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Resumo

A disponibilidade de seqiiéncias genomicas completas tem possibilitado o estudo de mudangas no contetdo génico e
nucleotidico durante a evolugdo de linhagens de bactérias patogénicas e simbidticas. Aqui nds apresentamos resulta-
dos de gendmica comparativa entre quatro cepas pertencentes a duas espécies, Leptospira interrogans (L. interrogans Lai
str. 56601 e L. interrogans Copenhageni str. Fiocruz L1-130) e L. borgpetersenii (L. borgpetersenii sorovar Hardjo-bovis
str. JB197 e L. borgpetersenii sorovar Hardjo-bovis str. L550). As duas cepas da dltima espécie reduziram sua gama de
hospedeiros estando restritas a um ciclo de transmissdo hospedeiro-a-hospedeiro enquanto o anterior pode sobre-
viver por longos periodos em dgua doce. Uma andlise composicional e substitucional detalhada em 2416 quartetos
de ortélogos indica que esta mudancga nas condigdes do ambiente estd acompanhada de mudangas no contetido GC
gendmico afetando todo o genoma. Além disso, esta analise revela que a divergéncia entre espécies é surpreendente-
mente vasta, com uma razio de distancias sinénimos / aminoécidos igual a 7.17, uma propor¢ao muito maior do que
em outros grupos. N6s mostramos que esta razio elevada é uma indicagio de aceleracio nas taxas de substituigio
que afetaram especialmente as posigdes sindnimas estando conectada a mudanga na composicio de bases ja descrita.
Nos postulamos que este processo ocorreu especificamente no ramo que leva a L. borgpetersenii.
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Introducao

A ordem Spirochaetales consiste de varias espécies
de bactérias alongadas e finas cuja origem monofilética
é evidente a partir de atributos estruturais multiplos
que sdo tnicos deste grupo (particularmente o cilindro
protoplasmatico helicoidal envolvido por um revesti-
mento externo). A reconstrucdo filogenética molecular
baseada no 16S rRNA sustenta estes dados ultra-estru-
turais, apesar de clados de espiroquetas se ramificarem
mais profundamente do que clados em outras ordens de
bactéria (PASTER et al., 1991, p.6104-6108). A gama
ecolégica de espiroquetas é muito ampla, estendendo-se
desde organismos de vida livre a formas parasitas e de
espécies aerdbicas a anaerdbicas.

Durante sua histéria evolutiva, as espiroquetas
sofreram variagdes muito significativas na composigio
e tamanho do genoma. Uma destas mudancas esta des-
crita na Figura 1, onde a variabilidade do contetiddo GC

é representada em uma perspectiva filogenética. Esta
figura mostra que a variabilidade nao é restrita apenas
as comparagdes entre géneros, mas mais surpreenden-
temente, ha varias espécies pertencentes a um mesmo
género, e portanto supostamente relacionadas evolutiva-
mente, cujos contetidos GC gendmicos sdo notadamente
diferentes. Como um exemplo extremo, nés podemos
mencionar o género Treponema, onde Treponema pallidum
(agente causador da sifilis) e Treponema denticola (espi-
roqueta de placa periodontal) exibem conteiidos GC gendomicos
de 53% ¢ 38% respectivamente. Qutro exemplo surpreendente
¢ fornecido pelas espécies do género Leptospira, cujas ligacoes
filogenéticas sao ainda mais proximas, ¢ ainda assim elas
exibem diferencas muito significantes no conteddo GC
genomico. No momento, a heterogeneidade na compo-
sicdo de bases das espiroquetas tem sido discutida como
um atributo diagnéstico para propédsitos taxondmicos
(OLSEN et al., 2000, p.45-46) mas ainda nao foi avaliada

em um contexto evolutivo.

