UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS |
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA GERAL P
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIOINFORMATICA /

BIOINFORMATICA
-’  UFMG

Dissertacao

SELECAO DIVERSIFICADORA EM Corynebacterium

pseudotuberculosis

DISCENTE: Alessandra Lima da Silva
ORIENTADOR: Prof. Dr. Vasco Ariston de Carvalho Azevedo
CO-ORIENTADOR: Dr. Marcus Vinicius Canario Viana

BELO HORIZONTE
Julho — 2018



Alessandra Lima da Silva

SELECAO DIVERSIFICADORA EM Corynebacterium

Pseudotuberculosis

Dissertagdo apresentada ao
Programa Interunidades de Pds-
Graduacdo em Bioinformatica,
do Instituto de  Ciéncias
Biolégicas da  Universidade
Federal de Minas Gerais, como
parte dos requisitos para
obtencao do titulo de Mestra em
Bioinformatica.

ORIENTADOR: Prof. Dr. Vasco Ariston de Carvalho Azevedo
CO-ORIENTADOR: Dr. Marcus Vinicius Canario Viana

BELO HORIZONTE

Julho — 2018



Universidade Federal de Minas Gerais
Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Programa Interunidades de Pés-Graduagdo em Bioinformdtica da UFMG

ATA DA DEFESA DE DISSERT. AC/f 0 ﬁﬁgﬁ
2°/2016
Alessandra Lima da Silva e

051.816.555-80

As quatorze horas do dia 30 de julho de 2018, reuniu-se, no Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG, a Comisséo Examinadora de Dissertacdo, indicada pelo Colegiado
do Programa, para julgar, em exame final, o trabalho intitulado: "Selec¢do Diversificadora
em Corynebacterium Pseudotuberculosis”, requisito para obtencéo do grau de Mestre
em Bioinformatica. Abrindo a sess&o, o Presidente da Comissao, Dr. Vasco Ariston de
Carvalho Azevedo, ap6s dar a conhecer aos presentes o teor das Normas
Regulamentares do Trabalho Final, passou a palavra a candidata, para apresentagdo de
seu trabalho. Seguiu-se a arguicdo pelos Examinadores, com a respectiva defesa da
candidata. Logo ap6s, a Comissdo se reuniu, sem a presenga da candidata e do publico,
para julgamento e expedi¢éo de resultado final. Foram atribuidas as seguintes indicacdes:

Prof./Pesq. Instituicio CPF Indicacéo
Y Vacen Arctanrds Carallva A - A o s, ;
Dr. Vasco Ariston de Carvalho Azev edo UFMG tmé l&P( Z(Qg‘é?? /A\‘Q/ZOMM
Dr. Marcus Vinicius Candrio Viana UFMG : . :
07473U4X 6605 Aptciap 4
* 7 72 v 7 1, V4
Dr. Aristoteles Goes Neto UFMG 5(/ l 97 %?L ) M (“)V% 00
Dra. Anne Cybelle Pinto Gomide UFMG

CO\ 25236%0| ApROVADY

Dr. Rodrigo Bentes Kato UFMG

W B4/ 9N 09| 4CTIMDA

Pelas indicagdes, a candidata foi considerada: {\P novam A

O resultado finai foi comunicado publicamente a candidata peio Presidente da Comisséo.
Nada mais havendo a tratar, o Presidente encerrou a reunido e lavrou a presente ATA,
que sera assinada por todos os membros participantes da Comisséo Examlnadora

Belo Horizonte, 30 de julho de 2018.

Dr. Vasco Ariston de Carvalho Azevedo - Orientador

Dr. Marcus Vinicius Canario Viana - Coorientador
Dr. Aristoteles Gées Neto 1/4/(;’ b Céj Uf@ /OD&
Dra. Anne Cybelle Pinto Gomide _Anwwe Qu,um Lo Q@m/\(‘lx

Dr. Rodrigo Bentes Kato /zeoévwo 8&/\4}») Z’\OLsr




Dedico esta, bem como todas as minhas demais conquistas, aos meus amados pais
Givaldete e José Cicero, pelo incentivo, pela forca e principalmente pelo carinho.
Valeu a pena toda distancia, todo sofrimento e todas as renuncias. Também ao meu
fiel companheiro de longa data Lucas Emmanuel, o meu Bem, sempre servindo

como um alicerce e nao me deixando desistir em dias ruins.



AGRADECIMENTOS

Primeiro de tudo, gostaria de agradecer a Deus por me guiar, iluminar e me dar
tranquilidade para seguir em frente com os meus objetivos e ndo desanimar com as

dificuldades.

Na realizacdo da presente dissertagdo, contei com o apoio direto ou indireto de
multiplas pessoas as quais estou profundamente grata. Gostaria de agradecer aos meus pais
Alexandre e Gil, meus irm&os Daniel e Isaque, meu Bem companheiro de longa data, que
sempre me motivaram, entenderam as minhas faltas, momentos de afastamento e recluséao,
sempre estando presentes no meu dia a dia, me dando todo o amparo necessario para

continuar e seguir com meus objetivos.

Ao orientador desta dissertagdo, o Prof. Dr. Vasco Azevedo, pela orientagcédo
prestada, pelo seu incentivo, disponibilidade e apoio que sempre demonstrou. Aqui, Ihe

exprimo a minha gratidao.

