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RESUMO

Em um mesmo género podemos identificar micro-organismos com capacidade
patogénica ou ndo, com pouca informacdo relacionada ao periodo temporal de
surgimento da patogenicidade, como ¢é o caso do género Corynebacterium. A espécie
ndo patogénica com maior relevancia Corynebacterium glutmicum de grande
importancia na produgdo de aminoacidos, e as patogénicas sendo Corynebacterium
diphtheriae produtora de toxina diftérica, e Corynebacterium pseudotuberculosis
principal agente causador de linfadenite caseosa. Ha uma caréncia tanto de dados
epidemioldgicos quanto de estudos publicados no estado do Pard no que diz respeito ao
cenario da C. pseudotuberculosis na regido Norte. Desta forma, objetivou-se com este
estudo inicialmente realizar o sequenciamento e analise do genoma da cepa Cp05 de C.
pseudotuberculosis, além de incluir este e outros exemplares de isolados pertencentes
ao género Corynebacterium, com o objetivo de identificar quais eventos gendémicos
estdo relacionados ao surgimento da patogenicidade de Corynebacterium
pseudotuberculosis de maneira a explorar a plasticidade genémica dentro deste género.
Para a divulgacdo do genoma da C. pseudotuberculosis PAO5 utilizou-se testes
microbiologicos, moleculares e bioquimicos. Foram analisados 64 genomas de
diferentes espécies do género Corynebacterium e mais 0s genomas da Mycobacterium
tuberculosis H37Rv, Nocardia sp. Y18 e Rhodococcus jostii RHAL como outgroups,
para analise filogenética e de relégio molecular. Utilizando os genes dnaA, dnak, gyrb,
recA, rpoB e o 16S rRNA, Para analise de gendmica comparativa utilizou-se trés
espécies: C. pseudotuberculosis, C. diphtheriae e C. glutamicum. Estes genomas
tiveram os genes ort6logos calculados no PGAP v.1.2.1, e 0s genes espécies especificos,
foram analisados no software Blast2GO v.5.0 para determinar compartimentos
celulares, fungdes moleculares e processos bioldgicos. Para determinar diferencas entre
as caracteristicas gendmicas foram comparadas as andlises de variancia (p <0,05):
tamanho do genoma, numero de genes, densidade génica. Na arvore filogenética
bayesiana obtida as espécies patogénicas C. pseudotuberculosis, C. diphtheriae e C.
ulcerans agruparam-se. Um segundo agrupamento de espécies patogénicas foi formado
por C. kutscheri, C. matruchotii e C. mustelae, proximo ao clado de C.
pseudotuberculosis. C. glutamicum formou um clado ndo patogénico que inclui C.
crubilactis, C. allunae, C. deserti e C. efficiens. C. glutamicum foi uma das espécies nao
patogénicas mais intimamente relacionadas as espécies patogénicas do clado de C.
pseudotuberculosis. Divergéncias entre espécies de Corynebacterium foram observadas,
a cada 5.000 anos, além das primeiras espécies deste género ser bactérias de vida livre e
sofreram adaptacdo aos diferentes hospedeiros. A realizacdo das analises genémicas
comparativas nas trés espécies de Corynebacterium permitiu um entendimento sobre a
evolucdo gendmica das corinebactérias patogénicas, diante do compartilhamento de 911
genes de ort6logos. A obtencdo da sequéncia proteica dos genes e a analise dessas
sequéncias apresentaram os principais termos de ontologia génica, que foram processo
de reducédo da oxidacdo; Ligacdo de ATP e DNA; componente integral da membrana.
Sequenciamento de novas cepas € necessario, pois com mais exemplares melhor € o
entendimento da evolucdo deste género, melhor o entendimento da patogenicidade C.
pseudotuberculosis, que aqui pode ser confirmada evolutivamente associada a
domesticidade animal, reducdo de tamanho de genoma e priorizacao de genes essenciais
para manutencéo de vida da célula.

Palavras-chave: analise  temporal, analise filogenética, = Corynebacterium
pseudotuberculosis, gendmica comparativa.



ABSTRACT

We can identify microorganisms with pathogenic capacity or not within the same genus,
through little information related to the time period of onset of pathogenicity, such as the genus
Corynebacterium. The most relevant non-pathogenic species are: Corynebacterium glutmicum
for its great importance in amino acid production, and the pathogenic species Corynebacterium
diphtheriae producing diphtheria toxin, and Corynebacterium pseudotuberculosis leading
causative agent of lymphadenitis caseosa. There is a lack of both epidemiological data and
studies published in the state of Pard regarding the scenario of C. pseudotuberculosis in the
northern region. Thus, the objective of this study was initially to disseminate the genome of the
strain Cp05 C. pseudotuberculosis, as well as to include this and other specimens of isolates
belonging to the genus Corynebacterium, in order to identify which genomic events are related
to the emergence of the pathogenicity in Corynebacterium pseudotuberculosis, exploring the
genomic plasticity within this genus. For the disclosure of the genome of the Cp05 C.
pseudotuberculosis strain we used microbiological, molecular and biochemical tests. Using 64
genomes of different species of the genus Corynebacterium and Mycobacterium tuberculosis
H37Rv, Nocardia sp. Y18 and Rhodococcus jostii RHAL as outgroups for phylogenetic and
molecular clock analysis. Testing the genes dnaA, dnaK, gyrb, recA, rpoB and 16S rRNA, for
comparative genomic analysis from three species: C. pseudotuberculosis, C. diphtheriae and C.
glutamicum. These genomes had the ortholog genes calculated in PGAP v.1.2.1, and species
specific genes were analyzed in Blast2GO v.5.0 software to determine cell compartments,
molecular functions and biological processes. To determine differences between genomic
characteristics, variance analysis (p <0.05) was compared: genome size, number of genes and
gene density. In the Bayesian phylogenetic tree obtained, the pathogenic species C.
pseudotuberculosis, C. diphtheriae and C. ulcerans grouped. A second grouping of pathogenic
species was formed by C. kutscheri, C. matruchotii and C. mustelae, close to the C.
pseudotuberculosis clade. C. glutamicum has formed a non-pathogenic clade that includes C.
crubilactis, C. allunae, C. deserti and C. efficiens. C. glutamicum was one of the nonpathogenic
species most closely related to the pathogenic species of the C. pseudotuberculosis clade.
Divergences between Corynebacterium species have been observed every 5,000 years, in
addition to the first species of this genus being free-living bacteria and undergoing adaptation to
different hosts. Comparative genomic analysis of the three Corynebacterium species allowed an
understanding of the genomic evolution of pathogenic corynebacteria, given the sharing of 911
genes from orthologists. Obtaining the protein sequence of the genes and the analysis of these
sequences presented the main terms of gene ontology, which were oxidation reduction process;
ATP and DNA binding; and integral component of the membrane. Sequencing of new strains is
necessary, because with more specimens the better the understanding of the evolution of this
genus, the better the understanding of C. pseudotuberculosis pathogenicity, which here can be
confirmed evolutionarily associated with animal domesticity, genome size reduction and
prioritization of essential genes for maintaining cell life.

Keywords: Corynebacterium pseudotuberculosis, temporal analysis, phylogenetic
analysis, comparative genomics.



I. ESTRUTURA DO MANUSCRITO

Esta tese estd dividida em dois capitulos, cada um baseado em um artigo publicado ou
submetido para publicacdo, como seguem:

O primeiro capitulo trata do relato e apresentacdo da sequéncia do genoma
preliminar da cepa de Corynebacterium pseudotuberculosis, realizado atraves de
cultivo, testes bioquimicos e de bioinformatica. Publicado na revista GENOME
ANNOUNCEMENTS.

O segundo capitulo aborda o periodo temporal de surgimento da
patogenicidade, através de relogio molecular, de Corynebacterium
pseudotuberculosis de maneira a explorar a plasticidade gendmica dentro do
género Corynebacterium. Neste segundo capitulo optamos por submeter o
trabalho primeiramente para o preprint BioRxiv, uma vez que o trabalho
estard disponivel para criticas e melhoramentos antes da submissao final a
uma revista.
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1. INTRODUCAO
1.1. Bactérias e a evolugao

A historia evolutiva é melhor contada por meio da andlise de filogenia de grupos
tendo como base a ancestralidade desses grupos e mudancas evolutivas ocorridas que
refletem a historia dessa evolucédo (Swofford & Olsen, 1996).

O processo evolutivo microbiano ocorre a partir de mutagdes e recombinagdes.
A mutacdo, que ocorre naturalmente, é a alteracdo aleatoria (substituicdo, delecdo,
insercdo e duplicacdo) na sequéncia de DNA, fato que prolonga e estende ao longo do
tempo e de geracdes.

As mutacdes podem ser neutras quando ndo altera de forma positiva ou negativa
a célula, deletérias quando diminui a habilidade de sobrevivéncia da célula, e a benéfica
que auxilia na melhor adaptacdo da célula ao ambiente em que vive. Na recombinacéao
hd a quebra do DNA religando-se e formando uma nova combinagdo genética, essa
recombinacédo € essencial para integrar o0 genoma do DNA adquirido por transferéncia
horizontal (Madigan et al., 2016).

A evolucdo se d& devido a alteracBes na frequéncia de alelos, em uma
populacdo, por vérias geracdes, sendo 0s principais processos evolutivos associados a
selecdo natural e deriva genética. A selecdo baseia-se na habilidade de adaptacdo do
organismo nas condic@es as quais estdo sujeitos, quando ocorrem mutagdes benéficas na
selecdo, hd um aumento na capacidade adaptativa da célula (COLAUTTI and LAU,
2015).

Ja a deriva genética se da pela alteracdo da frequéncia alélica devido a certo
grupo deixar mais descentes que a média da populacdo. A deriva genética possui grande
importancia na evolucdo da patogenicidade de microrganismo, pois novas infeccfes
estdo associadas a grupos pequenos de organismos (HAUCK and MAIDEN, 2018).

A elucidacdo dos mecanismos que coordenam a interagdo entre cromossomos,
replicons acessérios, DNA movel e mecanismos de transferéncia horizontal de genes é
essencial para melhor apreender a evolucdo e adaptacdo de nicho das especies, como
demonstrou Fouts et al., (2016) em estudo de 20 espécies de Leptospira quando
identificaram que a evolucdo é frequentemente impulsionada por elementos genéticos
moveis via transferéncia horizontal de genes. Foram identificados novos genes e
familias de genes especificos para estas espécies, com previsao de possiveis adaptacdes

de Leptospira infecciosa a mamiferos.



Reva et al., (2015) em estudo da evolucdo de micobactérias, identificaram que
apesar da resisténcia a troca horizontal de genes e ser considerado um patégeno clonal,
a Mycobacterium tuberculosis apresenta indicios que na fase inicial da evolugédo sua
patogenicidade teve origem em aquisi¢es horizontais de fatores de viruléncia. Nesse
estudo os genomas de micobactérias possuiam varios genes comuns a todas as espécies,
os quais foram associados a elementos genéticos mdveis transferidos horizontalmente,
como o fadD22 —fadE. As proteinas FadD22 mostraram uma conservacao muito alta,

implicando uma indispensabilidade dessa proteina para a patogénese.

1.2. Filogenia e o relégio molecular: uso em estudos microbioldgicos
Devido as classificacdes filogenéticas iniciais serem baseadas principalmente em

caracteristicas morfologicas, classificar procariotos, por muitos anos, era dificil devido a
morfologia simples e a dificil diferenciacdo desses organismos microscopicos
(Rossell6-Mora & Amann, 2001).