Leplospira mtemogans serovar Australis; Ballico; LO20 37%

Lepto

Leptospira interrogans serovar Copen r. Feocruz L1-130 36%
pira interrogans serovar Lai str, £
Leptosprra borg ovar Hardyo-bov 0 40.2%
SpIospira borgpe Wi serovar Hardo-bovis JB197 40.2%

Leptospira kirschnen serovar Grippotyphosa; Meskva V' 36,8%

Leptospira biflexa (T} patoc Patoc 1 37,1%
Tumnerialla parva; H; NCTC 11395 48%

Leptonema illini (T); 2055 5496

Spirochaeta alkalica (T}); Z-7491 57,1%

Spirochaeta asiatica (T, Z-7591 49,2%
Spirochaeta africana (T); Z-T692 55"1%

Borreha turcica (T); ISTT 30%
Borrelia miyamotoi (T HT31 28,6%
Bormelia sinica (T); CMN3 29,6%
Borrefia burgdorfer (T), Poti B2 28,6%
Borrelia tanukii (T); He501 30%
Borrelia garini, PBi 28,1%
Borrelia afzelii; Pko-85 28,3%
Baorrelia turdi (T); Yas01 30%
pr— T raponema primitia (T, ZAS-1 50,9%
Treponema bryants (T}, RUS-1 36%
_: Treponema becithinolyticum (T); perodantitis patient PFB4G 44,8%
Treponema medum (Tk GT201 47%
Treponema phagedenis; K5 38 6%
Treponema denticola (T); ATCC35405 37.9%
Traponema pallidum subsp, paflidum str. Nichols 52 8%
— 5 rrochaeta baacaliformeensis (T type strain DSM 16054 50%,

[Sp:rochaam amesicana (T): ASpG1, ATCC BAA-392, DSM 14872 68 5%

Figura 1 — Relagdes filogenéticas entre 29 epiroquetas inferidas de seqliéncias 16SrRNA obtidas no Projeto Banco Dados
Ribossomico RDP-II (The Ribosomal Database Project): http://rdp.cme.msu.edu. A arvore foi construida com Weighbor, o
método implementado neste local. O contelido GC gendmico para cada taxa é mostrado. O comprimento dos ramos é pro-
porcional ao nimero de substituicdes. As espécies de interesse estdo destacadas com cores diferentes. A escala de referéncia
(que aparece abaixo) representa 0.03 substituicdes de nucleotideos por posicdo.
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Nao apenas na espécie de Treponema mencionada
acima, mas também para o par de espécies L. interro-
gans — L. borgpetersenii, a diferenca no tamanho de seus
genomas tem sido explicada como um resultado da
expansao gendmica em uma espécie (por duplicagao e
transferéncia de gene horizontal) e da redugio gendmica
na outra (e.g. perda de gene mediado por IS). Ambos os
processos, reducio de genoma e transferéncia de gene
horizontal, estao relacionados a estilos de vida diferen-
tes encontrados no género Leptospira. Isto foi proposto
com base nas duas observagdes seguintes: primeiro, a
reducdo genomica confronta a diminuigao da gama de
hospedeiros, e segundo, o processo de perda de gene
nio ¢ aleatério, mas afeta principalmente genes cuja
presenca permitiria percep¢do ambiental e maior capa-
cidade metabélica de transporte e utilizagdo (BULACH
et al., 20006, p.14562-14564; SESHADRI et al., 2004,
p.5648-5649). Diferentemente de outras reducoes de
genoma microbiais, onde ha um enriquecimento do
contetido AT do genoma associado ao aumento da es-
pecificidade de hospedeiro (e.g. Buchnera, Mycobacterium;
MORAN, 2002, p.585), estas espiroquetas mostram
a tendéncia oposta, a qual indica que o contetido GC
gendmico aumenta em associagio a alta especificidade
de hospedeiros.

Neste trabalho, nés analisamos vérios aspectos
evolutivos no género Leptospira com uma énfase especial
aos processos que envolvem mudangas no contetdo
GC gendmico e taxas de substituicdo de nucleotideos,
tentando caracterizar em detalhes estes processos evo-
lutivos e esclarecer as forgas evolutivas que as dirigiram.
Por esta razdo, nos concentramos em quatro cepas cujos
genomas foram completamente determinados: duas cepas
pertencentes ao L. interrogans (L.interrogans Lai str. 56601
e L. interrogans Copenhageni str. Fiocruz L1-130) e duas
cepas do L. borgpetersenii sorovar Hardjo-bovis (str. JB197
e str. L550). Na média, os altimos sdo 17% menores em
tamanho de genoma e 5% maiores em contetdo GC.

