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Figura 2.16 Sequenciamento e filogenia de um gene de RNA ribossomal (rRNA). (2) As células s3o lisadas. (b) O gene codificador de
rRNA ¢é isolado e sdo produzidas inimeras copias idénticas pela técnica denominada reagao de polimerizagdo em cadeia (&2 Segéo 12.8).
(c, d) O gene é sequenciado (2= Secdo 12.5), e a sequéncia obtida é alinhada a outras sequéncias de rRNA. Um algoritmo computacional
realiza comparagdes entre pares de sequéncias, gerando uma arvore filogenética (e), que ilustra as diferencas existentes nas sequéncias de
rRNA dos organismos analisados. No exemplo apresentado, as diferencas de sequéncia sdo as seguintes: organismo 1 versus organismo 2,
trés diferencas; 1 versus 3, duas diferencas; 2 versus 3, quatro diferencas. Assim, os organismos 1 e 3 sdo mais estreitamente relacionados
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céo diferencial um resultado em potencial. Assim, ao longo
tempo, todas as células e os virus evoluem.

determinacio das relacdes evolutivas

gxs relacées evolutivas entre os organismos sio o tema da fi-
logenia. As relacdes filogenéticas entre as células podem ser
‘deduzidas comparando-se a informacZo genética (sequéncias
‘nucleotidicas ou de aminoécidos) presente em seus acidos
nucleicos ou protefnas (== Capitulo 14). As macromoléculas
que formam o ribossomo, particularmente RNAs ribossomais
' (rRNA), correspondem a excelentes ferramentas para a deter-
- minacdo das relagoes evolutivas. Pelo fato de todas as célu-
las conterem ribossomos (e, portanto, rRNA), essa molécula
pode e foi utilizada para construir uma arvore filogenética de
~ todas as células, incluindo os micro-organismos (ver Figura
2.17). Filogenias virais foram também determinadas, porém,

como esses micro-organismos sio desprovidos de ribosso-
mos, outras moléculas foram utilizadas como barémetros
evolutivos. Carl Woese, um microbiologista americano, foi
pioneiro no uso de rRNA como um barémetro da filogenia
microbiana e, ao fazé-lo, revolucionou nosso entendimento a
respeito da evolugdo celular.

As etapas de geracdo de uma drvore filogenética baseada
no RNA estfo delineadas na Figura 2.16. Resumidamente,
os genes codificadores de rRNA de dois ou mais organismos
sio sequenciados (isto é, a ordem precisa dos nucleotideos
presentes na molécula é determinada, &> Se¢éo 12.5), sendo
as sequéncias alinhadas e inspecionadas base por base, com
auxilio de um computador. Quanto maior a variagdo da se-

" quéncia do gene de rRNA entre quaisquer dois organismos,
maior sua divergéncia evolutiva. Essa divergéncia pode entdo
ser ilustrada em uma arvore filogenética (Figura 2.16).

Os trés dominios da vida

A partir da andlise comparativa de sequéncias de rRNA, trés
linhagens celulares filogeneticamente distintas foram identi-
ficadas. As linhagens, denominadas dominios, sdo Bacteria
e Archaea (ambos consistindo em procariotos) e Eukarya
(eucariotos) (Figura 2.17). Acredita-se que os dominios di-
vergiram a partir de um organismo ancestral comum ou de
uma comunidade de organismos, no inicio da histéria da
vida na Terra. :