Com o passar dos anos, ja no século XX, o surgimento de metodologias como
cultivo em meios artificiais, desenvolvimento de parametros bioquimicos e fisioldgicos
foram tentativas de classificacdo dos microrganismos (Schleifer, 2009). Contudo, as
classificacbes fenotipicas sendo mesmo que Uteis ndo estabelecem, de forma confiavel,
relagdes evolutivas nos organismos procariotos.

Em estudo, Zuckerkandl e Pauling (1965), afirmaram que a histéria evolutiva de
um organismo poderia ser obtida a paritrdo genoma, devido a diferenca do material
genético que ndo sdo observadas nos polipeptidios, pois diferentes codons podem ser
traduzidos em um mesmo residuo de aminoéacido e, desta forma, o material genético
possuia mais informacoes filogenéticas e poderia ser utilizado para o estudo de relacbes
evolutivas entre 0s organismos.

Com esse novo entendimento iniciou-se uma abordagem molecular para melhor
classificar procariotos (Gevers et al., 2005). Inicialmente uma comparacdo estabelecida
pela composicdo de bases no genoma, permitiu somente uma classificacdo superficial
(Krieg, 1988).

Com o advento de técnicas de hibridizagio DNA-DNA, possibilitou
agrupamentos baseados na semelhanca genética entre os individuos. Nesta técnica, em
condicGes de pré-estabelecidas, as fitas de DNA dos diferentes microrganimos se
associaram, de acordo o grau de similaridade entre 0s mesmos, permitindo a

quantificacdo desta similaridade (Rossell6-Mora & Amann, 2001).



Para melhor identificacdo das bactérias passou-se a aplicar trés métodos de
classificacdo: fendtipo, que analisa caracteristicas morfologicas, metabdlicas,
fisioldgicas e quimica; genotipica que analisa 0 genoma dos microrganismos; e a
filogenética, tentativa de melhor posicionamento dos organismos a partir dos dados de
relacdo evolutiva baseado em sequencias genéticas.

A maior disponibilidade de arvores filogenéticas de melhor resolugéo, associada
ao aumento criterioso das andlises baseadas em filogenias, permitiu acessar a influéncia
de eventos de variancia e dispersdo na distribuicdo dos taxons, melhorando a capacidade
técnica para lidar com a histéria biolégica e geogréfica (Lomolino et al., 2006).

Moléculas como 16S rRNA estdo presentes em todos 0s organismos e por se
apresentaram conservada na homologia funcional e evolutiva (Wear et al., 2018), se
tornaram o marcador filogenético de maior importancia nos estudos de diversidade e
filogenia microbiana, possibilitando que relagdes filogenéticas distantes e proximas
pudessem ser examinadas.

Outros genes conservados podem ser utilizados como marcadores filogenéticos
no estudo da diversidade de procariotos, como genes que codificam proteinas
ribossomais, toxinas, proteinas de ligacdo ao DNA e amino-acil sintetases (Kiel et al.,
2018; Mekadim et al., 2018; Liang et al., 2019).

Com o atual contexto cientifico de avangos no estudo da genbmica, das
ferramentas analiticas fornecidas pela bioinformatica e a crescente disponibilidade de
sequéncias completas de variadas espécies, o entendimento das condi¢des e causas de
evolucdo molecular tornaram-se cada vez mais acessiveis.

A aplicacdo da bioinformética diante da biologia evolutiva compreendem a
analise e comparacdo de genomas de diferentes espécies, objetivando atingir um melhor
entendimento da funcdo de genes e regides ndo codificantes do genoma, por meio de
comparagOes que auxiliam a determinacdo das taxas de evolucdo molecular, assim como
0 estudo da relacdo entre estas taxas (Ali 2013; Choudhuri 2014).

Uma das particularidades da evolucdo molecular é a semelhanca com um reldgio
devido a forma de progressdo, isto a denominou de reldgio evolutivo molecular
(Zuckerkandl and Pauling 1965) esta abordagem tem sido amplamente utilizada para
reconstruir filogenias e compreender a relacdo evolutiva ao nivel dos acidos nucleicos e
proteinas, entre as espécies.

As modifica¢Ges ocorridas, em relagcdo a um ancestral relacionadas a mudancas

evolutivas levam a modificacGes nos caracteres herdados em uma populagédo, obtendo



como resultado final da evolucdo a formacdo de novas espécies. Essa evolucdo gera
diversidade em todos os niveis possiveis de organizagdo bioldgica, como ocorre em
Corynebacterium spp. que apresenta grande diversidade de espécies com caracteristicas
distintas (patogénicas, patogénicas oportunistas e ndo patogénicas).

AlteracBes sequenciais podem ser utilizadas como rel6gio molecular, estimando
0 tempo desde que as duas linhagens de divergiram. O rel6gio molecular esta baseado
em alteracdes de nucleotideos que se acumulam ao longo do tempo, sdo normalmente
neutras e aleatdrias. Estas estimativas sdo mais acuradas quando estdo associadas a
registros geoldgicos (MADIGAN et al., 2016).

Quando associados a divergéncias nucleotidicas e uma estimativa robusta da
filogenia do grupo, os eventos geoldgicos podem ser usados para calibrar as taxas de
evolucdo molecular, e fornecer a cronologia da diversificacdo de um taxon (Lundberg,
1998; Sanderson, 1998).

Louca et al., (2018) em estudo com grande diversidade de bactérias usando o
tempo geologico e filogenia baseada no gene rRNA (RNA ribossémico 16S), de filos
como Firmecutes, Bacteroidetes, Proteobacterias entre outras, encontraram evidéncias
de que a diversidade bacteriana aumentou principalmente nos dltimos um bilhdo de
anos, com taxas de especiacdo e extingdo em geral aproximadamente constantes ou

apenas lentamente alteradas.

1.3. Género Corynebacterium sp.
As bactérias constituem cerca de 23.458 espécies conhecidas, além de

apresentarem uma distribuicdo de 7.372 géneros, 1.969 familias, 816 ordens, 296
classes e 112 filos. (https://gtdb.ecogenomic.org/). O género Corynebacterium esta
presente dentro de um subfilo de actinomicetos de eubactérias Gram-positivas
(Stackebrandt et al., 1997), apresenta hastes que podem ser retas ou entdo com
curvaturas ligeiras nas extremidades e dependendo da espécie, podem ter formas
elipsoidais, ovoides ou “cabos de chicote” (Bernard e Funke, 2012), com seu DNA
abrangendo um elevado conteudo de guanina + citosina, além de ter uma representacdo
na descendéncia do dominio Bactéria (Liebl, 2006). As espécies que tém uma maior
relevancia sdo as Corynebacterium diphteriae e as ndo difteriais, que sé&o,
respectivamente, a principal causa da difteria e presentes na pele e mucosas (Alibi et al.,
2017).



Com o intuito de descrever a estirpe tipo Corynebacterium diphtheriae Lehman
e Neumann em 1896, descreveram 0 @énero Corynebacterium. Sendo que C.
diphtheriae ja havia sido descrita como sinénima de Microsporon diphthericum
(Trujillo, 2016), Bacillus diphtheriae por Kruse (Corper e Sweni, 1918), Pacinia
loeffleri (Trevisan, 1889) e Mycobacterium diphtheriae por Krasil'nikov em 1941
(http://www.bacterio.net/corynebacterium.html), antes de sua classificagcdo taxonémica
final. Posteriormente, 0 género passou a integrar outras espéecies de bactérias que
apresentavam forma e/ou patogenicidade semelhante (Pascual et al., 1995).

O género Corynebacterium conta atualmente com 110 espécies validas, sendo
132  espécies contando com espécies sindbnimas e 11  subespécies
(http://www.bacterio.net/corynebacterium.html). Sendo as quatro espécies mais
recentemente afiliadas ao género sdo Corynebacterium senegalense, descrita
recentemente por Ndiaye et al., (2019) isolada da palma da mdo de uma pessoa
saudavel, no Senegal, as espécie Corynebaterium bouchesdurhonense e
Corynebaterium provencense , descritas por Lo et al., (2019) isoladas das fezes de um
paciente obeso, e Corynebaterium urinapleomorphum, descrita por Niang et al., (2019)
isoladas de uma amostra de urina pediétrica.

O género Corynebacterium esta distribuido de maneira onipresente na natureza,
sendo seus membros isolados dos mais variados ambientes (Alibi et al., 2017),
compondo atualmente de:

- Espécie ndo patogénica como a Corynebacterium glutamicum e
Corynebacterium efficiens, de importancia biotecnolégica (producdo de aminoécidos)
(KALINOWSKI et al., 2003; NISHIO et al., 2003), e Corynebacterium variabile,
importante na industria de queijos (SCHRODER et al., 2011).

- Espécies oportunistas como Corynebacterium jeikeium, Corynebacterium
urealyticum e Corynebacterium resistens (SCHRODER et al., 2012), que sdo
frequentemente associadas a infec¢Bes contraidas durante estadia em centros de salde,
Corynebacterium aurimucosum, que esta associada a riscos a gravidez (TROST et al.,
2010).

- Espécie patogénica como  Corynebacterium  pseudotuberculosis,
Corynebacterium diphtheriae e Corynebacterium ulcerans, de importante relevancia
médica e veterinaria (TROST & TAUCH, 2014).

As espécies mais importantes do ponto de vista clinico sdo, as de estirpe tipo C.

diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis, capazes de produzir a toxina diftérica



(TD) e urease positiva, patogénicas em humanos e/ou animais. J& do ponto de vista
biotecnoldgico, a espécie C. glutamicum se destaca dentro do género (Hoffmann et al.,
2018).

Estes géneros compartilham certas caracteristicas como alto conteddo G+C e
associados a parede celular, incluindo espessura, presenca de &cidos micolicos,
peptidoglicano e arabinogalactano e &cidos graxos saturados e insaturados (DORELLA
et al., 2006; BELCHIOR et al., 2006).

1.3.1. Corynebacterium glutamicum

C. glutamicum é uma bactéria vastamente estudada devido a sua capacidade de
secretar aminoacidos como L-glutamato e L-lisina, que sdo importantes industrialmente,
como promotores de sabor e aditivos alimentares.

Essa espécie, de grnade uso biotecnoldgico, foi isolada pela primeira vez em
1950 em solo japonés quando buscavam por um produtor natural de glutamato
(Mimitsuka et al., 2007).C. glutamicum foi inicialmente identificada como
Micrococcus glutamicum, posteriormente, com 0 progresso na taxonomia,
principalmente com a utilizacdo de sequenciamento do gene rrs, muitas das cepas foram
reclassificadas como C. glutamicum (Jo et al., 2012).

Apresenta forma de bastonete, ndo produtor de esporos, catalase e nitrato
positivo, anaerébio facultativo, Gram-positiva, mesofilo e utiliza o metabolismo
fermentativo para decompor os carboidratos. Possui parede celular com camada de
peptidoglicano, &cidos micdlicos de cadeia curta, acidos meso-diaminopimélicos e

polimeros de arabino-galactano (Riegel e Ruimy, 1997).

SN =
Figura 1. Fotomicrografia de Corynebacterium glutamicum em microscépio de

luz apos coloragédo de gram. FONTE:
http://www.actino.jp/Digital Atlas/subwin.cgi?target=1-1



Esse microrganismo apresenta cultivo e manuseio genético facilitados, sendo
classificado como seguro e possui resisténcia a oscilagdes de suprimento de oxigénio e
substratos, o que € comum em fermentac6es em grande escala (Buchholz et al. 2014).