Ao co-orientador, Dr. Marcus Vinicius Canario Viana, pela sua disponibilidade me
ensinando cada passo realizado nesta dissertagdo, pelo seu incentivo e suporte na

elaboracao deste trabalho.

Nao poderia deixar de agradecer a minha familia LGCM, pela for¢a e pelo carinho
que sempre me prestaram ao longo de todo o meu mestrado, bem como, a elaboragéo da

presente dissertacao fazendo sempre boas sugestdes para o enriquecimento do trabalho.

A todos os amigos e colegas pela paciéncia, atengédo e forga que prestaram em
momentos mais dificeis. Para ndo correr o risco de ndo citar algum, ndo vou identificar
ninguém, pois aqueles a quem este agradecimento se dirige sabé-lo-do desde ja os meus

agradecimentos.

Enfim, quero demonstrar toda a minha gratidao, a todos aqueles que, de um modo

ou de outro, tornaram possivel a realizagdo da presente dissertagao.

May the force be with you!



Sumario

K] =4 = TS i
RESUIMO . .ttt et ettt e s e e e s a et e s e b et e s e b et e s s ba e e e e e nnrre e e e anrreee s snres 1
Y o1 1 T PSPPSR RRRPRPR 2
IR T ==Y 0 - [0 Lo TSP P U RPRPP 3
1.1 Pesquisa gendmica de Corynebacterium pseudotuberculosis ...........c.ccoueeeiueecieeeciveesieeeieeeennen, 4
(0 6e1 =] o ToT - o Lo <13 PO PRSPPSO POPPOPRRRPRRPPTION 4
(RS N UL (VT o - o [T o = Lor- o J U SS 4

1 oA oY [0 Tor= Yo TN €= - | TS 3
1.1 Biologia de Corynebacterium pseudotubercUlosis ............ccuueeeiciueeeeeiiieeeecciie e e e e eeiee e e e saneee s 7
|0 0 A = (o a T 1 o1 = T PP P PP PPPPPPPUTROt 7
100 02 [ ol o] o 1o Lo == TSRS 7
11.1.3 BioVar OViS € EQUieeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeee ettt e ettt e e e e e s s st be et e e e e e e e s s s s anbaaeeeeeesessnnnnnnnns 7
[1.1.4 FQtOres de VIFUIENCIA ..covieuiiiiieiieie ettt ettt st st et ae b sbe e st sateebeebeens 8
I1.1.5 Impacto econdmico e dificuldades N0 CONtrole........coeccuvieeieeeciieeee e 8

11.2 GENOMICA COMPATALIVA . .uvieeeiiiiiee e et e e ettt e e stree e e s rre e e e et reeessabaeeeeesteeeeenassaeessansaeeeeensteeessansreeenn 9
11.2.1. Variacdo € adaptacao dO SENOMA ....cccccuiieeeeiiieeecceeeeeeetreeeeerreeeessareeeeeatraeesssaaeeesnnsseaeennns 9
| oY g Y- Y o Yo o ot SR 9
|7 3 o1 oY =<1 o 1o o 4| ot 1RSSR 10
11.2.4 Analise de SElECA0 POSITIVA.....uuuiiiiiiiieeeeciieee et et eerre e e srre e e e e ete e e e e bre e e e s sraeeeenasraeeeans 11
I1.2.5 Genbmica estrutural e funcional de Corynebacterium pseudotuberculosis ........................ 12

1T @ o T =Y Yo TSR 14
1118 RO o=y Yo X == | ST T P PPPP 15
1B @] o =Y 1Y T =Ty o =Tl 1 el LTSRS 15
LY Y = o T PRSP 15
AV I @o T [0 [ Y- Lol oI = Y o 1= Lot V- OO P R PPPPPPPPRRE 38
VL REFEIENCIAS .ttt ettt ettt h e sh et e at e et e et e e be e s bt e saeesab e et e eabeebeabeesbeesaeesabesasean 40
BT IRY 4T =D (o TP PP PPTOPPPPRE 51

Congressos, cursos nacionais e internacionais, apresentacdo de POSters......cccecvvveeeeecrveeeerieveeeennne 51



AA
AQUACEN
ATP
BRIG
BLASTp
CAPES
CDS
CLA
CNPq
Cp

DNA
FAPEMIG
G+C
LGCM
LBMCF
NCBI
osD
PAI
PATRIC
RNA
rRNA
tRNA
UFMG
UniProt

Siglas

Aminoacido

Laboratério Oficial Central do Ministério da Pesca e Aquicultura
Adenosine Triphosphate

Blast Ring Image Generator

Basic Local Alignment Search Tool — proteina

Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
Sequéncia codificante

Linfadenite Caseosa

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
Corynebacterium pseudotuberculosis

Acido desoxirribonucleico

Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais
Guanina + Citosina

Laboratério de Genética Celular e Molecular

Laboratdrio de Biologia Molecular e Computacional de Fungos
National Center of Biotechnology Information