Ambeas as espécies tém sido extensivamente estuda-
das porque elas sao os agentes causadores da maioria dos
casos de leptospirose, uma das zoonoses mais difundidas,
responsavel por mais de meio milhdo de casos humanos
por ano no mundo todo. Apesar das duas produzirem sin-
tomas clinicos da doenca semelhantes, elas sio epidemio-

logicamente muito diferentes. Enquanto o L. interrogans
obtém solo imido ou dgua doce na urina do hospedeiro
e ¢ capaz de sobreviver mais de 200 dias em ambientes
aquaticos até infectar um novo hospedeiro mamifero, o
L. borgpetersenii ndo tolera a privagdo de nutrientes e é
limitado a um ciclo de transmissdo de hospedeiro-a-hos-
pedeiro (BULACH et al., 2006, p.14562-14563).

Materiais e Métodos

As seqiiéncias genomicas completas das espécies
aqui analisadas foram obtidas de bancos de dados pu-
blicos. Ortélogos disponiveis nas quatro espécies foram
identificados utilizando Blastp através dos melhores hits
reciprocos (ALTSCHUL et al., 1990). Desta forma, foi
possivel identificar 2419 grupos de genes ortélogos que
estdo presentes nas quatro espécies. Cada um destes
grupos foi precisamente alinhado ao nivel de aminoécido
utilizando MUSCLE (EDGAR, 2004) e entio traduzido
novamente para a seqiiéncia conhecida de DNA.

Distincias sindnimas e nao-sinénimas foram calcu-
ladas utilizando o método de NEI E GOJOBORI (1985)
com as modificacoes sugeridas por ZHANG et al. (1998)
que corrige desvios de transigdo/transversio que afetam
principalmente a forma de contar o nimero de posicoes
sindnimas e ndo-sinénimas na terceira posicio do c6don
de duetos (cédons duplamente degenerados). Neste
trabalho, a correcio foi feita de acordo com a proporgio
transicio/transversao observada na terceira posigdo do
cédon de quartetos.

Comparacao de padroes
composicionais em genes ortélogos

Uma anélise substitucional e composicional deta-
lhada de 2416 quartetos de ortélogos foi realizada e é
apresentada na Tabela 1. Deve-se enfatizar que todos os
célculos foram efetuados ap6s a eliminagio de intervalos
de alinhamentos, garantindo, desta forma, que os seg-
mentos comparados para cada gene fossem estritamente
homologos. Isto garante que qualquer diferenca que
pudesse ser detectada entre os géneros em comparagio
nio seja atribuida a inser¢des ou exclusoes diferenciais
ocorrendo no género em questio, mas exclusivamente ao
processo de substitui¢do de nucleotideos.

Tabela 1 — Padroes composicionais en genes ortélogos

Sorovar - Espécie GC, GC, GG,
L. borgpetersenii Hardjo-bovis str. JB197 0.4772 0.3520 0.3933
L. borgpetersenii Hardjo-bovis str. L550 0.4772 0.3521 0.3933
L. interrogans Lai str. 56601 0.4600 0.3453 0.2813
L. interrogans Copenhageni str. Fiocruz L1-130 0.4601 0.3453 0.2812
T-teste para comparacoes pareadas 37.5, P<<10" 18.2, P<<107? 112, P=0
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A primeira observagdo evidente que pode ser retira-
da daTabela 1 é a de que ambas as cepas do L. interrogans
e ambas as cepas do L. borgpetersenii sio muito semelhan-
tes, ainda assim, eles sio consistentemente diferentes
quando a comparacio ¢ feita entre cepas pertencentes a
espécies diferentes. De fato, as cepas do L. borgpetersenii
sdo mais ricas em GC do que as cepas do L. interrogans,
sendo estas diferencas consistentes e estatisticamente
muito significantes (t-teste para comparagdes pareadas)
para as posigoes dos trés coédons. Contudo, a diferencia-
¢ao ¢ especialmente manifestada na posicao do terceiro
cédon, onde a média de diferenca € superior a 10%.