Os alimentos utilizados para decomposicdo de carboidratos de forma industrial
por C. glutamicum s&o amido de milho, mandioca ou trigo, melago de cana e melago de
beterraba, comuns em paises de alta producdo agricola como o Brasil. Este organismo
pode converter cerca de 100 g/L de glicose em 50 g/L de acido L-glutdmico em 2 a 4
dias

Em microrganismos a lisina é sintetizada por duas rotas possiveis, C.
glutamicum é um dos poucos representantes capazes de operar com duas rotas
biossintéticas de forma simultanea, a partir do 2-oxoglutarato e acetil-CoA pela rota do
a-aminoadipato e do aspartato pela rota do diaminopimelato (An et al., 1999).

Um dos fatores ponderados na escolha de cepas € o rendimento méximo de uma
célula em produzir lisina a partir de glicose (75%), sendo que as analises de fluxo
metabolico, considerando as rotas metabolicas utilizadas por C. glutamicum para a
producdo de lisina, indicam que tal rendimento € crescente, podendo ser de até 82%
(Shah, 2002; Hoffmann et al., 2018).

Em C. glutamicum existe apenas uma isoenzima de aspartato quinase, e é
codificada por dois genes: lysC a e lysC B , representando as duas sequéncias
codificadoras para as duas subunidades da enzima. A sua atividade é bioquimicamente
regulada por inibicdo retroativa concertada por lisina e treonina, que se ligam a
subunidade B (Becker et al., 2007).

Mais de 2,5 milhGes de toneladas de lisina sdo produzidas anualmente,
para alimentacdo animal, utilizacdo nas industrias farmacéutica, cosmética, de
combustiveis, além de ocorrer um crescimento nesse valor em cerca de 7% ao ano,
movimentando um mercado de aproximadamente US$ 3,6 billhnGes (Sebastian et al.,
2019), e sendo a maior parte desta producdo, feita utilizando espécies de

Corynebacterium.

1.3.2. Corynebacterium diphtheriae

A C. diphtheriae € uma bactéria patogénica, gram-positiva, ndo esporulada, néo
encapsulada, ndo mavel, aerobia com forma em bastonetes podendo medir até 0,5 a 1
um de tamanho (CERDENO-TARRAGA et al., 2003).

Uma caracteristica dos bacilos é ficarem arranjados como letras chinesas ou em



palicadas (Figura 2) devido aos movimentos logo apo6s a divisdo celular (TODAR,

2009).
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Figura 2. Fotomicrografia de Corynebacterium diphtheriae ap6s coloracdo de Gram.

Bactérias Gram-positivas medindo de 0,5 a 1 um de tamanho e em forma claviforme.

FONTE: CDC (2014).

Baseado na gravidade da infecgdo junto com morfologia de colbnias, padrdes
bioquimicos de fermentacdo de carboidratos, potencial de hemdlise, as cepas sao
classificadas em 4 biovares: Mitis, gravis, intermedius e belfanti (LEGGETT et al.,
2010).

Os biovares mitis, gravis, intermedius e belfanti se assemelham quanto reacéo
positiva para producdo de cistinase em meio Tinsdale, para glicose e maltose e negativo
para atividade da pirazinamidase ureia e sacarose (EFSTRATIOU & GEORGE 1999).

Para reducdo de nitrato mitis, gravis e intermedius apresentam reacdo positiva e
belfanti reacdo negativa, ja para glicogénio mitis, intermedius e belfanti apresentam
reacao negativa e gravis, positiva (EFSTRATIOU & GEORGE 1999).

Os relatos de ocorréncia de infec¢bes tém sido causados pelos bi6tipos gravis e
mitis, e apesar das particularidades dos biovares o tratamento e a prevengdo sao
idénticos para todas as cepas toxigénicas (BONNET et al., 1999).

Esta bactéria é isolada principalmente em humanos, contudo ja foi isolada em
outros individuos, como equinos, gatos e cdes (LEGGETT et al., 2010; HALL et al.,
2010; DIXON, 2010).

Em humanos, C. diphtheriae causa a doenca diftérica, associada principalmente



a acdo da TD, sendo essa transmissivel e aguda acometendo o trato respiratorio superior
(POPOVIC et al., 2000)

Na sua forma original a bactéria C. diphtheriae ndo apresenta patogenia, a
patogenicidade esta relacionada a infeccdo por um bacteriofago, tornando-a lisogénica.
O bacteriofago transporta a informacdo genética de uma toxina, o gene tox, que é uma
sequéncia altamente conservada e codificada pelo cromossomo bacteriano (FUNKE et
al., 1997).

A TD atua em tecidos como o miocardio, além do sistema nervoso, rins e pele.
Em lesdes na pele, onde ocorre a infeccdo, as pseudomembranas sdo o resultado da
combinacédo dos efeitos do crescimento bacteriano, da producdo de toxinas, da necrose
tecidual e da resposta imune do hospedeiro, causando a difteria cutanea (SALYERS,
1994).

Houve reducdo nos casos de difteria no mundo apds o desenvolvimento de uma
vacina que atua na inativacdo da DT (POPOVIC et al., 2000). Entretanto devido o
aumentado da susceptibilidade de criancas e idosos, medidas de controle ineficientes,
falta de disponibilidade de vacinas (MATTOS-GUARALDI et al., 2003), a emergéncia
de novas cepas ndo toxigénicas as quais a vacina com toxdide ndo é eficiente
(CERDENO-TARRAGA et al., 2003; VIGUETTI at al., 2012), possibilitaram a

reemergencia de casos associados a C. diphtheriae.

1.3.3. Corynebacterium pseudotuberculosis

A C. pseudotuberculosis € uma bactéria intracelular facultativa, gram-positiva,
ndo-movel, apresenta formas pleomoérficas que variam desde cocOides a bastes

filamentosos podendo medir de 0,6 pm a 3 pm de tamanho.
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Figura 3. Fotomicrografia de Corynebacterium pseudotuberculosis ap06s
coloracdo de gram. As hastes gram-positivas, de formas pleomorficas que variam de
cocaides a bastdes filamentosos. FONTE:
http://people.upei.ca/jlewis/html/lab_4 coryne.html

Apresenta grande quantidade de lipideos na parede celular, particularmente o
acido micdlico (COSTA, 2002). Esta bactéria € beta-hemolitica, produz
esfingomielinase fosfolipase D e catalase, mas ndo produz oxidase (Buxton & Fraser,
1977).

Com reacdo positiva para producao de cistinase em meio Tinsdale, ureia, glicose
e maltose, e negativa para atividade da pirazinamidase, sacarose e glicogénio
(EFSTRATIOU & GEORGE 1999).

Possui dois bidtipos ou biovares denominados equi e ovis que se diferenciam
pela capacidade de reduzir ou ndo o nitrato e pela preferéncia do hospedeiro
(BIBERSTEIN, KNIGHT, & JANG, 1971).

O biovar equi (redutor de nitrato a nitrito) infecta principalmente bubalinos,
equinos, camelideos e bovinos, podendo causar a linfangite ulcerativa (PRATT et al.,
2005) e a doenca edematosa da pele (SYAME et al., 2008).

Enquanto o biovar ovis (ndo redutor de nitrato) acomete ovinos e caprinos
causando a linfadenite caseosa, e em humanos pode causar a linfadenite subaguda
crénica (DORELLA et al., 2006; TROST et al., 2010a), recentemente este biovar foi
isolada em suino em Portugal (OLIVEIRA et al., 2014).

Os bovinos podem ser infectados pelos dois biovares, com predominio do biovar

equi (COSTA, 2002), o que acarreta varios sintomas variando de reacOes



piogranulomatosas, a mastite, dermatite ulcerativa, formagdo de abscessos e
comprometimento de visceras (YERUHAM et al., 2003).

As doencas associadas a esse microrganismo provocam a reducdo na producéo
de carne e leite, depreciacdo da 14, retardo no desenvolvimento dos animais, gastos com
tratamento e honorarios veterinarios, deficiéncias nos indices reprodutivos do rebanho,
condenacéo de carcacas, descarte precoce e morte ocasional de animais (RADOSTITS
etal., 2007).

A linfadenite caseosa esta entre as principais doencas infecciosas em paises com
tradicionalmente criadores de ovinos e caprinos como Australia, Nova Zelandia, Africa
do Sul, Estados Unidos, Canadé e Brasil (BELCHIOR et al., 2004).

No estado de Minas Gerais, sudeste do Brasil, 78,9% das cabras foi
diagnosticado como soropositivas para C. pseudotuberculosis (SEYFFERT et al., 2010).
Na regido nordeste ha relatos de grande ndmero de animais infectados, sendo essa
regido a maior produtora de ovinos e caprinos do pais (BROWN, OLANDER &
ALVES, 1987; PINHEIRO, ALVES & HADDAD, 2000; SOUZA et al., 2011).

Os animais acometidos com linfadenite caseosa sdo tratados, normalmente,
através de drenagem dos linfonddos, contudo, essa pratica ndo elimina totalmente as
bactérias, devido a possibilidade de contaminar 6rgéos internos e também pelo grande
potencial de contaminacdo do ambiente (DORELLA et al.,2006).

Além de que, o tratamento com antibidticos ndo gera resultados satisfatdrios
devido a dificil penetracdo na cépsula do abscesso, tornando o tratamento inviavel
(COLLETT, BATH & CAMERO, 1994), ressaltando que a profilaxia € o melhor

método de combate a enfermidade.

‘ \ ¢ » (b)

Figura 4. Doenca edematosa da pele (a) e linfadenite caseosa (b), lesdes
ocasionadas por C. pseudotuberculosis. Fonte: SYAME et al. (2008) e acervo proprio
(2018).



A viruléncia de C. pseudotuberculosisis estd relacionada a trés fatores
principais; as estruturas da parede celular, sua capacidade capacidade para persisténcia
intracelular em macrofago e a producéo de fosfolipase D (PLD) como exotoxina, sendo
esta considerada o principal fator de viruléncia (SELIM, 2001; HALL et al., 2010).

A PLD auxilia na disseminacdo da bacteria a partir do local da infecgéo
causando hidrélise de paredes vasculares e linfaticas endoteliais, além disso, contribui
com a sobrevivéncia de C. pseudotuberculosis no hospedeiro durante as 18 primeiras
semanas, provocando assim forte estimulacdo do sistema imune (HODGSON et al. ,
1992).

Apesar do principal fator de viruléncia em C. pseudotuberculosis ser a exotoxina
de fosfolipase D (PLD) (MCNAMARA et al., 1995), estipes toxigénicas dessa espécie
também podem produzir toxinas de difteria (KRAEVA et al., 2007).

Mesmo que o gene PLD desempenhe um papel central na patogénese, C.
pseudotuberculosis estirpe 31 apresenta uma mutacdo de frameshift perto da
extremidade 3' neste gene, que pode contribuir para reducdo na capacidade desta estirpe
se disseminar no hospedeiro. Contudo, esta mesma estirpe de C.
pseudotuberculosis apresenta outro fator de viruléncia de grande importéncia, o gene da
toxina diftérica (SOARES et al., 2013b).

Em estudo de C. pseudotuberculosis (SILVA, et al., 2012) foi identificada a ilha
de patogenicidade, denominada PiCp12, que abriga o gene tox (SOARES et al., 2013b;
VIANA et al., 2017), além da capacidade de cepas C. pseudotuberculosis linhagens 31,
992 e 993 isoladas de bufalo do Egito, produzirem TD (HEGGELUND, et al., 2015;
SELIM et al., 2016).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:

Caracterizar Corynebacterium pseudotuberculosis isolada no Para e identificar,
filogeneticamente, o surgimento da patogenicidade no género Corynebacterium.