Oedematous skin disease

Ilha de Patogenicidade

Pathosystems Resource Integration Center

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico ribossomal

Acido ribonucleico transportador

Universidade Federal de Minas Gerais

Universal Protein Resource



Resumo

Corynebacterium pseudotuberculosis € uma bactéria Gram-positiva e intracelular facultativa
de importancia médica e veterinaria, e distribuigdo global. A espécie infecta uma variedade de
mamiferos, como ovelhas, cabras, cavalos, bufalos e humanos, e causa perdas econdmicas
na produgdo animal. O biovar Equi é nitrato positivo e tem o cavalo e o bufalo como
hospedeiros exclusivos. O biovar Ovis é nitrato negativo e tem preferéncia por ovinos e
caprinos. Os tratamentos com antibiodticos vém perdendo eficacia, devido a protecéo
proporcionada pelos abscessos, e as vacinas atuais apresentam eficiéncia de protecao
diferente em diferentes hospedeiros. A analise de seleg¢ao positiva (diversificadora) é util para
identificar mutagdes adaptativas neste patdégeno e revelar mecanismos de adaptagéo ao
hospedeiro e provaveis alvos para métodos de controle. Uma analise de selegéo positiva em
escala gendmica foi realizada em C. pseudotuberculosis usando 29 linhagens de diferentes
hospedeiros, biovares e paises. A analise filogenémica sugeriu que Ovis divergiu a partir do
biovar Equi, provavelmente depois da especializagdo para um subconjunto de hospedeiros. A
selegao positiva foi detectada em 11 genes, a maior parte envolvida em processos de
colonizagao de hospedeiro. Os resultados fornecem informagdes sobre as mutagoes

adaptativas relacionadas ao estilo de vida da espécie e sugerem um provavel alvo de droga.



Abstract

Corynebacterium pseudotuberculosis is a Gram-positive, facultative intracellular bacterium
with veterinary and medical importance and a global distribution. It infects a variety of
mammals, such as sheep, goats, horses, buffalo and humans, and causes economic losses
in animal production. Biovar Equi is nitrate positive and has horse and buffalo as exclusive
hosts. Biovar Ovis is nitrate negative and has preference for sheep and goats. Antibiotic
treatments have reduced efficiency due to the protection provided by the abscesses and
current vaccines have different protection efficiency in different hosts. The analysis of positive
(diversifying) selection is useful to identify adaptive mutations in this pathogen and to reveal
mechanisms of host adaptation and probable targets for control methods. A genome-scale
positive selection analysis was performed in C. pseudotuberculosis using 29 strains from
different hosts, biovars and countries. The phylogenomic analysis suggested that Ovis
diverged recently from Equi biovar, probably after specialization for a new host range. Positive
selection was detected in 11 genes, most involved in host colonization processes. The results
provide information about the adaptive mutations related to the species lyfestile and suggest

a probable drug target.
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1.1 Pesquisa genomica de Corynebacterium pseudotuberculosis

Por meio da gendémica estrutural e funcional, o Laboratério de Genética Celular e
Molecular — LGCM e colaboradores vém estudando o mecanismo patogénico, diagndstico e
vacinas de Corynebacterium pseudotuberculosis, sendo a linhagem 1002 biovar Ovis o
primeiro genoma completo sequenciado pelo nosso grupo, isolado de caprino, submetido em
2009. Na medida em que o grupo tem feito analises comparativas, tem-se identificado fatores
de viruléncia, ilhas de patogenicidade, predigdes de marcadores de vacina (BARAUNA et al.,
2017; RUIZ et al., 2011; SOARES et al., 2013a, 2013b) e genes envolvidos na resposta ao
estresse (PINTO et al., 2014). Logo, a medida que mais genomas sio sequenciados, mais
podemos compreender sobre o comportamento genémico da espécie. Até junho de 2018, 79
genomas desta espécie estao disponiveis no GenBank, sendo 73 depositados pelo grupo de

pesquisa e colaboradores.

1.2 Colaboradores
Este trabalho foi realizado no Laboratério de Genética Celular e Molecular (LGCM), na
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), com colaboragdo entre os seguintes

pesquisadores em ordem alfabética:

Dr. Alice Rebecca Wattam, Pesquisadora do Instituto de Biocomplexidade - Virginia Tech,
USA;

Dr. Henrique Figueiredo, Pesquisador e Professor AQUACEN - UFMG, Brazil;

Dr. Vasco Azevedo, Pesquisador e Professor do LGCM - UFMG, Brazil.

O trabalho foi apoiado pela Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas
Gerais (FAPEMIG), Coordenacgéo de Aperfeicoamento Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq).

1.3 Estrutura da dissertagao

Este manuscrito é dividido em introdu¢éo geral, um artigo de pesquisa, consideragdes

finais e perspectivas.

a. A primeira parte aborda uma introducdo geral, onde sdo mencionadas as
caracteristicas de C. pseudotuberculosis, tais como: taxonomia, microbiologia,

impacto econdmico e recentes estudos genémicos da espécie;



b. A segunda parte apresenta um artigo sobre a analise de genes sob selegéo positiva
em 29 genomas de C. pseudotuberculosis;

c. Por conseguinte, a terceira parte apresenta as conclusdes e perspectivas deste
trabalho;

d. A secdao de anexo contém trabalhos desenvolvidos durante o mestrado, como
certificado de cursos, eventos, apresentacdo de péster, organizagdo de cursos de

verao e eventos internacionais.



