARAL et al., 2007).

Ele representa o relatério completo da seqiiéncia e ndo somente a sequencia em si. A
tabela 1 e 2 listam os numeros de acessos, com suas respectivas sequéncias génicas, utilizadas
para a bactéria A. piscicola e para a A. hidrophila. Os resultados para a bactéria A. piscicola
indicaram graus de compatibilidade com outras bactérias do género Aeromonas, como A.
bestiarum (99%) e Aeromonas salmonicida (95%), descritas na figura 3. Enquanto que os
resultados para a bactéria A. hidrophila indicaram diferentes graus de compatibilidade com
diferentes espécies de bactérias, como Edwardsella tarda, (84%); Aeromonas sobria (92%);
Aeromonas salmonicida (94%); Aeromonas trota (95); Aeromonas jandaei (94%); Aeromonas
popoffii, (94%). Os resultados obtidos de semelhancas tem valor biol6gico, sobretudo no estudo
da filogenia das espécies estudadas, assim como em estudos de patogenicidade daqueles
organismos pouco elucidados. A medida que a sequéncia dos genes é muito grande, a melhor
maneira de identificar novos genes rapidamente é por métodos computacionais (in silico). Ha
agora muitos exemplos em que as empresas farmacéuticas tém identificados genes de interesse
inicialmente por analise in silico, especialmente no campo da toxicologia para desenvolvimento de

novos farmacos. Técnicas de bioinformatica sdo, portanto, determinadas a desempenhar um
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papel cada vez mais importante na descoberta de drogas (DUCKWORTH e SANSEAU, 2002;
VALERIO JR, 2009), assim como na industria de alimentos como no caso da A. hydrophila
encontrados na agua animais domeésticos e alimentos (peixes, crustaceos) (DASKALOV, 2006).

No campo da biologia computacional existem véarios bancos de dados publicos de
periédicos e de resultados de pesquisas cientificas. A principal ferramenta da pesquisa em
bioinformatica é o préprio computador e o seu resultante disponibilizado faz com que a utilizacdo
dos dados possa ser aproveitada de forma rapida e facil (SANTOS, 2004). A utilizacdo das
informacfes dos bancos de DNA e proteinas é de grande utilidade para a elucidacao da funcao e
expressao de novos genes. Os dados disponiveis podem ser utilizados de duas formas, direta que
implica em identificar sequiéncias similares, ou com propriedades comuns, e estabelecer relacdes
entre elas (por exemplo, filogenia molecular); e indireta feita através da predicdo de regides e
sequéncias de genes relacionados, em espécies desconhecidas, através de alinhamento local
(BLAST) (MALONE et al., 2006).
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Figura 1: Localizacao da sequéncia ORF correspondente >Icl|Sequence 1 ORF:9..1513 Frame +3 (em
lilds), com 501 aminoéacidos, para a bactéria Aeromonas pisciola.
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Tabela 1: Sitios de inser¢do usados em bioinformética para Aeromonas piscicola.

NUumero de acesso

Sequéncia

CAP3

>gi[332272968|gb|HQ4431
04.1

>gi|332272966|gb|HQ4431
03.1

>0i|332272964|gb|HQ4431
02.1

>gi|332272962|gb|HQ4431
01.1

>0i|332272960|gb|HQ4431
00.1

>gi|332272748|gb|HQ4429
94.1

>gi|332272746|gb|HQ4429
93.1

>gi[332272744|gb|HQ4429
92.1

>gi|332272742|gb|HQ4429
91.1

>gi[332272740|gb|HQ4429
90.1

ATTACGCCATGAGCGTGATCGTAG
GA...

ATTACGCCATGAGCGTGATCGTAG
GA...

ATTACGCCATGAGCGTGATCGTAG
GA...

ATTACGCCATGAGCGTGATCGTAG
GA...

ATTACGCCATGAGCGTGATCGTAG
GA...

GAAGAGAAGTTCAAAGAGGTCAAG
G...

GAAGAGAAGTTCAAAGAGGTCAAG
G..

GAAGAGAAGTTCAAAGAGGTCAAG
G...

GAAGAGAAGTTCAAAGAGGTCAAG
G..