2.2. Objetivos especificos:

e Coletar, isolar e identificar cepas de material caseoso de pequenos
ruminantes com suspeita de linfadenite caseosa oriundos de propriedades
no estado do Parg;

e Determinar o periodo temporal de surgimento da patogenicidade de
Corynebacterium pseudotuberculosis;

e Caracterizacho da  ontologia génica em  Corynebacterium
pseudotuberculosis, Corynebacterium diphtheriae e Corynebacterium
glutamicum;

e Correlacionar elementos estruturais: tamanho do genoma, quantidade de
genes e densidade de genes de Corynebacterium pseudotuberculosis,
Corynebacterium diphtheriae e Corynebacterium glutamicum;

e Determinar quais termos do gene ontology estdo enriquecidos nos genes
especificos da Corynebacterium pseudotuberculosis, Corynebacterium
diphtheriae e Corynebacterium glutamicum.
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3. CAPITULO I: Draft Genome Sequence of Corynebacterium pseudotuberculosis
Strain PAO5 Isolated from na Ovine Host in Para State, Brazil

O primeiro capitulo trata do relato e apresentacdo da sequéncia do genoma
preliminar a cepa de Corynebacterium pseudotuberculosis. H4 uma caréncia tanto de dados
epidemioldgicos quanto de estudos publicados no estado do Pard no que diz respeito ao
cenario da C. pseudotuberculosis na regido Norte, tornando necessario a coletar de
material da caseoso, para isolamento e identificacdo de cepas, através de métodos de
microbiologia, bioquimica e de diagndstico molecular, possibilintado a confirmacéo da
ocorréncia deste microrganismo nas propriedades rurais do estado e publicar essas
informac@es nos banco de dados publico.

Desconhecimento da enfermidade esta relacionado a nao notificacdo das doencas
resultantes da infeccdo por este microrganismo, mesmo o Para sendo um dos principais
criadores de animais suceptivies a esta enfermidade (caprinos, ovinos, bovinos,
bubalinos).

Desta forma, objetivou-se com este trabalho realizar a divulgacdo do genoma da
cepa Cp05 C. pseudotuberculosis, isolado de um hospedeiro ovino no Estado do Par3,
Brasil, com intuito de melhor apresentar esta espécie na sua apresentacdo molecular e
disseminacéo no Brasil.

Para este trabalho foram utilizados analise de cultivo para identificacdo de
padrdo de hemdlise, quando cultivado em agar sangue, de parametros morfoldgicos,
quando cultivado em BHI (Brain Heart Infusion - Himedia) solido e liquido, a partir de
secre¢do caseosa obtiva da punc¢do localizado nos ganglios linfaticos na regido posterior
da coxa de uma ovelha.

Ao atende os parametros coincidindo com o preconizado para C.
pseudotuberculosis, foram aplicados testes de identificacdo microbiol6gica e
bioquimica, coloracdo de Gram por kit (Larboclin, Brasil) que foi utilizada para a
confirmacdo morfologica das células bacterianas, e a utilizacdo do kit API®Coryne
(API-bioMérieux, Inc) para identificagdo bioquimica.

Através de PCR Multiplex foi realizada a identificacdo molecular, para a
confirmacdo das anélises microbioldgicas e bioquimicas. Os genes especificos avaliado
foram: rpoB, pld e rrs . A extracdo de DNA foi executada de acordo o kit DNeasy®
Blood & Tissue (Quiagen), sendo o genoma sequenciado com a plataforma lon Torrent
PGM .



Para avaliagdo da qualidade das leituras foi utilizado o software FastQC, o
FASTX foi usado para realizar a filtragem e o recorte. As leituras tratadas foram
montadas usando o SPAdes versdo 3.9.0. A ferramenta Lasergene 11 Core Suite foi
utilizada para retirada de redundancia.

Para gerar os scafford foi utilizou-se o software Mauve 2.4.0. Para fechamento
de gaps utilizou-se GapBlaster e CLC Genomics Workbench. Por fim, para anotagéo
automatica, foi submetido ao servidor RAST (AnotacGes Rapidas usando Tecnologia de
Subsistemas).

O genoma tem 2.435.137 pb, 2.295 sequéncias codificadoras, um contedo de
G+C de 52,2%, cinco pseudogenes, 53 genes de tRNAs e seis genes de rRNAs. O

genoma completo foi depositado no GenBank com o nimero de acesso CP019159.
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ABSTRACT We report here the draft genome sequence of Corynebacterium pseudo-
tuberculosis PAO5, isolated from an ovine host in Para State, Brazil. C. pseudotubercu-
losis is an etiological agent of diseases with veterinary and medical importance. The
genome contains 2,435,137 bp, a G+C content of 52.2%, 2,295 coding sequences,
five pseudogenes, 53 tRNAs, and six rRNAs.

rorynebacterium pseudotuberculosis is a Gram-positive, nonmotile, nonsporulated,
‘= pleomorfic, intracellular, and aerobic-facultative bacterium (1). C. pseudotuberculo-
sis is mainly known as the etiologic agent of caseous lymphadenitis (CLA), a chronic
disease in small ruminants (goats and sheep) and is also considered an important agent
to other diseases such as ulcerative lymphangitis and ulcerative dermatitis, among
others. This pathogen affects several species, including sheep, goat, horse, cattle, llama,
alpaca, buffalo, and human (2).

CLA is a contagious disease that is characterized by the presence of abscesses in the
lymph nodes and internal organs of the host. After infection, the bacterium becomes
encapsulated within walled-off lesions from which they escape immune system-
mediated action, initiating a state of persistence (3). The infection presents itself as a
disease difficult to eradicate. It is responsible for large economic losses resulting from
the damage it inflicts on livestock, such as reducing the quality of wool, decreasing milk
production, lowering animal weight, and causing death and damage to carcasses (4).
The bacterium has numerous survival mechanisms and uses many strategies to adapt
to its environment; the two toxic factors most described in the literature are a lipid
factor that improves cellular wall resistance against digestion by cellular enzymes and
exotoxin with hemolytic capacity that increases vascular permeability and facilitates
invasion (5). Here, we report the genome sequencing of C. pseudotuberculosis PAOS, a
strain isolated from a punctured caseous abscess located in the lymph nodes in the
posterior thigh region of a sheep host (Santa Inés breed) in Para, Brazil.

The genome was sequenced with the lon Torrent PGM platform using a fragment
library that generated 1,251,198 reads. FastQC software (http://www.bioinformatics
.babraham.ac.uk/projects/fastqc) was used to evaluate the quality of the reads, and the
FASTX toolkit (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit) was used to perform filtering
and trimming, in which reads with a Phred quality score of = 20 were removed. The
trimmed reads were then assembled using SPAdes version 3.9.0 (http://bioinf.spbau.ru/
spades) with k-mers 31, 33, 35, 61, 63, and 65. The assembly generated 24 contigs. The
number of contigs was reduced to eight using the Lasergene 11 Core Suite tool
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(http://www.dnastar.com/t-dnastar-lasergene.aspx). The scaffold was generated using
Mauve version 2.4.0 (6) with C. pseudotuberculosis strain 1002B (CP012837.1) as the
reference genome. Gap closure was done using GapBlaster (7) and CLC Genomics
Workbench (http://www.clcbio.com). The final scaffolding with six contigs was submit-
ted to the RAST (Rapid Annotations using Subsystems Technology) server (http://
rast.nmpdr.org) for automatic annotation. The draft genome has 2,435,137 bp, 2,295
coding sequences, a G+C content of 52.2%, five pseudogenes, 53 tRNAs genes, and six
rRNAs genes.

Accession number(s). This whole-genome shotgun project has been deposited in
GenBank under the accession number CP019159.
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4. CAPITULO Il: A molecular timescale and comparative genomics of
Corynebacterium genus

O segundo capitulo, trata da investigagdo através de reldgio molecular de
surgimento da patogenicidade de Corynebacterium pseudotuberculosis em conjunto
com mais 62 espécies do género Corynebacterium, além de comparar geneticamente
espécies patogénicas, C. pseudotuberculosis, C. diphteriae, e ndo patogénicas, C.
glutamicum. A investigacdo o periodo temporal de surgimento da patogenicidade e
identificacdo da ontologia génica em Corynebacterium pseudotuberculosis,
Corynebacterium diphtheriae e Corynebacterium glutamicum possibilita melhor
caracterizacdo das variacdes associadas a tamanho do genoma, quantidade de genes,
densidade de genes e funcdo génica dessas espécies.

O avanco da bioinformatica diante da biologia evolutiva tornou possivel
reconstruir filogenias e compreender a relacdo evolutiva entre as espécies,
possibilitando maior explanacdo quanto a estudo de géneros com maior diversidade de
espécies, como é o caso do género Corynebacterium. Dessa forma, objetivou-se
investigar o periodo temporal de surgimento da patogenicidade de Corynebacterium
pseudotuberculosis de maneira a explorar a plasticidade genémica dentro do género
Corynebacterium.

Foram recuperados 64 genomas de espécies de Corynebacterium, com 0s
outgroups Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Nocardia sp. Y18, and Rhodococcus
jostii  RHA1l. Para genbmica comparativa, selecionou-se as espécies C.
pseudotuberculosis, C. diphteriae e C. glutamicum, que foram analisadas usando o
software PGAP. Os genes espécie especificos, foram analisados no software OmicsBox
para determinar os termos GO nas categorias compartilhamento celular, funcao
molecular e processo bioldgico. Através das analises, foram agrupadas primeiramente as
espéecies C. pseudotuberculosis, C. diphteriae e C. ulcerans, em outro aglomerado
foram encontradas as espécies C. kutscheri, C. matruchotii, C. mustelae e C.
glutamicum foi uma das espécies ndo patogénicas que mais se relacionou com o clado
patogénico da C. pseudotuberculosis, indicando uma distancia evolutiva significativa. A
divergéncia entre espécies de Corynebacterium foram observadas, a cada 5.000 anos,
além das primeiras espécies deste género ser bactérias de vida livre e sofreram

adaptacéo aos diferentes hospedeiros.



A realizagdo das andlises gendmicas comparativas nas trés especies de
Corynebacterium permitiu um entendimento sobre a evolugdo gendmica das
corinebactérias patogénicas. A obtencdo da sequéncia proteica dos genes e a analise
dessas sequéncias apresentaram os principais termos de ontologia genética. Foi possivel
observar que grande parte dos genes que desempenham sua fun¢do na membrana celular
e componente integral da membrana, implicando na adaptagdo a sobrevivéncia em
ambientes adversos, sendo este um dos principais pontos de diferenciacdo destas

espeécies, patogénicas e ndo patogénicas.
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4.1. Abstract
The bacterial genus Corynebacterium is composed by pathogenic and non-pathogenic

species. The capacity to interact with a host is related to the maintenance or acquisition
of virulence genes under different survival conditions. With the advance of
bioinformatics and genomics, it became possible to reconstruct phylogenies using
genome sequences in order to understand the evolutionary relationship between
bacterial species. The main goal of this study was to investigate the molecular clock of
Coryneacterium genus in order to determine the emergence of pathogenic species such
as Corynebacterium pseudotuberculosis and others. A comparative genomic approach
was also performed to found the specie-specific genes of three species adapted to
different habitats: C. pseudotuberculosis, C. glutamicum and C. diphtheriae. According
to the Bayesian phylogenetic analysis, the species C. pseudotuberculosis, C. diphteriae
and C. ulcerans grouped in a clade formed only by pathogenic species. It was possible
to observe polytomies in two clades, which may be related to the rapid molecular
evolution of domain Bacteria. According to the molecular clock, the first species of
Corynebacterium were free-living bacteria and were adapted to different habitats.
Comparative genomic analysis showed that C. pseudotuberculosis, C. diphtheriae and
C. glutamicum share 911 orthologous genes. The number of specie-specific genes were
207, 230 and 868 for C. pseudotuberculosis, C. diphteriae and C. glutamicum,
respectively. The analysis of gene ontology for these specie-specific genes showed that
shifts in the enzymes involved in oxidation and reduction processes, transmembrane
transport, and transcription regulation were important for the evolution of each species.
Additionally, it was observed that most specie-specific genes play their role in the cell
membrane, implying that survival of these species in a totally different environment

requires changes in membrane proteins.