Il. Introducao Geral



1.1 Biologia de Corynebacterium pseudotuberculosis
1.1.1 Taxonomia

A espécie pertence ao género Corynebacterium, um conjunto supragénico de
Actinomicetos, que juntamente com Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus, formam o
grupo CMNR. Este grupo contém espécies de importdncia meédica, veterinaria e
biotecnoldgica, tendo em comum caracteristicas que incluem: alto conteudo G+C e uma
parede celular composta principalmente de peptidoglicanos, arabinogalactanos e acidos
micdlicos (DORELLA et al., 2006). O género Corynebacterium & composto por espécies
patogénicas, oportunistas e nao-patogénicas, como C. diphtheria, C. jeikeium e C.
glutamicum, respectivamente (CERDENO-TARRAGA et al., 2003; IKEDA; NAKAGAWA,
2003; SING et al., 2015; TAUCH et al., 2005). Andlises filogenbmicas mostraram que C.
pseudotuberculosis comparado a C. ulcerans e C. diphtheriae formam um cluster, sendo C.
diphtheriae o grupo mais externo (KHAMIS; RAOULT; LA SCOLA, 2005; SOARES et al.,
2013b; TAKAHASHI et al., 1997).

1.1.2 Microbiologia

A espécie Corynebacterium pseudotuberculosis € uma bactéria Gram-positiva e um
patégeno intracelular facultativo, que apresenta pleomorfismo celular, na forma de cocos ou
bacilos, com tamanho de 0.5-0.6 x 1.0-3.0 ym. N&o produz esporulagéo, nao é capsulado,
ndo apresenta motilidade e contém fimbrias. No meio de cultura agar sangue apresentam-se
colénias opacas e convexas, na cor branca-amarelada em uma superficie fosca. E positiva
para glicose, frutose, galactose, manose e maltose. As paredes celulares contém arabinose,
galactose, glicose, manose, acido meso-diaminopimélico e acidos micdlicos (BERNARD;
FUNKE, 2015).

1.1.3 Biovar Ovis e Equi

Atualmente considera-se que a espécie C. pseudotuberculosis se subdivide em dois
biovares: Ovis e Equi, sendo nitrato negativo e nitrato positivo, respectivamente (GUEDES et
al., 2015; SOARES et al., 2013a). Biovar Ovis causa linfadenite caseosa (CLA) em caprinos
e ovinos (BAIRD; FONTAINE, 2007), mastite e lesdes granulomatosas ulcerativas em bovinos
(YERUHAM et al., 2004) e linfadenite em camelos (HAWARI, 2008b). Em humanos causa
linfadenite e pneumonia e a infecgéo esta associada a exposigao ocupacional ou consumo de
produtos contaminados (HEGGELUND et al., 2015; PEEL et al., 1997). Biovar Equi causa
lesdo granulomatosa ulcerativa em gado (YERUHAM et al., 1996, 2004). Em cavalos, causa
linfangite ulcerativa nos membros, abscessos externos no peito (febre do pombo) e pode
afetar 6rgaos internos (BARAUNA et al., 2017; FOLEY et al., 2004; SPIER; AZEVEDO, 2016).
Em bufalos, a infecgdo causa a doenga da pele endematosa (OSD), porém é endémica do



Egito (HUSSEIN, 2012; SELIM, 2001), e aumento dos nddulos linfaticos cervicais superficiais
em camelos (TEJEDOR-JUNCO et al., 2008). O biovar Equi possui dois provaveis
hospedeiros exclusivos, o cavalo € o bufalo, em que a infecgao por biovar Ovis nao foi descrita
(MOUSSA et al., 2016).

11.1.4 Fatores de viruléncia

Um patdgeno necessita de estruturas, produtos, estratégias de sobrevivéncia
intra/extracelular e reprodugao que incluem adesao, invasdo, aquisigdo de nutrientes,
competigdo e evasao do sistema imune (WEBB; KAHLER, 2008). Fatores de nicho conferem
adaptacgdes gerais a um nicho ecoldgico e estdo presentes em bactérias com diferentes estilos
de vida, patogénicas ou n&o patogénicas. Entretanto, fatores de viruléncia se diferenciam por
terem como fungao exclusiva auxiliar o patégeno causando dano ao hospedeiro (HILL, 2012;
TAUCH; BURKOVSKI, 2015).

Fatores de nicho/viruléncia foram descritos em C. pseudotuberculosis. Os &acidos
micolicos da parede celular causam lesdo dermonecrética, sendo esses lipidios toxicos para
0s macrofagos e permitindo a sobrevivéncia da bactéria dentro do hospedeiro (CARNE;
WICKHAM; KATER, 1956; HARD, 1975). Outro exemplo, temos os Pili (YANAGAWA;
HONDA, 1976), que s&o estruturas de adesédo e desempenham um papel importante no inicio
da invasao e na proliferagdo extracelular e intracelular (MANDLIK et al., 2008; YANAGAWA;
HONDA, 1976). Além disso, algumas proteinas secretadas atuam como toxinas. Um fator bem
descrito na espécie é a enzima fosfolipase D, que atua na disseminagdo da bactéria,
promovendo a hidrdlise e degradagéo na esfingomielina em células endoteliais e aumentando
a permeabilidade vascular, de modo que desempenha um papel importante na morte de
macrofagos (D’AFONSECA et al., 2008; MCKEAN; DAVIES; MOORE, 2007). Outra proteina,
a toxina diftérica encontrada em isolados de C. pseudotuberculosis em bufalo (SELIM et al.,
2015), leva a inativagao da sintese da proteina hospedeira e € adquirida por meio de uma
converséo lisogénica durante uma infecgdo por um fago § (HOLMES, 2000).