GAAGAGAAGTTCAAAGAGGTCAAG
G...

>Contigl
ATTACGCCATGAGCGTGATCGTAGGACGAGCTCTGCCGGA
TG...

>Contig2
GAAGAGAAGTTCAAAGAGGTCAAGGAAGCCTATGAGGTCC
TGAC...

Deserigtion Himscore Tobscort | Queycownge | Evdue Hident
Azramonas piscicala strain MOC 2315 chaperane Hzp40 (dnal gene, partial cds jE3 1 i 00 2
Aeromonas piscicola strain MDC 2516 chaperone Hsp40 (dnal| qene, partial cds 1436 5 0
Azramonas piscicala strain MOC 2318 chaperane Hzp40 (dnal gene, partial cds 130 5% 0
Azromanas piscicala strain CECT 7443 chperone Hsp40 (dnal) gene, partial cos ia 5% 0l
Aeromanas bestiarum strain MOC 162 chaperone Hsp40 (dna)] gene, partial cds 130 5 0
Azramonas bastiarum strain MOC 163 chaperane Hzpd0 (dnal) gene, partial cds 130 5% 0
Azramonas bastiarum strain MOC 4 chapzrane Hzp40 (dnal] gene, partial cds 145 5% 0
Aeromonas piscicola strain MDC 2517 chaperone Hsp40 (dnal| qene, partial cds 143 5 0
Azromanas bastiarum strain MOC 34 chaperone Hepd( (dnal] gene, partial cds i 5% 0
Azramonas bastiarum strain CECT 4227 chaperone Hap40 (dnal] gene, partial cds 1 5% 0
Agromanas bastiarum dnal gene for Dnal, partial cds, strain: GTC 2730 Wi % 0
Agromanas piscicala partial dnal gane, strain TC1 140 5% 00
Agromanas piscicala partial dnal gane, strzin EQ-0303 W 5% 00
Agromonas piscicala partial dna) gene, strain T1 1.1 13 5% 00
Agromonas piscicala partial dnal gene, type strain 51.2T 1385 5% 00
Agramonas bastiarum partial dnal gene, strain 117P 1388 504 0
Agramonas bastiarum partial dna) gene, strain 116P 1388 504 0
Azramonas sp, AH-3 partiz| dnal ane, strain AH-3 1388 504 0
Azramonas bastiarum partial cnal gane, strain J4N38 i 504 0
Azramonas piscizala strain MOC 2318 DNA gyrase subunit A (gyrA) gene, partial cdz 110 4 0
Aeromanas piscicola strain MDC 2515 DNA gyrase subunit A (qyrd) gene, partial cds 1290 4% 0
Azramonas piscizala strain MOC 2317 DNA gyrase subunit A (gyrA) gene, partial cdz 123 4 0
Agramanas piscicala strain CECT 7443 DNA gyrase subunit A (gyr4) gene, partal ods P 4t 0l
Aeromanas piscicola strain MDC 2516 DNA gyrase subunit A [qyrd) gene, partial cds Lm 4% 0
Azramonas bastiarum strain CECT 4227 DNA gyrase subunit & (gyrA) gene, partiz| cds L 4 0
Agromonas salmonicida subsp. smithia dna] gene for Dnal, partial cds, strain: GTC 2883 1m % 0
Aeromanas bestiarum strain MOC 4 DNA gyrase subunit A (qyrA] gene, partial cds 1267 4% 0 i
Azromanas bestiarum strain MOC 162 DNA gyraze subunit A [gyr) gene, partial cds 1267 4 0l )
Azramonas salmanicida strain MOC 44 chaperonz Hspdd (dnal) gene, partial cdz 147 5% 0 o5
Aeromanas salmonicida strain CECT 894 chaperone Hsp40 (dnal) gene, partia! cds 1267 5 0 ]
Azromanas salmonicidz subsp, szlmonicidz strain AsChOS chaperane protein Onal {dnal] gene, partiz 147 ey o a 950
Azramonas salmanicidz subsp, szlmanicida dnal gene for chaperane pratein Dnal, partial cds 127 17 i 00 950
Agromonas salmonicida subsp, masoucida dnal qene for Dnal, partial cds, strain: GTC 2801 1267 1287 5 ] B
Azramonas salmanicidz subsp. szlmonicida A443, complete genome U ] 0 £
Azramonas salmanicidz strain MOC 3 chaperane Hspd0 (dnal] gane, partial cds 12 1 i 00 950
Aeromonas salmonicida strain MOC 25 chaperonz Hspd0 (dnal) gene, partial cds jriz} 1262 L] 0l 55
Azramonas salmanicidz subsp, achromagenes dnal gane for Dnal, partial cds, strain: GTC 2796 12 1 i 00 950