Torna-se necessario verificar que este comportamen-
to nao é uma diferenciacio média simples e ilegitima,
causada por alguns genes com contetido GC diferentes
adquiridos talvez por transferéncia de genes horizontal,
mas que afetou o genoma como um todo e a maioria de

seus genes constituintes. Por esta razao, nds desenhamos
o nivel de GC de um sorovar contra o outro para cada
gene e cada posicio de cédon. (Figura 2). A linha dia-
gonal foi desenhada nestas figuras para indicar o lugar
ao redor de onde os pontos (genes) deveriam simetrica-
mente cair se a distribuicdo nao fosse tendenciosa. Em
outras palavras, se o conteido GC de um determinado
gene é o mesmo em ambas as espécies, entdo o ponto
correspondente aquele gene deveria cair exatamente
na linha. Entretanto, como ¢é evidente pelas figuras, a
vasta maioria de pontos estd localizada acima da linha
diagonal, indicando entdo que para estes genes o nivel
de GC ¢ superior no L. borgpetersenii. De acordo com os
resultados apresentados da Tabela 1, os desvios acima
da linha diagonal sdo mais marcantes no GC, do que no
GC,, mas eles sao particularmente fortes para a posigao
do terceiro cédon.
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Figura 2 — Gréfico de dispersdo entre niveis de GC em
Leptospira para cada gene e para cada posicdo.
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Tais diferencas marcantes na composicido de GC no
género Leptospira tornam-se particularmente enigmaticas
porque as cepas do L. borgpetersenii, que perderam a ha-
bilidade ancestral de sobreviver fora do hospedeiro, sao
notavelmente mais ricas em GC do que as cepas do L. in-
terrogans relacionadas, em contradi¢io ao comportamento
esperado para o contetido GC em redugdes gendmicas
associadas ao parasitismo (ROCHA e DANCHIN, 2002,
p-291-294). Por outro lado, a diminui¢io na extensao do
nicho correspondente a redugio do genoma em um grupo
de Leptospira poderia levar a um aumento na importancia
de fatores relativamente menores por outro lado, tais

como a temperatura de crescimento ideal (MUSTO et
al, 2004).

Taxas evolutivas no Leptospira:
aceleracao de taxas silenciosas

Nos estimamos as distancias sindnimas e dos ami-
nodacidos para os 2419 grupos de ort6logos. Os resultados
destas andlises estdo apresentados na Tabela 2 e Figura
3. Esta ultima mostra a distribuicio nas freqiiéncias de
comparacgOes intergrupais, para ambas as distancias sino-
nimas e de amino4cidos, painéis a e b respectivamente.

Tabela 2 - Distancias de nucleotideo no Leptospira

Sorovar-Espécie 1 2 3 4
Taxas sinbnimas
1- L. interrogans Copenhageni str. Fiocruz L1-130 0
2- L. interrogans Lai str. 56601 0.0038 0
3- L. borgpetersenii Hardjo-bovis str. L550 1.2266 1.2273 0
4- L. borgpetersenii Hardjo-bovis str. JB197 1.2257 1.2253 0.0115 0
Taxas de aminoacido
1- L. interrogans Copenhageni str. Fiocruz L1-130 0
2- L. Interrogans Lai str. 56601 0.0021 0
3- L. borgpetersenii Hardjo-bovis str. L550 0.1687 0.1687 0
4- L. borgpetersenii Hardjo-bovis str. JB197 0.1688 0.1687 0.003 0
Pequenas subunidades de genes rRNA
1- L. interrogans Copenhageni str. Fiocruz L1-130 0
2- L. interrogans Lai str. 56601 0.00072 0
3- L. borgpetersenii Hardjo-bovis str. L550 0.007889 0.007889 0
4- L. borgpetersenii Hardjo-bovis str. JB197 0.007883 0.007883 0 0

Estes resultados sdo dignos de alguns comentarios.
Em primeiro lugar, as distancias entre cada subgrupo
(sorovar) sdo muito pequenas, ambas no nivel sino-
nimo e de aminodcidos. Por outro lado, as distancias
intergrupais sao relativamente grandes, em uma média
de cerca de 0.17 mudancgas de aminoacidos por c6don
(para mudangas de aminodacidos), enquanto a divergéncia
silenciosa chega ao nimero de 1.22 mudangas por sitio
sinénimo (em média); que est4 no alcance de saturagao.
Tal extensdo de divergéncia de nucleotideos silenciosos
¢ alarmante se levarmos em conta o fato de que estamos
comparando espécies pertencentes ao mesmo género.
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Finalmente e o mais relevante, a razdo das distincias
sindbnimas/aminoacidos é de 7.17 (1.22/0.17) um namero
alto e notavel.