1.1.5 Impacto econdémico e dificuldades no controle

A C. pseudotuberculosis possui uma distribuigao global, sendo encontrada na Europa,
Australia, América do Norte e do Sul, Africa e no Oriente Médio, a infecgdo causa impacto

econdmico principalmente para ovinocaprinocultura (BAIRD; FONTAINE, 2007).

A transmissdo pode ocorrer por: contato entre animais (YERUHAM et al., 2004),
procedimentos de manejo, como tosa, castracdo e marcacdo auricular dos animais
(WILLIAMSON, 2001); e moscas hematéfagas (BARBA et al., 2015; BRAVERMAN et al.,



1999; GHONEIM et al., 2001). Foi descrito na literatura que a bactéria pode sobreviver por até
8 meses no solo (BAIRD; FONTAINE, 2007) e 55 dias em fémites (AUGUSTINE; RENSHAW,
1986). A bactéria possui baixas taxas de deteccdo (YERUHAM et al., 2004) e o tratamento
com antibiéticos possui a eficacia reduzida devido a formagéo de abscessos e ao estilo de
vida intra-macrofagico (COLLETT; BATH; CAMERON, 1994). Foram listadas 39 estratégias
contra C. pseudotuberculosis, como bactérias geneticamente modificadas, vacinas
atenuadas, antigenos recombinantes e alguns candidatos a componente para produ¢ao de
vacina. Apesar do conhecimento atual, uma vacina e um método de diagnodstico satisfatorios
ainda nao foram desenvolvidos (LOPES BASTOS, 2012). Sendo assim, todos esses fatores
contribuem para a persisténcia e disseminagao do patégeno e justificam novas pesquisas para

o desenvolvimento de métodos de controle.

1.2 Gendmica comparativa

1.2.1. Variagao e adaptagiao do genoma

O sequenciamento do genoma bacteriano aumentou significativamente o
conhecimento de sua estrutura, fungéo, variacdo e sua relagdo com os mecanismos genéticos
envolvidos na relagdo entre patdgeno e hospedeiro (LAND et al., 2015; LOMAN; PALLEN,
2015). O genoma bacteriano € um mosaico de regides estaveis e instaveis. A variagao na
estrutura do genoma, ou plasticidade gendmica, se deve a processos de aquisigcao (insergao)
e perda (delegéo) de sequéncias, além de duplicagbes, inversdes e translocagdes (PATEL,
2016). Mutagbes nas sequéncias codificantes ou genes adquiridos por transferéncia horizontal
podem fornecer adaptagbes que permitem ao organismo adquirir novas estratégias de
sobrevivéncia, podendo levar a formagao de uma nova espécie por divergéncia adaptativa
(HALL; BROCKHURST; HARRISON, 2017; LASSALLE; MULLER; NESME, 2015; VOS,
2011). O tamanho do genoma e estilo de vida estdo diretamente relacionados, com bactérias
de vida livre e parasitas extracelulares tendo um maior genoma. O genoma tem a tendéncia
a reducédo, durante a evolugdo, para parasita intracelular facultativo, obrigatorio, mutualista
intracelular obrigatério e organela. Isto se deve a tendéncia de perda de genes envolvidos na
sintese de metabdlitos que sao providos pela célula hospedeira (TOFT; ANDERSSON, 2010).

1.2.2 Pangendémica
A identificacao das relagbes de homologia, ou ancestralidade comum, entre genes &
necessaria para estudos comparativos e evolutivos (HAGGERTY et al., 2014). Genes

ortélogos sédo genes transmitidos verticalmente, genes paralogos resultam de duplicagdo em
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um mesmo genoma e genes xenologos sao adquiridos por transferéncia horizontal (KOONIN,
2005). Diferentes métodos séo usados para identificar a homologia dos genes, geralmente a
partir do alinhamento de sequéncias proteicas (ALTENHOFF; DESSIMOZ, 2009; CHEN et al.,
2007; PEARSON, 2013). Sao realizadas comparagdes all-vs-all (BLASTp) com algoritmos que
buscam o melhor hit bidirecional (BBH - Bidirectional Best Hits), analisando a identidade e
cobertura entre os genomas (WOLF; KOONIN, 2012). Uma forma de refinar mais esses dados
€ a ultilizagdo de Algoritmo de Clusterizagao de Markov para a diferenciagdo de genes
ortélogos e paralogos (LI; STOECKERT; ROOS, 2003).

A analise da distribuicdo de genes entre diferentes genomas permite detectar eventos
de plasticidade gendémica que podem estar relacionados as adaptagdes do patégeno e que
podem ter aplicagdo em seu controle. O pangenoma € o repertério completo de genes de uma
espécie. O genoma core € um conjunto de genes compartilhados por todos os genomas,
contendo genes essenciais que podem ser alvos de vacinas e drogas. O genoma acessorio
contém genes presentes em mais de um genoma, mas ndo em todos, podendo conter genes
relacionados a adaptagdes ao ambiente e com aplicagdo no diagndstico de grupos de
linhagens de interesse (MEDINI et al., 2005; TETTELIN et al., 2008).