Figura 2: Sequéncias produzindo alinhamentos significativos para a bactéria Aeromonas piscicola.
llustracdo das sequéncias encontradas no Assembled RefSeq Genomes — BLAST.
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Tabela 2: Sitios de insercdo usados em bioinformética para Aeromonas hidrophila.

Numero de Sequéncia CAP3
acesso

>0i|7576373|dbj CCAAGAAACTCTGGAATACCACCACGGCAAGCACCACAA  >Contigl
|AB033444.1 CACCTACGTGGTCAACCTGAACAACCTGG... TCTGCCCTATGCAATCAACGCTCTGGAACCGC

ACATCTCCCAGGAAACTCTGGAAT...

>gi|7576371|dbj TCTGCCCTATGCAATCAATGCTCTGGAACCGCACATCTCC
|AB033443.1 CAGGAAACTCTGGAATACCACCACGGCAA...

>0i|7576369|dbj TCTGCCCTATGCAATCAACGCTCTGGAACCGCACATCTCC
|AB033442.1 CAGGAAACTCTGGAATATCACCACGGCAA...

1GenBank ~ 100 Frame from to ngl'h

e . 2B 2456 436
= 1 m 2190 189
= 2 m208.387 180
| Lol 11260 126
| |
| S B
| |
Length 151 aa

[ Accept H Alternative Initiation Codons

Z ctgeortatgraateaacgebetggaacegoacateboecaggaa
LEPEYRINMLETPHETIZEZQE

47 artrtggaataceaccacggraagraccacaacacetacqbogte
TLEYHHEEHHNT Y VV
82 aaccbgaacaacetggtgocgggtacogagtttgaaggeaagtet
L KHELVPGETETEFEEEES?SS

137 ctggaagagatcatraagacchocactggoggrateticaacaac
LEEIIERTSTGE&IEHH
182 geegeecagatetggaaccacacctbotactpgeartgoetoter
LAQIWKNHTEYWHECLS
£2] cogaacggegItoegageotactgogeactygoogatgeate
PHEEGEEPTEALLAEDRTI
£12 aceaaggeatteggetoctiogeogagticiaggatgegtteace
TEAEFEE3FAEFEDRET
317 aagtetgecateggeascttoggttecagetogicttggetagty
E3AIGHFEFGEEIINTWNLVW
362 aaaaaggrtgacggetooctogocatogteaacacetocaacger
EEADGE2LALAIVHEHT SHSZ R

407 ggttgecegetgacogaagenggtaccaccongotqrtgacogte
ECPLTERAETTELLTY

452 gacchy 457
DL

Figura 3: Localizacdo da sequéncia ORF correspondente >Icl|Sequence 1 ORF:2..457 Frame +2 (em lilas),
com 151 aminoacidos, para a bactéria Aeromonas hidrophila.

Natural Resources ® v.2-n.2 * Mar, Abr, Mai, Jun, Jul, Ago 2012 Pagina |24



Estudo in silico das sequéncias génicas de Aeromonas piscicola e Aeromonas hidrophila

CONCLUSOES

Aplicando as técnica in silico obtemos a aproximacdo genética entre Aeromonas sp. O
resultado da andlise pelo BLASTXx utilizando-se o banco néo redundante de sequéncia, indicou
gue a sequéncia em analise apresentou homologia com sequéncia das Aeromonas sp.

Foi possivel detectar homologia com sequéncias de diferentes géneros de varias espécies
de bactérias e as sequencias de genes similares as espécies de Aeromonas e detectado sua
aproximacao com outras espécies de bactérias como a Edwardsella tarda, resultados importantes,

sobretudo para a industria médica e farmacéutica.
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