Keywords: Corynebacterium, genome evolution, pathogenicity, molecular clock.

4.2. Introduction
The Corynebacterium genus belongs to the Actinobacteria phylum. It is

composed by several species that are highly relevant to the fields of systems biology,
biotechnology, and human and animal medicine. Species of Corynebacterium share a
similar guianina+citosina content and some cell wall characteristics such as thickness,
the presence of mycolic acids, peptidoglycan, arabinogalactan, and cellular membrane
containing saturated and unsaturated fatty acids (Dorella et al., 2006).

Corynebacterium species are adapted to several types of habitat. C. glutamicum
and C. efficiens are free-living non-pathogenic species commonly used in the industrial
production of amino acids (Kalinowski et al. 2003; Nishio et al., 2003). C. variabile is
used for cheese production (Dugat-Bony et al., 2016). C. urealyticum and C. resistens
are opportunistic pathogens commonly associated to infections contracted in health
centers (Schroder et al. 2012). C. pseudotuberculosis, C. diphtheriae and C. ulcerans
are pathogenic species that infect animals and humans (Trost and Tauch, 2014).

The pathogenicity of some species is probably associated to the maintenance of
virulence genes acquired by mobile genetic elements and horizontal gene transfer.
Positive selection pressure over the whole genetic content also contribute with the
capacity of some species in interact with a host (Resende et al., 2011; Soares et al.,
2013; Soares et al., 2013; Viana et al., 2017). Technological advances in genomics and
bioinformatics have lead to an increase in the number of genome sequences available in
public databases. Thus, researches aiming to evaluate the genome evolution processes
have become increasingly accessible. Studying the evolution of the genomes of
taxonomically related bacteria allows us to understand which genetic determinants are

associated to the adaptation of these microorganisms to their habitats.



Holden and colleagues (2013) removed the mobile genetic elements from 193
genomes of Staphylococcus aureus and reconstructed the evolutionary history of the
specie using 8,905 single-nucleotide polymorphisms (SNPs). They found a mutation
rate of 1.3 x 10 nucleotide substitutions per year (p<0,05). Several other studies have
used genome data to determine evolutionary relationships between bacterial species
(Lebreton et al., 2017). Stoesser and colleagues (2016) determined the evolutionary
history of the extraintestinal pathogen Escherichia coli ST131 using 215 genomes. They
were able to temporally correlate the clonal expansion of two previously recognized
antimicrobial-resistant clades (C1/H30R and C2/H30Rx) with the introduction of
fluoroquinolones and extended-spectrum cephalosporins in clinical medicine (Stoesser
et al., 2016). Mycobacterium tuberculosis is the closest bacterial species of the genus
Corynebacterium to have its annual mutation rate defined in previous studies (Beyante
etal., 2013; Menardo et al., 2019).

In this study, we aimed to evaluate the emergence period of Corynebacterium
pathogenic species and to explore the genomic plasticity of some species of the genus in
order to understand which genes are needed to corinebacteria evolve to become

pathogenic.

4.3. Methods

Data Collection

, 64 were RefSeq genomes from different species that were used for
phylogenetic and molecular clock analysis of the genus Corynebacterium. A total of
177 genomes of Corynebacterium species were recovered from GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), for comparative genomics, three species were

further selected: C. pseudotuberculosis (74 genomes), C. diphtheriae (21 genomes) and


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

C. glutamicum (22 genomes). These three species were selected because they were
closely related in phylogenetic analysis and molecular clock, although they colonize

three distinct habitats and hosts.

Bayesian inference of phylogeny and molecular clock analysis

The genes dnaA, dnakK, gyrb, recA, rpoB and the gene of the 16S rRNA were
recovered from the .gbk files downloaded from GenBank. Only the RefSeq genomes of
64 species of Corynebacterium were used in this analysis. The species Mycobacterium
tuberculosis H37Rv (NC_000962.3), Nocardia sp. Y18 (CP018082), and Rhodococcus
jostii RHA1 (CP000431) were used as outgroups. The online platform of MAFFT v.7
(Katoh et al., 2017) was used to align the genes using the algorithm FFT-NS-i, then the
alignments were filtered and corrected using the program Gblocks v.0.91b (Talavera
and Castresana, 2007) with default parameters. The aligned and corrected genes were
then concatenated into a phylip format file and submitted to MrBayes v.3.2 (Ronquist et
al., 2012). The tree was edited using FigTree v.1.4.2 (Rambaut, 2014).

For molecular clock analysis we used the same six genes described above. Those
genes are reported in literature as good phylogenetic markers (Wu et al., 2013).
Alignment and gap removal was performed as previously described. A nexus format file
containing the aligned genes were analyzed in BEAST v.1.10. (Suchard et al., 2018)
using the pattern StarBeast. An uncorrelated lognormal relaxed molecular clock model
was used. The population estimate value was set to an average rate of 10™° up to 10”
and a normal rate of 0,1 (Menardo et al., 2019). The molecular clock was calibrated
using a mutation rate of 10° up to 107 nucleotide changes per year. This mutation rate
was found for the phylogenetically-related genus Mycobacterium (Cohen et al., 2015;

Merker et al., 2015; Lee et al., 2015; Liu et al., 2018; O'Neill et al., 2018).



Orthologs genes-based maximum likelihood-tree

Based on Bayesian analysis three Corynebacterium species adapted to different
habitats and hosts were selected for phylogenomic and comparative genomic analysis:
C. pseudotutberculosis, an animal pathogen that infect horses, cattle, buffaloes,
camelids and goats; C. diphtheriae, a human pathogen; and C. glutamicum, a non-
pathogenic specie closely-related to the other two pathogenic species cited above.
Complete genomes were recovered from GenBank database and the orthologs genes
were calculated in PGAP v.1.2.1 (Zhao et al., 2012) using the following parameters:
Orthologs genes were used to construct an Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean (UPGMA) tree using PGAP with coverage 0.5, identity 0.6 and

method GF.

Comparative Genomics

To determine differences among the genomic features of the three selected
species the following characteristics were compared using analysis of variance
(ANOVA) (p<0,05): genome size, number of genes, gene density. To determine the
specie-specific genes we calculated the pan-genome with PGAP using the same
parameters as described above. The output file 1.0rthologs_cluster.txt was used to find
the specie-specific genes. Subsequently, the multifasta file of these genes were analyzed
in the software OmicsBox v.1.1.164 (Go6tz et al., 2008) in order to determine their GO
terms in the categories of cellular compartment, molecular function and biological
process. The enrichment analysis of GO terms was performed with fisher's test

(p<0,05).



4.4. Results and Discussion

Several studies have performed phylogenetic or phylogenomic analysis to
resolve the relationships among species of Corynebacterium. Pascual and colleagues
(1995) evaluate the phylogenetic relationship among 30 strains of Corynebacterium
using the sequence of the 16S rRNA. Soares and colleagues (2013) analyzed a set of
Corynebacterium genomes and determined their relashionship based on phylogenomic
analysis. However, there are no studies that attempt to predict the molecular clock of the
genus. Our initial goal was to analyze the phylogenetic relationship among 64 species of
Corynebacterium using seven phylogenetic markers and to calculate the molecular
clock of the genus.

The pathogenic species C. pseudotuberculosis, C. diphtheriae and C. ulcerans
grouped together according to the Bayesian phylogenetic analysis (Fig. 1). Compared to
previous studies, the close relationship between these three species was maintained even
after increasing the number of samples and genes analyzed (Pascual et al., 1995;
Groman et al., 1984). A second cluster of pathogenic species was formed by C.
kutscheri, C. matruchotii and C. mustelae, near to the cluster of C. pseudotuberculosis.
These three species are related frequent parasite of mice and rats, occasional pathogen
of humans or primates, and ferret (Mustela putorius furo), respectively (Bernard and
Funke, 2015).

C. glutamicum forms a non-pathogenic clade which includes C. crubilactis, C.
allunae, C. deserti and C. efficiens. It is worth noting that C. glutamicum do not
clustered with other amino acid producing species. C. glutamicum was one of the non-
pathogenic corinebacteria most closely related to the pathogenic clade of C.
pseudotuberculosis. C. mycetoides showed the highest branch weight among the

analyzed species indicating a significant evolutionary distance.
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Figure 1. Rooted phylogenetic tree calculated using the six genes dnaA, dnaK, gyrB,
recA, rpoB and 16S rRNA. Bayesian inference was used and the topology was tested
using bootstrap analysis. Nocardia sp. sp. Y48 (NZ_CP018082), Rhodococcus WB9
(NZ_CP041769) e Mycobacterium tuberculosis H37Rv (NC_000962) were used as
outgroups. Bootstrap values above 0.5 are shown in tree.

Different from that observed by Pascual and colleagues (1995), C. vitarurmen
was grouped distant from C. pseudotuberculosis clade with a high bootstrap value
(94.51%). Polytomies were observed in two clades (Fig. 1). This may be related to the
rapid molecular evolution of the domain Bacteria. Despite our efforts we could not
resolve this polytomies into dichotomies. Increasing the number of species or the
number of phylogenetic markers and adding more outgroups to the analysis are actions
that usually help to solve polytomies. In addition to the seven genes used in this study,
rpoS and rpoC have also been commonly used in phylogenetic analysis of
Corynebacterium (Khamis et al., 2004; Gao & Gupta, 2012).

The molecular clock in figure 2 represents the divergences among species of
Corynebacterium every 5,000 years in the past. According to Brites and Gagneux
(2015), the genus Mycobacterium diverged from the other CMNR species about 40,000
years ago. We observed the same result in our analysis (Fig. 2). Nocardia and
Rhodococcus seams to diverge from Corynebacterium and Mycobacterium about
75,000 years ago (Fig. 2). Interestingly, C. doosanense is the oldest species of the
genus, emerging about 60,000 years ago (Fig. 2). Thus, probably the first species of
Corynebacterium were free-living bacteria that later adapted to different animal hosts.
The first pathogenic species to emerge were C. kroppenstedtii and C. matruchotii (Fig.

2). Both are human pathogens (Wong et al., 2017; Barrett et al., 2001).



Figure 2. Molecular clock of the Corynebacterium genus. Nocardia sp. Y48
(NZ_CP018082), Rhodococcus WB9 (NZ_CP041769) e Mycobacterium tuberculosis
H37Rv (NC_000962) were used as outgroups. Ruler values represent time at every

5,000 years in the past.

The majority of corinebacteria that affect animals emerged about 10,000 years
ago during the Neolithic period which according to archaeological studies also
corresponds to the period of the beginning of the domestication of cattle (Bos taurus
and Bos indicus) (Driscoll et al., 2009). However, some species such as C.
pseudotuberculosis have emerged more recently (Fig. 2).

To understand the adaptation to different habitats and hosts in terms of genome
compostition we selected three species for further comparative genomic analysis. C.

pseudotuberculosis is an animal pathogen, C. diphtheriae is a human pathogen



phylogenetically-related to C. pseudotuberculosis (Fig. 1), and C. glutamicum is a non-
pathogenic species. Comparing the genome of these three species allowed us to find
some insights about the genomic evolution of pathogenic corinebacteria.

Pathogenic species have significantly smaller genomes (p<0,01) (Table S1). C.
pseudotuberculosis, C. diphtheriae and C. glutamicum showed an average genome size
of 2.35 Mb, 2.47 Mb and 3.29 Mb, respectively. As expected, the same pattern is
observed for the number of genes (Table S1). It is expected that pathogenic species have
smaller genomes. These species undergo greater evolutionary pressure because smaller
chromossomes replicate faster and therefore evolve faster. However, the reduction of a
genome occurs by a slow and gradual process (Arnold et al., 2007).