1.2.3 Filogenémica

A filogenética é o estudo das relagbes evolucionarias entre espécies (CHOUDHURI,
2014). A filogenémica é o estudo destas relagcdes baseado na comparagdo de dados em
escala gendmica (CHAN; RAGAN, 2013). Estas relagbes sao representadas por um diagrama
ramificado, ou arvore. Os nds representam os ancestrais hipotéticos, os ramos representam
o tempo de divergéncia, e os nés terminais (ou folhas) representam as unidades taxonémicas
operacionais (OTU). Caso o n6 que representa o ancestral comum de todas as OTUs seja
conhecido, a arvore é enraizada. Um grupo composto de um ancestral e todos os seus
descendentes forma um clado, ou grupo monofilético. Um grupo que n&o contém todos os
descendentes € um grupo parafilético (CHOUDHURI, 2014). Um cladograma representa
apenas a topologia da arvore, enquanto um filograma representa a distancia genética pelo
comprimento dos ramos (CHOUDHURI, 2014).

A filogenia pode ser reconstruida por métodos baseados em distancia ou caractere.
Nos métodos baseados em distancia, como o neighbour joining, a distancia entre cada par de
sequéncia em uma matriz é calculada e os valores sao utilizados para reconstruir a arvore.
Nos métodos baseados em caractere, todas as sequéncias em um alinhamento s&o
comparadas simultaneamente, um caractere por vez. Exemplos destes métodos sdo Maxima

Verossimilhanga e Inferéncia Bayesiana (YANG; RANNALA, 2012). Analises filogenéticas e
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filogendmicas possuem aplicagbes em questdes bioldgicas, como relagdes entre espécies ou
genes, origem e dispersao de patdogenos (YANG; RANNALA, 2012).

1.2.4 Andlise de selegao positiva

Os alelos com mutagdes adaptativas aumentam de frequéncia em uma populagéo em
um processo chamado selecdo positiva, ou selecdo adaptativa. A selecdo negativa, ou
purificadora, € o processo de redugao na frequéncia de alelos com mutagdes deletérias. Alelos
com mutagdes que nao interferem na adaptabilidade do individuo tém sua frequéncia alterada
ao acaso, evidenciando uma evolugdo neutra (CASILLAS; BARBADILLA, 2017; KIMURA,
1968). A identificagdo de genes sob selegdo pode ter aplicagdes para estudos sobre:
evolugdo, ecologia e taxonomia (KOPAC et al., 2014; VOS, 2011), desenvolvimento de
métodos de controle de patdégenos (WANG et al., 2017), e geragao de hipéteses para estudos
sobre fungéo de genes (ANISIMOVA; BIELAWSKI; YANG, 2002; YANG; DOS REIS, 2011).

Em nivel molecular, a sele¢do pode ser estimada por meio da anélise de evolugao de
sequéncias codificadoras de proteinas. Uma substituigdo de nucleotideo que altera o
aminoacido é chamada de ndo-sin6nima (dN), enquanto uma substituicdo que néo altera o
aminoacido é chamada de sinénima (dS). A utilizagdo de modelos estatisticos de substituicdo
de codons permite identificar a ocorréncia de selegao por meio da proporgao entre a taxa de
mutacgao nao-sindnima (dN) por sindnima (dS), utilizando a equagéo w = dN / dS. Um excesso
de substituicdes ndo-sinbnimas, representado por w > 1, indica selegéo positiva, ou seja, a
substituicdo de aminoacidos foi fixada. Selegdo negativa (ou purificadora) é identificada
quando w < 1, indicando que a maior parte das substituicbes de aminoacidos foi eliminada.
Um valor de w = 1 indica evolugéo neutra (GOLDMAN; YANG, 1994). Apos o alinhamento das
sequéncias em nivel de cédon, os modelos estatisticos iniciais calcularam um valor de w
meédio para todos as posigbes de codons (sites) (GOLDMAN; YANG, 1994). Como poucos
residuos estdo envolvidos na adaptacdo de uma proteina, o valor médio de w raramente é
maior que um. Modelos que permitem w variar por codon foram desenvolvidos (NIELSEN;
YANG, 1998).

Nas analises de selegao positiva, um modelo neutro que ndo permite selecao positiva
(w<1o0uw=1)écomparado a um modelo que permite selegéo positiva (w>1, w=1e w <
1). A probabilidade de cada modelo é comparada com um teste de raz&do de verossimilhancga.
Para cada site identificado sob selegdo positiva (p < 0,05), uma estatistica Bayesiana é
aplicada para calcular a probabilidade posterior (YANG et al., 2000). Os modelos site
calculam w para cada posigédo do alinhamento. Os pares de modelos nulo e de sele¢gao mais
eficientes sdo M1a/M2a e M7/M8 (Tabela 1) (YANG et al., 2000). Os testes que utilizam estes
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modelos identificam adaptagbes em genes que estdo continuamente sob selegéo positiva,
como os envolvidos na corrida armamentista entre patégeno e hospedeiro (STUDER;
ROBINSON-RECHAVI, 2009). Os testes com modelos branch-site identificam sele¢édo
positiva em sites de um grupo especifico de uma filogenia, revelando suas adaptagdes
exclusivas. O valor de w para grupo de interesse (foreground) é comparado com o valor de w
dos demais grupos (background). O modelo neutro ndo permite selegéo positiva no grupo alvo
ou nos demais, enquanto o modelo de seleg¢ao permite selegao positiva apenas no grupo alvo
(YANG; NIELSEN, 2002; ZHANG, 2005).