A fim de comparar a quantidade de divergéncias
(assim como sua proporgao) observada no Leptospira,
torna-se necessirio ter um grupo de referéncia para o
qual as informagdes de nimero de divergéncias e taxas
de substitui¢do estejam disponiveis. Estas distancias
foram entdo comparadas a quantidade de divergéncias
entre ordens de mamiferos diferentes. Vale lembrar que as
ordens de mamiferos divergiram umas das outras ha 100
milhoes de anos atras (Mya) (SPRINGER et al, 2003). De
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Figura 3 — Distribuicdo de distancias (a) sinbnimas e (b) de aminoacidos

(correcdo de Poisson) entre genes ortélogos de serovares de Leptospira

interrogans e Leptospira borgpetersenii.

maneira interessante o bastante, as distincias sinOnimas
para mamiferos sdo em média de 0.35 mudangas por local
(esta média foi obtida de 50 alinhamentos diferentes de
genes ortélogos incluindo quatro ordens de mamiferos
distintas, tiradas de ALVAREZ-VALIN et al, 1998), isto é,
menor do que um terco da média da distancia sinénima
observada entre as espécies L. interrogans e L. borgpetersenii.
Em contraste, a distAncia média de aminoacidos entre
ordens de mamiferos é de 0.21 mudangas por cédon,
notoriamente maior do que aquela entre L. interrogans e
L. borgpetersenii. A razdo das distancias sindnimas/ami-
noacidos em mamiferos é de 1.67, embora um quarto
disto entre leptospiras.

No6s também comparamos o total da distincia de

nucleotideos em Leptospira versus mamiferos para pe-
quenas subunidades de genes rRNA (isto ¢, 16S rRNA

RECIIS - R. Eletr. de Com. Inf. Inov. Satde. Rio de Janeiro, v.1, n.2, Sup.1, p.Sup322-Sup329, jul.-dez., 2007

em Leptospira e 18S rRNA em mamiferos). A ilustracio
que surge desta comparacio é novamente inversa aquela
exibida por distancias sindnimas, isto ¢, as distancias
entre L. interrogans e L. borgpetersenii (0.79%; Tabela 2)
sdo menores do que aquelas entre as ordens de mamiferos
(1.1%, nao mostrado).

A primeira vista, esta disparidade no comporta-
mento entre posigoes silenciosas de um lado, e posi¢oes
codificadoras de aminoacidos (ou genes ribossémicos)
de outro, parece um tanto quanto enigmatica. Contu-
do, é importante levar em conta que se espera que 0s
fatores evolutivos que tendem a aumentar as taxas de
substituicio de nucleotideos (e.g. tempo de geragao, taxa
mutacional etc.) produzam um efeito maior nas taxas
sinénimas do que nas ndo-sinénimas (OHTA, 1995) ou
em genes ribossdmicos. Em outras palavras, a aceleragio
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nas taxas de substitui¢ao afetaram mais provavelmente o
genoma como um todo, mas apareceram particularmente
marcantes nas posi¢oes sinonimas.

Nos supomos que esta aceleragio esteja em conexao
com a mudanca na composi¢io de bases ja descrita, e
tenha ocorrido especificamente na ramificacio que leva
ao grupo L. borgpetersenii. Na proxima secio apresentamos
evidéncias que sustentam esta hipotese.

Composicao ancestral no Leptospira

Como descrito previamente, o Leptospira interrogans
e o L. borgpetersenii diferem em seu conteddo GC gend-
mico, sendo esta diferenga particularmente marcante
na terceira posicao dos cédons. Trés cendrios evolutivos
possiveis poderiam ser considerados. O primeiro é de
que L. interrogans permanece na condi¢do ancestral e
sendo assim, L. borgpetersenii sofreu um aumento no GC
gendmico. Alternativamente, pode-se postular que L.
borgpetersenii representa a condigdo ancestral e conse-
quentemente, L. interrogans foi sujeito a uma diminuicio
no GC gendmico. Finalmente, outro cenario, mas menos
parsimonioso, é de que nenhum dos dois representa a
condigao ancestral.