These three species share 911 orthologs genes corresponding to 9% of all genes
described in the three species (10,055 genes in total). C. pseudotuberculosis, C.
diphtheriae, and C. glutamicum showed 207, 230 and 868 species-specific genes,
respectively. A maximum-likelihood tree based on the 911 orthologous genes was
calculated (Fig. 3). C. pseudotuerculosis formed two distinct clades according to its
biovar (ovis or equi). In case of C. diphtheriae, although the specie have three distinct
biotypes, the phylogenomic analysis was not able to group these biotypes in distinct
clades. In addition, our data were not sufficient to determine the phylogenomic
relationship among C. glutamicum strains since its clade showed polytomies.
Polytomies are common in evolutionary analysis of bacterial species (Koch et al., 2013;
Tsang et al., 2017). Since bacteria evolve at very fast rates (not only by single
nucleotide polymorphisms, but also by horizontal gene transfer), it is likely that in most
phylogenetic analysis there is not enough data for the polytomy to be resolved in

dichotomy.
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Figure 3. Unrooted phylogenomic tree calculated using the 911 orthologous genes of C.
peudotuberculosis (red clade), C. diphtheriae (green clade) and C. glutamicum (blue
clade). Branch weight is shown between each resolved clade. Numbers next to each
clade indicate the amount of species-specific genes identified by PGAP. A total of 117
genomes were used, 74 of C. pseudotuberculosis, 21 of C. diphtheriae, and 22 of C.

glutamicum. Accession numbers are listed in table S2.

Species-specific genes have a valuable molecular information on how each
species possibly adapts to their ecological niches. Thus, we obtained the protein
sequence of all species-specific genes and analyzed these sequences using Blast2GO
suite from OmicsBox in order to determine the gene ontologies in terms of biological
process, molecular function and cellular component (Fig. S1, S2 and S3). Interestingly,
for all species the main gene ontology terms (GO terms) were oxidation-reduction
process, transmembrane transport, regulation of transcription and translation for the
categories of biological process; ATP binding, DNA binding, ATPase activity and
catalytic activity for molecular function and; integral component of membrane,

membrane, cytoplasm, ribosome and integral component of plasma membrane for



cellular component (Fig. 4). Thus, most of the species-specific genes play their role in
the cell membrane therefore the adaptation to different niches (hosts or environments)

requires a considerable genotypic change in the membrane proteins.
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Figure 4. GO terms at level 5 of cellular component category for the specie-specific
genes of C. pseudotuberculosis 258 (A), C. diphtheriae (B) and C. glutamicum (C). It is

worth noting that for all three species, membrane proteins were the most representative

in the dataset.



These membrane proteins are essential to the microbial physiology and serve as
a target for drugs and may act as ion channels among other cellular function
(Arinaminpathy et al., 2009; Henrich et al., 2015). Modification on the composition of
the membrane proteins in the presence of different carbon sources have been previously
demonstrated for C. glutamicum (HaufRmann et al., 2009). This is a common feature of
free-living bacteria as they must be able to use several nutrient sources to allow them to
grown under the suboptimal conditions of the environment. In the GO enrichment
analysis, membrane proteins were overrepresented in the dataset of genes specific of the
free-living species C. glutamicum (p<0,05) (Fig. 5).

The three bacterial species presented different enriched GO terms (Fig. 5). C.
pseudotuberculosis seems to have acquired many genes involved in catabolic processes
compared to the other two species (Fig. 5). In the dataset of C. diphtheria the enriched

GO terms were nickel cation binding and photosynthesis-like genes.
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Figure 5. GO enrichment analysis. Bar graphs show the GO terms that were
significantly (p <0.05) enriched in the dataset of genes found only in C.

pseudotuberculosis (A), C. diphtheriae (B), and C. glutamicum (C), compared to the set



of genes in their genomes. GO terms are ranked starting from the most significantly

enriched term.
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Supplementary material

Table S1. Genome size, number of genes and genome density for the three species

analyzed by comparative genomics. Data was compared using ANOVA (p<0,05).

Different letter in the same column indicates statistically significant differences.

# Genome
Organism genomes  Genome size # genes density
C. pseudotuberculosis 74 2,35£0,03¢  2163,16+31,35¢c 919,502+3,49 c
C. diphtheriae 20 2,47+0,03b 2388,79+44,89b 964,57+9,41 a
C. glutamicum 22 3,29+0,12a  3101,23+99,73a 943,94+8,90 b
p-value <.0001 <.0001 <.0001
DMS 0,04 39,55 4,67

*tukey distribui¢do normal

Table S2. List of genomes of C. pseudotuberculosis, C. diphtheriae, and C. glutamicum

available in GenBank at March-2019. These genes were downloaded and used to

calculate the unrooted phylogenomic tree of figure 3.

Lineage Corynebacterium

Acession number

Corynebacterium diphtheriae 241 NC 016782.1
Corynebacterium diphtheriae 31 NC 016799.1
Corynebacterium diphtheriae B-D-16-78 NZ CP018331.1
Corynebacterium diphtheriae BH8 NC 016800.1
Corynebacterium diphtheriae BQ11 NZ CP029644.1
Corynebacterium diphtheriae bv mitis str ISS 3319  NZ CP025209.1
Corynebacterium diphtheriae C7 NC 016801.1
Corynebacterium diphtheriae CDCE 8392 NC 016785.1
Corynebacterium diphtheriae CHUV2995 LT990688.1
Corynebacterium diphtheriae FDAARGOS 197 NZ CP020410.2
Corynebacterium diphtheriae HCO01 NC 016786.1
Corynebacterium diphtheriae HCO02 NC 016802.1
Corynebacterium diphtheriae HCO03 NC 016787.1




Corynebacterium diphtheriae HCO04 NC 016788.1
Corynebacterium diphtheriae INC402 NC 016783.1
Corynebacterium diphtheriae NCTC 13129 NC 002935.2
Corynebacterium diphtheriae NCTC11397 NZ LN831026.1
Corynebacterium diphtheriae NCTC3529 NZ LR134538.1
Corynebacterium diphtheriae NCTC7838 NZ LR134537.1
Corynebacterium diphtheriae PW8 NC 016789.1
Corynebacterium diphtheriae VA0l NC 016790.1
Corynebacterium glutamicum AR1 NZ CP007724.1
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 NC 003450.3
Corynebacterium glutamicum ATCC 13869 NZ CP016335.1
Corynebacterium glutamicum ATCC 14067 NZ CP022614.1
Corynebacterium glutamicum ATCC 21831 NZ CP007722.1
Corynebacterium glutamicum B253 NZ CP010451.1
Corynebacterium glutamicum C1l NZ CP017995.1
Corynebacterium glutamicum CP NZ CP012194.1
Corynebacterium glutamicum DN N24 NZ AP017369.1
Corynebacterium glutamicum DN AJ1511 NZ AP017557.1
Corynebacterium glutamicum HA NZ CP025534.1
Corynebacterium glutamicum K051 ATCC 13032 NC 003450.3
Corynebacterium glutamicum MBO001 NC 003450.3
Corynebacterium glutamicum R DN NC 009342.1
Corynebacterium glutamicum SCgG1 NC 021351.1
Corynebacterium glutamicum SCgG2 NC 021352.1
Corynebacterium glutamicum TQ2223 NZ CP020658.1
Corynebacterium glutamicum USDA-ARS- NZ CP013991.1

USMARC-56828

Corynebacterium glutamicum WMO001 NZ CP022394.1
Corynebacterium glutamicum XV NZ CP018175.1
Corynebacterium glutamicum YI NZ CP014984.1
Corynebacterium glutamicum ZL-6 NZ CP004062.1
Corynebacterium pseudotuberculosis 1002 NC 017300.1
Corynebacterium pseudotuberculosis 1002B NZ CP012837.1
Corynebacterium pseudotuberculosis 1-06-A NC 017308.1
Corynebacterium pseudotuberculosis 12C NZ CP011474.1
Corynebacterium pseudotuberculosis 226 NZ CP010889.1
Corynebacterium pseudotuberculosis 258 NC 017945.2
Corynebacterium pseudotuberculosis 262 NZ CP012022.2
Corynebacterium pseudotuberculosis 267 NC 017462.1
Corynebacterium pseudotuberculosis 29156 NZ CP010795.1
Corynebacterium pseudotuberculosis 31 NC 017730.3
Corynebacterium pseudotuberculosis 316 NC 016932.1
Corynebacterium pseudotuberculosis 32 NZ CP015183.1




Corynebacterium pseudotuberculosis 33 NZ CP015184.1
Corynebacterium pseudotuberculosis 34 NZ CP015192.1
Corynebacterium pseudotuberculosis 35 NZ CP015185.1
Corynebacterium pseudotuberculosis 36 NZ CP015186.1
Corynebacterium pseudotuberculosis 38 NZ CP015187.1
Corynebacterium pseudotuberculosis 39 NZ CP015188.1
Corynebacterium pseudotuberculosis 3-99-5 NC 016781.1

Corynebacterium pseudotuberculosis 42-02-A NC 017306.1

Corynebacterium pseudotuberculosis 43 NZ CP015189.1
Corynebacterium pseudotuberculosis 46 NZ CP015190.1
Corynebacterium pseudotuberculosis 48 NZ CP015191.1
Corynebacterium pseudotuberculosis 48252 NZ CP008922.1
Corynebacterium pseudotuberculosis ATCC 19410 NZ CP021251.1
Corynebacterium pseudotuberculosis C231 NC 017301.1

Corynebacterium pseudotuberculosis CaplWw NZ CP034411.1
Corynebacterium pseudotuberculosis CAP3W NZ CP026500.1
Corynebacterium pseudotuberculosis CAPJ4 NZ CP026499.1
Corynebacterium pseudotuberculosis CIP 5297 NC 017307.2

Corynebacterium pseudotuberculosis Cp13 NZ CP014998.1
Corynebacterium pseudotuberculosis Cp162 sequence NC 018019.2

Corynebacterium pseudotuberculosis CS 10 NZ CP008923.1
Corynebacterium pseudotuberculosis E19 NZ CP012136.1
Corynebacterium pseudotuberculosis E55 NZ CP014341.1
Corynebacterium pseudotuberculosis E56 NZ CP013699.1
Corynebacterium pseudotuberculosis FRC41 NC 014329.1

Corynebacterium pseudotuberculosis Ft 2193-67 NZ CP008924.1
Corynebacterium pseudotuberculosis 119 sequence NC 017303.2

Corynebacterium pseudotuberculosis 137 NZ CP017384.1

Corynebacterium pseudotuberculosis

KMO01

NZ CP024995.1

Corynebacterium pseudotuberculosis

MB11

NZ CP013260.1

Corynebacterium pseudotuberculosis

MB14

NZ CP013261.1

Corynebacterium pseudotuberculosis

MB154

NZ CP024442.1

Corynebacterium pseudotuberculosis

MB20

NZ CP016829.1

Corynebacterium pseudotuberculosis

MB278

NZ CP023395.1

Corynebacterium pseudotuberculosis

MB295

NZ CP026501.1

Corynebacterium pseudotuberculosis

MB30

NZ CP013262.2

Corynebacterium pseudotuberculosis

MB302

NZ CP021982.1

Corynebacterium pseudotuberculosis

MBG66

NZ CP013263.1

Corynebacterium pseudotuberculosis

MEX1

NZ CP017711.1

Corynebacterium pseudotuberculosis

MEX25

NZ CP013697.1

Corynebacterium pseudotuberculosis

MEX29

NZ CP016826.1

Corynebacterium pseudotuberculosis

MEX30

NZ CP017291.1

Corynebacterium pseudotuberculosis

MEX31

NZ CP017292.1




Corynebacterium pseudotuberculosis MEX9 NZ CP014543.1
Corynebacterium pseudotuberculosis MIC6 NZ CP019769.1
Corynebacterium pseudotuberculosis N1 NZ CP013146.1
Corynebacterium pseudotuberculosis OoVI03 NZ CP026524.1
Corynebacterium pseudotuberculosis ovi2C NZ CP026374.1
Corynebacterium pseudotuberculosis OVIAF1 NZ CP034410.1
Corynebacterium pseudotuberculosis P54B96 NC 017031.1