Tabela 1 - Parametros dos modelos site para teste de selecéo positiva

Modelos Classes de w Proporgao de sites Referéncias

Neutro

M1a wo<1, wi=1 po, (p1 =1 - po) (WONG, 2004; YANG, 2005)
M7 Beta(p,q) po(p,q) (YANG et al., 2000)
Selegao

M2a wo<T,wi=1,w2>1 po,p1,(P2=1-po-p1) (WONG, 2004; YANG, 2005)
M8 Beta, ws > 1 po, (p1 =1 - po) (YANG et al., 2000)

1.2.5 Gendémica estrutural e funcional de Corynebacterium pseudotuberculosis

A filogendbmica do género Corynebacterium apresenta um cluster de espécies
patogénicas e nao patogénicas. Os patégenos C. pseudotuberculosis, C. ulcerans e C.
diphtheriae formam um cluster, onde C. pseudotuberculosis e C. ulcerans sdo mais proximas
(SOARES et al., 2013a). O biovar Ovis forma um grupo monofilético que se derivou do biovar
Equi apds especializagdo em parte dos hospedeiros originais (VIANA et al., submetido). Isto
explicaria o fato de este biovar ndo causar doenca em bufalos apds infecgdo experimental
(MOUSSA et al., 2016), ou de ainda nao ter sido isolado de cavalos. Somente linhagens do

biovar Equi foram sugeridas de se agruparem por hospedeiro (VIANA et al., 2017).

Estudos de genémica comparativa revelaram 16 ilhas gendmicas na espécie e que o
biovar Equi possui maior plasticidade genética que o biovar Ovis. O primeiro apresenta entre
95 e 100% de identidade em seu genoma acessorio, enquanto o segundo apresenta entre 99
e 100%. Entre as caracteristicas exclusivas do biovar Equi est&do uma regido contendo genes
envolvidos na respiragédo de nitrato e mutagdes nos dois clusters de genes de codificam os
Pili spaA e spaD (RUIZ et al., 2011; SOARES et al., 2013b). Em relagéo a isolados de um
mesmo hospedeiro, a comparacao de isolados de cavalo nao identificou diferengas

genotipicas entre linhagens que causam trés manifestagdes da doenga: abscesso externo,
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abscessos em 6rgaos internos e linfangite ulcerativa (BARAUNA et al., 2017). Um estudo dos
isolados de bufalo identificou que suas linhagens s&o clonais e possuem uma insergcéo de
36.6Kb na ilha de patogenicidade PiCp12, que contém um profago tox+. Esta insergao é
exclusiva de isolados deste hospedeiro e foi sugerida como um requisito para a sua infecgao
(VIANA et al., 2017).

Para identificar genes expressos durante a infecgdo, estudos de transcriptoma
identificaram genes diferencialmente expressos em condigbes que simulam o interior do
hospedeiro e do macréfago, como estresse acido, osmatico e térmico (GOMIDE et al., 2018;
PINTO et al., 2012, 2014). Analises do proteoma foram feitas para identificar a expressao
diferencial em estresse nitrosativo (SILVA et al., 2014), ap6s a passagem em camundongos
(SILVA et al., 2017a, 2017b) e para identificagdo de alvos de drogas e vacinas (HASSAN et
al., 2014; SOARES et al., 2013a).

Os estudos gendmicos anteriores tiveram o objetivo de correlacionar a presenga e
auséncia de genes e sua expressao diferencial com a patogenicidade da espécie. Como
estratégia complementar, a evolugédo das sequéncias dos genes pode ser estudada por meio
da analise de selecao positiva com o objetivo de identificar muta¢des adaptativas relacionadas

ao estilo de vida deste patégeno.



lll. Objetivos
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lll.1 Objetivo geral

O objetivo geral desta dissertagao € identificar genes sob selegao positiva entre 29

genomas de Corynebacterium pseudotuberculosis de diferentes hospedeiros.

lll.2 Objetivos especificos

Gerar uma arvore filogendémica para obtengdo de um maior numero de
representantes;

Executar os pipelines de selegéo positiva com modelos site;

Realizar analise de enriquecimento dos genes identificados como sob selegao
positiva;

Identificar ilhas gendmicas;

Identificar as provaveis adaptagoes, relacionando-as com a evolugao e viruléncia das

espécies.



IV. Artigo
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IV.1 Capitulo I. Identification of genes under diversifying selection in Corynebacterium

pseudotuberculosis

Alessandra Lima da Silva, Alice Rebecca Wattam, Artur Silva, Vasco Azevedo, Marcus

Vinicius Canario Viana. Editado de acordo com as normas da revista GENE.

O objetivo principal deste trabalho foi identificar genes sob selegdo positiva
(diversificadora) em Corynebacterium pseudotuberculosis. Uma analise em escala genémica
foi realizada, utilizando 29 genomas representando diferentes biovares, hospedeiros e paises.
Foram identificados 11 genes sob selegéo positiva, a maioria envolvida na colonizagdo do
hospedeiro, além de processos celulares como divisédo e sintese da parede celular. A analise
filogendmica sugeriu que Ovis se derivou do biovar Equi apds especializagdo para um
subconjunto de hospedeiros. Os resultados fornecem informagdes sobre as mutagbes

adaptativas relacionadas ao estilo de vida da espécie e sugerem um provavel alvo de droga.
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Abstract

We provide an analysis of the selective pressure on genes from 29 Corynebacterium
pseudotuberculosis genomes that were isolated from different hosts, including representatives of both Ovis
and Equi biovars. Using a genome scale positive selection pipeline, we identified 11 genes under positive
(diversifying) selection in genes related to adhesion, nutrient acquisition, gene regulation, cell division, cell
wall biosynthesis, translation, host immune system evasion and drug resistance. These genes are involved
in host colonization processes and are under rapid evolution. The results provide information about the

selective pressures that lead the evolution of C. pseudotuberculosis and suggests probable drug targets.