A arvore filogenética da vida revela dois fatos evolutivos
muito importantes: (1) conforme afirmado anteriormente,
todos os procariotos ndo exibem estreita relagio filogenética,
e (2) as Archaea estio mais estreitamente relacionadas a Eu-
karya que a Bacteria (Figura 2.17). Assim, a partir do Gltimo
ancestral universal comum de toda a vida, a diversificacdo
evolutiva seguiu, inicialmente, duas dire¢des: Bacteria e uma
segunda linhagem principal. Essa segunda linhagem por fim
divergiu, originando o dominio Archaea, que manteve a es-
trutura celular procariética, € o dominio Eukarya, que néo o
fez. Neste livro, quando o termo “bactéria” (com b minusculo
e sem ser grafado em it4lico) é utilizado, ele refere-se a algu-
ma espécie do dominio Bacteria.
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Figura 2.17 A &rvore filogenética da vida, definida a partir de comparag&es entre sequéncias do gene de rRNA. A &rvore consiste em
trés dominios de organismos: Bacteria e Archaea, compostos por células procaridticas e Eukarya (eucariotos). Somente alguns dos grupos de
organismos de cada dominio s3o apresentados. Os hiperterméfilos sdo procariotos que apresentam melhor crescimento em temperaturas de
80°C ou superiores. Os grupos sombreados em vermelho correspondem a seres macroscépicos. Todos os outros organismos apresentados
na arvore da vida sdo micro-organismos. Arvores filogenéticas de cada dominio sdo encontradas nas Figuras 2.19, 2.28 e 2.32.

Eukarya

Uma vez que todas as células de animais e vegetais sdo eu-
cariéticas, pode-se concluir que os micro-organismos euca-
riéticos foram os ancestrais dos organismos multicelulares.
A arvore da vida claramente sustenta tal observagido. Como
esperado, os eucariotos microbianos ramificaram-se pre-
cocemente na linhagem eucaridtica, enquanto os vegetais e
os animais ramificam-se préximos a coroa da arvore (Figu-
ra 2.17). Contudo, o sequenciamento molecular e as outras
evidéncias demonstraram que as células eucariéticas contém
genes oriundos de células de dois dominios. Além do geno-
ma presente nos cromossomos nucleares, as mitocéndrias e
os cloroplastos de eucariotos contém seus préprios genomas
(DNA organizado de forma circular, como nos procariotos) e
ribossomos. O emprego da tecnologia de sequenciamento de
rRNA (Figura 2.16) revelou que essas organelas correspon-
dem em alto grau a ancestrais derivados de linhagens especi-
ficas de Bacteria (Figura 2.17 e Sec¢ao 2.9). Portanto, mitocén-
drias e cloroplastos foram anteriormente células bacterianas
de vida livre, que adotaram uma existéncia intracelular em
células de Fukarya em épocas passpadas. O processo pelo qual
essa associacio estavel desenvolveu-se é conhecido como en-
dossimbiose, o qual sera discutido em capitulos posteriores
(= Secoes 14.4 e 18.4).

Contribuicdes do sequenciamento molecular

a microbiologia

As filogenias moleculares confirmaram as conexdes evolu-
tivas entre todas as células. A aplicac¢éo do sequenciamen-
to molecular também criou um arcabouco evolutivo basico
para os procariotos, algo que a ciéncia da microbiologia nao
dispunha desde seu surgimento. Além disso, as filogenias
baseadas no RNA criaram novas ferramentas que afetaram
varias subdisciplinas da microbiologia. Elas incluem, em

particular, a classificagdo microbiana, a ecologia microbia-
na e diagndéstico clinico. Nessas dreas, a filogenia molecular
auxiliou na formacao de nosso conceito de uma espécie bac-
teriana e forneceu aos ecologistas microbianos e microbiolo-
gistas clinicos as ferramentas necessarias para identificar os
organismos, sem a necessidade de cultivé-los. Isso ampliou
significativamente nossa imagem da diversidade microbiana
e conduziu-nos a surpreendente conclusao de que a maior
parte da diversidade microbiana existente na Terra ainda
deve ser trazida para a cultura laboratorial. '

Minirrevisio de 2.7

O sequenciamento comparativo de rRNA definiu os trés
dominios da vida: Bacteria, Archaea e Eukarya. O sequencia-
mento molecular também demonstrou que as organelas de
Eukarya apresentam rafzes evolutivas nas Bacteria, além de
fornecer novas ferramentas para a ecologia microbiana e a
microbiologia clinica.

E Como as espécies de Bacteria e Archaea podem ser dis-
tinguidas utilizando-se a biologia molecular?

E Como o processo de endossimbiose beneficiou as células
eucarioticas?