Corynebacterium pseudotuberculosis PAOL NZ CP013327.1
Corynebacterium pseudotuberculosis PA02 NZ CP015309.1
Corynebacterium pseudotuberculosis PAO4 NZ CP019587.1
Corynebacterium pseudotuberculosis PAO7 NZ CP024457.1
Corynebacterium pseudotuberculosis PAO08 NZ CP024602.1
Corynebacterium pseudotuberculosis PAT10 NC 017305.1

Corynebacterium pseudotuberculosis phoP NZ CP019768.1
Corynebacterium pseudotuberculosis PO222-4-1 NZ CP013698.1
Corynebacterium pseudotuberculosis PO269-5 NZ CP012695.1
Corynebacterium pseudotuberculosis Sigmak NZ CP020356.1
Corynebacterium pseudotuberculosis T1 NZ CP015100.1
Corynebacterium pseudotuberculosis VD57 NZ CP009927.1
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Figure S1. GO terms of genes found only in the genomes of C. diphtheriae.
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Figure S2. GO terms of genes found only in the genomes of C. glutamicum.
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Figure S3. GO terms of genes found only in the genomes of C. pseudotuberculosis.



5. DISCUSSAO GERAL

C. pseutuberculosis PAQO5 apresentou elementos estruturais similares aos
descrito na literatura (Mufioz-Bucio et al., 2016; Araujo et al., 2017; Marques et al.,
2017; Gao et al.,, 2018) com 237 pseudogenes, 2,183 CDS, presenca de rpoB pld,
conteddo G+C de 52,2%. Apresentou maior proximidade com Corynebacterium
pseudotuberculosis, do ponto de vista estrutural, a cepa PAO6 identificada como do
biovar ovis, descrito na literatura como altamente clonal, mas com variacbes que
permitem distin¢cdo, como identificado por Soares e colaboradores (2013), através de
estudo filogenémico, pan-genémico, de core genoma e singleton observaram relagdes
préximas entre as corinebactérias patogénicas, como comportamento clonal de C.
pseudotuberculosis e com destaque de maior comportamento clonal em C.
pseudotuberculosis biovar ovis.

O género Corynebacterium conta atualmente com 110 espécies validas, sendo
132  espécies contando com  espécies sinbnimas e 11  subespécies
(http://www.bacterio.net/corynebacterium.html). Este género estd distribuido de
maneira onipresente na natureza, sendo seus membros isolados dos mais variados
ambientes (Alibi et al., 2017), com as espécies mais importantes do ponto de vista
clinico: C. diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis, capazes de produzir a
toxina diftérica (TD) e uréase positiva patogénicas em humanos e/ou animais. Ja do
ponto de vista biotecnolégico, a espécie C. glutamicum se destaca dentro do género
(Hoffmann et al., 2018).

Para entendimento destas variacfes do género Corynebacterium, ferramentas
filogenéticas e de evolugdo possibilitam maiores esclarecimentos, como observado em

Liu et al., (2018), que ao estudar Escherichia coli ST131-H22, utilizando rel6gio



molecular, pode observar a aquisicao de ColV plasmids por seis vezes de 1940 aos dias
atuais, o que conferiu ao microrganismo maior resisténcia a humanos e aves.

O conceito de evolugdo molecular é relativamente recente e ganhou mais espaco
com a maior disponibilidade de informacdes de sequéncia de DNA e de proteina e
avancos na utilizacdo da bioinformatica. Modificacbes ocorridas em relacdo a um
ancestral, relacionadas a mudancas evolutivas, levam a modificacbes nos caracteres
herdados em uma populacdo (Madigan et al., 2016), obtendo como resultado final da
evolucdo a formacdo de novas espécies, resultando em maior diversidade como
observado em Corynebacterium spp.

A partir de andlise filogenética, observamos que C. pseudotuberculosis
apresentou maior proximidade com C. diphtheriae, patogénica e com C. glutamicum,
ndo patogénica. As corinebactérias sdo quimiorganotroficas, associados a diversos
ambientes como solo (Mimitsuka et al. 2007), 4gua (Wei et al. 2018), organismos
animais (Lima et al. 2017) e humano (Hoskisson 2018). C. pseudotuberculosis foi
isolada pela primeira vez em uma vaca com quadro de linfangite, na Franca, por
Edmond Isidore Ettiene Nocard (1888). C. diphtheriae, foi descrita por Lehman e
Neumann em 1896 (Collins and Cummins, 1986) e C. glutamicum identificada
inicialmente em 1950 em solo japonés na busca por um produtor natural de glutamato
por pesquisadores da empresa Kyowa Hakko. Como esperando para uma espécie nao
patogénica de vida livre (HauBmann et. al., 2009), a C. glutamicum apresentou maior
genoma e maior quantidade de genes. Entretanto foi observada maior densidade génica
em C. diphtheriae.

Os valores de Bootstrap variaram na arvore, 0s nos considerados mais antigos
possuem um grau de apoio maior e esperado devido a grande complexidade do género,

enguanto nos mais recentes possuem um grau menor devido o numero nao tdo grande



de exemplares da mesma espécie. A Arvore demonstrou a distancia filogenética entre
diferentes espécies do género Corynebacterium, ficando clara a distancia da
Coynebacterium mycetoides para todo o género.

As espécies C. diphtheria, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis possivelmente
possuem um ancestral comum, que possui distancia relativa do resto do género, e foram
agrupadas proximas a C. kutscheri o que pode possuir correlagdo com o fato das quatro
espécies estarem relacionadas a infeccdes em mamiferos (Hall I.C. e Fisher, 1915;
Gubler et al., 1990; Hiromi et al., 2002; Dias et al., 2011) resultados que vao de acordo
com os resultados propostos por Pascual et al., (1995) e reforcam a relagédo entre C.
ulcerans e C. pseudotuberculosis, proposta por Groman, Schiller, e Russell (1984) .
Esta relacdo ndo pode ser tdo bem resolvida na arvore devido a limitaches
computacionais, seria possivel avaliar essa distingdo se mais linhagens fossem
adicionadas no pool amostral.

Também foi observada uma relagédo entre espécies ndo patogénicas e de interesse
biotecnoldgico, como C. Efficiens e C. Glutamicum, apesar de ndo possuirem um né
direto os separando, foram agrupadas em um Unico ramo, junto com C. callunae, e C.
deserti que ja haviam sido descritas como semelhantes por Zimmerman et al., (2016) as
guais também néo sdo patogénicas.

Destoando do resultado de Pascual et al. (1995), a C. vitarurmen foi agrupada
em um ramo distante de C. pseudotuberculosis, e ndo foi agrupada com outras espécies,
o valor de bootstrap suporta fortemente esse distanciamento (94,51%) entre a espécie e
outros agrupamentos.

Existe uma politomia entre dois agrupamentos, atraves da metodologia proposta,
ndo foi possivel resolvé-lo com a capacidade computacional disponivel. Pois seria

necessario adicionar mais grupos de referéncia, como foi realizado no trabalho de



PASCUAL et al. (1995). Utilizamos o outgroup com apenas trés espécies de outros
géneros, e seria adequado aumentar este numero, pois estes dados auxiliam na melhor
resolucdo da arvore.

Os estudos relacionados a filogenia do género Corynebacterium comecaram a
ser feitos a 24 anos atras por Pascual (1995), onde foi utilizado uma quantidade limitada
de linhagens existentes no momento e a arvore filogenética foi feita utilizando-se as
sequéncias 16S rRNA. Posteriormente a este estudo, analises mais recentes para o
género, foram feitos por Nouioui | (2018), utilizando apenas 0 gene 16s e o contetdo
G+C. Contudo, a quantidade de marcadores utilizados interfere diretamente nas anélises
filogenéticas (Wu D et al., 2013). Diversos outros trabalhos foram propostos para se
utilizar mais marcadores filogenéticos para a obtencdo de uma arvore bem resolvida.
Em Corynebacterium ja foram utilizados também os genes 16s, rpoS, rpoB, RpoC e
gyrA (Khamis et al., 2004 e 2005; Gao e Gupta, 2012).

A utilizacdo de relégio molecular com intuito de estabelecer uma possivel arvore
filogenética para o género Corynebacterium se torna inovador e necessario para melhor
entendimento do periodo temporal de surgimento da patogenicidade, através da
inferéncia bayesiana com aproximacao, a posteriori utilizando Markov chain Monte
Carlo (MCMC), que se mostrou mais adequado para calcular a probabilidade das
arvores (Metropolis et al., 1953; Hastings, 1970)

N&do existem estudos com a tentativa para predizer o relégio molecular da
espécie Corynebacterium, desta forma, para obter o rel6gio molecular com uma
resolucdo confidvel utilizamos seis genes (16s, dnaA, dnaK, rpoB, recA e gyrA), além
de adaptar estudos feitos para a Mycobacterium, que pertencente a0 mesmo grupo que a
Corynebacterium, o grupo CMNR, que também engloba os géneros Nocardia e

Rhodococcus. A Mycobacterium entre este grupo é aquela que mais possui trabalhos



envolvendo a tentativa de tracar os tempos de divergéncia do género, por isto, neste
trabalho adaptamos a metodologia utilizada neste organismo (Fabrizio et al 2019;
Menardo et al., 2019).

Os resultados do relégio molecular para Corynebacterium apresentam dados de
divergéncia a cada cinco mil anos no passado. Os dados ja presentes na literatura para o
tempo de divergéncia de Mycobacterium corroboram com os obtidos neste trabalho.
Observamos neste relogio molecular, o tempo onde a linhagem de Mycobacterium
surgiu e sua possivel divergéncia para outras linhagens. Estudos apontam que este
tempo de divergéncia a outros géneros ocorreu ha aproximadamente 40 mil anos atras
(Brites eGagneux, 2015). Portanto, 0 que ocorreu possivelmente também com a
Nocardia e Rhodococcus, que observamos estarem surgindo e se divergindo da
Mycobacterium nesse mesmo periodo.

Observamos que o ramo correspondente ao ancestral comum da M. tuberculosis
surgiu ha 75 mil anos atras. Corroborando com dados que mostram que 0s ancestrais do
grupo CMNR emergiram aproximadamente 70 mil anos atras (Gagneux & Small, 2007;
Comas et al., 2013). A origem evolutiva das Actinobacterias é antiga, que remonta a
aproximadamente 2,7 milhGes de anos atras, antes da oxigenacdo da atmosfera (~ 2,3
milhGes de anos atras). O sequenciamento do gene 16S rRNA, a filogenética e a
filogendmica derivam de um ancestral em comum compartilhado para Actinobacteria,
Cyanobacteria e Deinococcus que remete a mais de 2 milhGes de anos atras (Battistuzzi
FU, 2004).

Para Corynebacterium levantamos a hipotese de que as primeiras espéecies do
género ndo eram patdgenas, e sim microrganismos de vida livre, pois a espécie C.

doosanense é relatada como uma bactéria de vida livre (Lee H. J., et al 2009) e foi a



especie mais basal dentro da nossa andlise (aproximadamente 60 mil anos atras),
levando a esta espécie ser a mais proxima do ancestral comum de todo o género.