A fim de ser capaz de discernir a dire¢io da mudanca
na composicio de bases, torna-se necessario determinar
a condi¢io ancestral. Como aparece na Figura 1, Lep-
tospira biflexa se ramifica muito antes de L. interrogans
e L. borgpetersenii, este pode entdo ser usado como um
grupo externo para inferir a composicio de GC ancestral
dentro do género Leptospira. Uma inspecio visual desta
figura imediatamente sugere que o primeiro cendrio é o
mais provavel, isto &, L. interrogans representa a condi¢ao
ancestral, uma vez que ambos L. biflexa (37% GC) ¢ L.
interrogans (entre 35 e 37% GC) tém contetidos genomi-
cos GC muito semelhantes, notoriamente inferiores ao
do L. borgpetersenii (40.2 %).

Conclusoes

O género Leptospira é particularmente interessante
porque cepas de L. borgpetersenii, que perderam a habi-
lidade ancestral de sobreviver fora do hospedeiro, sio
notavelmente mais ricas em GC do que seus parentes
proximos do grupo L. interrogans. Esta observagio esta
em clara contradigdo com o que seria 0 comportamen-
to esperado do conteddo GC em redugées de genoma
associados ao parasitismo. Da comparagdo de genes
ort6logos, mostramos que as diferengas no conteido GC
entre ambos os grupos ocorrem no genoma inteiro, até
nas posigdes de cédons nao-sinénimos, mas ¢é particu-
larmente marcante nas posigoes sinénimas.

No6s também analisamos a proporgio entre distan-
cias sindbnimas e nao-sinénimas entre grupos de Leptospira
e comparamos estes resultados com as proporgoes obtidas
de ordens de mamiferos diferentes que divergiram entre si
ha cerca de 100 Mya. Surpreendentemente, a distancia si-
nonima para as ordens de mamiferos ¢ menor do que um
ter¢o daquela correspondente aos grupos de Leptospira.
Em contraste, a média da distAncia entre aminoacidos de
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ordens de mamiferos é notavelmente maior do que aquela
entre os grupos de L. interrogans e L. borgpetersenii. Estas
tendéncias opostas em distincias de nucleotideos levam
a diferencas poderosas na proporcio de taxas de substi-
tuicdo sindnimas para nio-sindnimas, e comprovam uma
grande aceleragdo do genoma nas taxas de substitui¢oes
que afetaram especialmente a terceira posigao dos cédons
em genes codificadores de proteina.

Devido a escassez de informacdes sobre dados de
seqiiéncia de outras espécies deste género, € relativamente
dificil discernir fielmente seu contetido GC ancestral.
Entretanto, os dados fragmentados disponiveis parecem
favorecer a hipétese de um contettdo GC ancestral se-
melhante ao do atual L. interrogans.

Em resumo, a imagem global mostra mudangas no-
taveis nos niveis composicionais e taxas de substituicio
entre grupos do género Leptospira. Seria interessante
aprofundar a investigacio de possiveis forgas evolutivas e
biolégicas dirigindo estes processos. Mais especificamen-
te, seria interessante determinar se a mudanca observada
na composicido poderia ser atribuida a mudangas no
padrio bésico de mutacoes ou a fatores funcionais (i.e.
razbes seletivas). A primeira possibilidade poderia ser
testada determinando-se o padrio de substituicoes em
pseudogenes que é amplamente reconhecido por refletir
o espectro mutacional. Desde que as razdes funcionais
sejam consideradas, uma explicagio possivel para o au-
mento no GC gendmico no grupo L. borgpetersenii poderia
ser encontrada na hipétese termodindmica proposta por
BERNARDI e BERNARDI (1986) e mais recentemen-
te sustentada por resultados de MUSTO et al. (2004;
2005). De acordo com esta hipétese, o aumento no GC
seria uma resposta adaptativa a temperatura ambiente
crescente. Esta hipétese se adequa aos resultados aqui
presentes desde que L. borgpetersenii seja restrito ao hos-
pedeiro de “sangue quente” (mamifero).
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