A C. humireducens apresentou surgimento ha aproximadamente 45 mil anos, e
ndo é uma bactéria patogénica (Wu et al., 2011). Reiterando a possibilidade dos
primeiros ancestrais da Corynebacterium tenham sido organismos de vida livre.

As primeiras espécies patogénicas de Corynebacterium estdo associadas a
infeccdo primeiramente aos seres humano, onde observamos a C. kroppenstedtii e a C.
matruchotii sendo as espécies mais basais apds 0s organismos de vida livre (Wong SCY
et al 2017, Barrett SL et al 2001).

Estudos arqueoldgicos identificaram um fécil humano, de aproximadamente 24
000 anos de idade, uma porcao substancial de microrganismos associados ao corpo
humano,  pertencendo  predominantemente a0  Clostridia  (Eubacterium,
Pseudoramibacter), Actinobacteria (Propionibacterium, Corynebacterium,
Actinomyces) e Bacteroidia (Tannerella) (Ventura et al, 2007). Baseando em estudos
arqueoldgicos, o fato do surgimento das linhagens de Corynebacterium patogénicas ao
humano podem estar relacionados aos primeiros eventos de migracdo humana
conhecida (Broschet al., 2002) que co-migraram dos humanos modernos e quando
houve, se espalhou pela Africa e Eurésia (Gagneux & Small, 2007).

As espécies de C. pseudotuberculosis e a C. ulcerans, ambas patogénicas a
humanos e animais, tiveram seu surgimento recentemente, entre os Gltimos mil anos.

Grande parte das linhagens de Corynebacterium que afetam animais surgiram
aproximadamente a 10 mil anos atrés, no periodo neolitico, que segundo estudos
arqueoldgicos também corresponde a data do inicio da domesticacdo do gado (Bos

taurus e Bos indicus) (Driscoll CA et al 2009).



Apos a obtencdo das sequéncias dos genomas das 117 Corynebacterium spp.,
pertencentes as trés especies selecionadas, observamos tamanhos de genoma de
Corynebcterium com um alcance ligeiramente amplo, tendo genomas em tamanho
médio de 2,55 Mb, com o menor sendo observado em C. pseudotuberculosis com
2,35 Mb (p <0,01), seqguido de C. diphtheriae 2,47 (p <0,01) e o maior sendo de C.
glutamicum com 3,29 Mb (p <0,01). O mesmo observado para 0 numero de genes de
2163,16, 2388,79 e 3101,23, para C. pseudotuberculosis, C. diphtheriae e C.
glutamicum, respectivamente. Como esperando para uma especie nao patogénica de
vida livre, a C. glutamicum apresentou maior genoma e maior quantidade de genes.
Entretanto foi observada maior densidade génica em C. diphtheriae.

Do conjunto de genes do pangenoma, mostrou-se interessante caracterizar os
genes espécie-especificos de C. pseudotuberculosis, C. diphtheriae e C. glutamicum, e
através do Blast2GO obteve-se a funcionalidade destes genes. ldentifica a ontologias
génicas relacionadas ao “processo bioldgico”, relacionada a atividade biologica com o
qual o gene contribui; “fungdo molecular”, associada & atividade bioquimica do gene; e
o “componente celular”, que trata do compartimento celular onde o produto génico
desempenha sua funcdo (Conesa et al., 2005).

Destaca-se também, no processo bioldgico, o reparo de DNA nos grupos de gene
espécie especificos de todas as espécies. Este € responsavel por manter a integridade do
DNA quando exposto a varias condi¢cBes de estresse, explicando a necessidade deste
para estas espécies (Gorna et al., 2010). Dentre as funcdes metabdlicas, destaca-se as
atividades de endonuclease, bactérias patogénicas quando em acéo infecciosa, atua sob
estresse oxidativo, resultando na producdo de lesdes de DNA. A maioria dessas lesdes €

reparada pela via de reparo por excisdo de base. As endonucleases desempenham um


http://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/genome-size

papel importante no reparo do DNA danificado, compreendendo os locais abasicos
(Puri et al., 2013).

Puri e colaboradores (2013) caracterizaram pela primeira vez duas
endonucleases AP, a Endonuclease IV (End) e Exonuclease Il (XthA), que
desempenham funcdes distintas na M. tuberculosis, com a atividade de endonuclease
AP de End e XthA estimulada por Mg 2+ e Ca 2+, sendo a endonuclease End mais
eficiente do que XthA, desempenhando um papel crucial na defesa contra o estresse
oxidativo.

Foi possivel observar que grande parte dos genes desempenham sua funcéo na
membrana celular e componente integral da membrana, implicando que a sobrevivéncia
destas espécies em um ambiente totalmente diferente, potencialmente propensas
ao estresse tanto ambiental como de adaptacdo ao hospedeiro (Haufmann et. al., 2009),
requerem alteracGes nas proteinas de membrana, sendo este um dos principais pontos de
diferenciacéo destas espécies, patogénicas e nao patogénicas.

Além disso, os genes espécie especifico de C. pseudotuberculosis estdo
relacionados a varias categorias de processos bioldgicos, 0 que sugere esses genes como
essenciais e alvos candidatos para tratamento, fator favoravel ao desenvolvimento de
novas drogas contra este microrganismo patogénico (Folador et al. 2016).

Dentre as fun¢des moleculares destacam-se as atividades de hidolase, ligagéo de
ATP, atividade de trasferase, ligacdo de DNA, atividade de oxi-reducéo.

Jé& para C. glutamicum, os resultados dos processos bioldgicos a nivel 5 segue a
ordem apresentada em C. pseudotuberculosis, com destaque para processo de oxi-
reducdo, seguido por transporte de transmembrana e de regulagdo e transcricdo do
DNA, e também apresenta boa parte dos genes envolvido em processos metabolicos.

Dentre as fun¢Ges moleculares destacam-se as ligacGes de ATP, de DNA e de



ion metal, atividades de hidolase, atividade de transferase, atividade de fator de
transcricdo de ligacdo de DNA, atividade de oxi-reducdo (Figura 4B). Sendo que mais
de 95% (320 genes) do componente celular € composto de componentes integrais da
membrana, seguido de membrana de plasma (Figura 4C).

Destacam-se também, no processo bioldgico, o reparo de DNA nos grupos de
gene espécie especificos de C. pseudotuberculosis e C. glutamicum. Este é responsavel
por manter a integridade do DNA quando exposto a varias condi¢Ges de estresse,
explicando a necessidade deste para estas espécies. Dentre as fungdes metabdlicas as
atividades de endonuclease, atuante no reparo de excisdo de base, podem prevenir a
perda da funcionalidade do DNA por ocorréncias de lesdo mutagénica ou por radiagoes.

Foi possivel observar que grande parte dos genes, nas duas espécies,
desempenha sua funcdo na membrana celular, componente integral da membrana, o que
implica que a sobrevivéncia destas espécies em um ambiente totalmente diferente,
potencialmente propensas ao estresse tanto ambiental como de adaptacdo ao hospedeiro,
requer alteracdes nas proteinas de membrana, tornado este um dos principais pontos de

diferenciacdo destas espécies, patogénicas e ndo patogénicas.



6. CONCLUSAO GERAL

Foi possivel isolar, identificar, montar e anotar cepa obtidas via material caseoso
de ovino no estado do Par4, disponibilizando a comunidade cientifica mais um
dado gendmico da espécie C. pseudotuberculosis.

Através da investigacdo da inferéncia bayesiana de filogenia e utilizacdo do reldgio
molecular para estimar o periodo temporal de surgimento da patogenicidade, pode-
se induzir que o as primeiras cepas do género Corynebacterium eram de vida livre,
que a patogenicidade surgiu a aproximadamente 10 mil anos atras, mesmo periodo
de domesticacdo de animais de interesse zootécnico. E para surgimento de C.

pseudotuberculosis como patdgeno, a estimativa é de cinco mil anos.

Na andlise estatistica dos elementos estruturais, tamanho do genoma, nimero de
genes e densidade génica de Corynebacterium  pseudotuberculosis,
Corynebacterium diphtheriae e Corynebacterium glutamicum, observou-se
diferenca estatistica significativa entre as espécies, sendo C. pseudotuberculosis
com menores tamanhos de genoma e quantidade de genes, e C. glutamicum, com
maiores. Confirmando que organismos patogénicos utilizam mecanismo de reducéo
de genoma para otimizacdo da infeccdo e por apresentar menor necessidade de
adaptacdo a ambientes adversos.

Na identificacdo de ontologias génicas e o enriquecimento, as bactérias
patogénicas mudaram principalmente genes relacionados a metabolismo celular,
enquanto a ndo patogénica apresentou maior relevancia em funcdes de
membrana celular, processos essenciais para manutencdo e sobrevivéncia da

célula.
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Abstract

This chapter will address the matn omics approaches used in stadl iving the genus

Corynebacterium, Gram-positive microorganisms that can be ksolated from many diverse
environments. Currently, the genus Carymebacterium has move than l;nlu#dy diversified

species, many of which present medical, y and blotechnalogical importance,
such as C. diphtheriae, C. prendotuberculosis, C. ul and C gl : Due to the
mdnppbaﬂmmt-&ﬁeﬂswnlmumbdobpummedmbem:dm
Mﬁpecusbehmwﬂumwdta transcrip and pi
era has buted to the deved OF of maore ady d and compl

appcntdwsﬁmaublﬂhc of g d data, and quently the adv on
the structural, ﬁmaulmddywhwwkdydbﬂognlm

Keywords: Corymebacterium, gy ic era, ge P P

1. Introduction

The gerus Corymebacterizon was propozed by Leh and Neumann in 1896, to describe a
=irain bacillus Corynehacterium diphtheriae. Hotwerer, antecedent to itz final taxonomic
da.n.ﬁ.camedtphﬂw&hzd Iready been d ibed az ¥ ies such as
Mzrospormtbphﬂlam Baalius diphtheriae, and Paciia weﬁr' Afterits da.:lﬁcahaﬂ. the
ies was again described as the Mycobact bnubyhﬁzmbvi(n:ﬂmkovm

19-!1[1] Aftzxuwd.&\egalscmeb date other bacterial zp that
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PERFIL FENOTIPICO E GENOTIPICO DE UMA
CEPA DE Escherichia coli MULTIRRESISTENTE A
ANTIBIOTICOS, ISOLADA DO LAGO AGUA PRETA,
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RESUMO: O présente frabalha leve como
objetiva  caraclerizar o pesdfil lenalipice e
penalipics de uma cepa de bactéria resstarme
& arlibioSeas de Glimo reourss, Bolada da lago
Agua Prela, manancal de abaspeciments de
Batléern, Pard Coma métodas de caratierizacso
fenalipica foram ulilizadas a colaracsa de Gram,
micrascopia dirgla & feste de sensibiidade
vito. E para fing de caracierizacha penatipica
foi realizads & extraclo da DMA gendmica,
diferenciagio da espécie por meio de PCR
Cuadruphex & PCR para ideniificagio de geres
de ressbincia. A cepa C404 fai idenlificada como
Escharichia coli perlencents aa flogrupa D. A
bacténa foi resisterte a 87 5% dos anlibadticos
clinicaments dispaniveis para o iratamento de
irfecphes bacleranas & sutoepliveis 4 apenas
12.5% dos mesmos (Imipenem & Canamicna).
Foi identilicada a presenca do gene BaCTX
& d0% sementas moveis il & 2, sando
Esles cOMpanenies qenstions, mansadamerts
associados a expressio de perfis de resisiéncia
& anlibioicas.

PALAVRAS-CHAVE: Genélica molecular,
Micrabiologia & FAessténc
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