Keywords: Positive selection, genomics, Corynebacterium pseudotuberculosis

1. Introduction

The availability of complete genome sequences of many individuals allows the analysis of genome-
wide DNA variation and the correlation of a specific genotype and its fitness due to selection (SHEPPARD;
GUTTMAN; FITZGERALD, 2018). Positive (diversifying or adaptive) selection increases the frequency
of adaptive mutations, while negative (or purifying) selection decreases the frequency of deleterious
mutations (CASILLAS; BARBADILLA, 2017). The evolution of protein coding genes is analyzed by
codon substitution models that provide a measure of selective pressure by estimating the proportion of non-
synonymous (dy) to synonymous (ds) substitution, as @ = dy/ ds. A proportionof ®> 1, ® <1 or @ =1 are
interpreted as positive selection, negative selection or neutral evolution. The inference of positive selection
is calculated using a likelihood radio test to compare the likelihood of a general statistical model that allows
positive selection and a model that does not. A few sites (amino acids) are involved in adaptation, statistical
models were developed to allow ® to vary among sites (codons) (YANG et al., 2000). The site models
allow variation of @ among sites (YANG et al., 2000) and are suitable for detecting in specific amino acid
positions that are continuously under positive selection, as the ones involved in the arms race between host
and parasites (STUDER; ROBINSON-RECHAVI, 2009). The branch-site models allow variation of ®
among sites and lineage (YANG; NIELSEN, 2002; ZHANG, 2005) and are suitable to detect selection that
happened in a specific lineages and fine-tuned a protein (STUDER; ROBINSON-RECHAVI, 2009). In
bacteria, the application of positive selection tests have been used to identify mutations in genes involved
in bacterial speciation (KOPAC et al., 2014), host-pathogen interactions (HONGO et al., 2015), and the
development of drugs (WANG et al., 2017).
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Corynebacterium pseudotuberculosis is a Gram-positive facultative intracellular bacterium with
veterinary and medical relevance and global distribution (BAIRD; FONTAINE, 2007; DORELLA et al.,
2006). Two biovars were described according to serology, nitrate reduction and molecular markers
(BARAKAT et al., 1984; BIBERSTEIN; KNIGHT; JANG, 1971). Biovar Ovis is nitrate negative, causes
Caseous Lymphadenitis in sheep and goats and can also infect humans (HEGGELUND et a!., 2015). Biovar
Equi is nitrate positive and causes ulcerative lymphangitis in horses (SPIER; AZEVEDO, 2016) and
Oedematous Skin Disease in buffalo (SELIM, 2001). Cow and camels can be infected by both biovars
(HAWARI, 2008a; TEJEDOR-JUNCO et al., 2008; YERUHAM et al., 2004). Low detection rates,
inefficacy of antibiotic therapies and variations in the effectiveness of vaccines for different hosts contribute
to the difficulties of the phathogen control and require more studies about the genes involved in its lifestyle
(LOPES BASTOS, 2012). Although studies of pangenome, transcriptome and proteome were performed in
this species (GOMIDE et al., 2018; SILVA et al., 2017a; VIANA et al., 2017), but no positive selection

analysis was done yet.

In this work, we used positive selection analysis using site models to identify genes under continuous
positive selection in C. pseudotuberculosis. Those genes are under rapid evolution due to the interactions
with the hosts and the environment, and their identification would contribute to understanding of the species

lifestyle and control methods.

2. Material and Methods
2.1. Genome annotation, phylogeny and pathogenicity island prediction

Genomes of 29 C. pseudotuberculosis strains from different hosts and biovars (Table 1) were
annotated using RASTtk (BRETTIN et al., 2015), which is part of the Pathosystem Resource Integration
Center (PATRIC) (WATTAM et al., 2017). A phylogenomic tree was reconstructed using PEPR v.3
(Phylogenomic Estimation with Progressive Refinement) program (https://github.com/enordber/pepr.git).
Pathogenicity islands were predicted using GIPSy (SOARES et al., 2016), using C. glutamicum ATCC1302
genome (NC_006958.1) as the non-pathogenic reference. Blast Ring Image Generator (BRIG) (ALIKHAN

et al.,2011) was used to generate circular maps.

Table 1. Corynebacterium pseudotuberculosis genomes used for positive selection analysis

Strain Biovar Host Country Access no

258 Equi Horse Belgium CP003540.2
MB14 Equi Horse USA CP013261.1
E19 Equi Horse Chile CP003540.2

MEX30 Equi Horse Mexico CP017291.1
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CIP52.97 Equi Horse Kenya CP003061.2
31 Equi Buffalo Egypt CP003421.3
32 Equi Buffalo Egypt CP015183.1
33 Equi Buffalo Egypt CP015184.1
36 Equi Buffalo Egypt CP015186.1
48 Equi Buffalo Egypt CPO15191.1
162 Equi Camel UK CP013260.2
262 Equi Cow Belgium CP012022.1
137 Equi Cow Israel CP017384.1
119 Ovis Cow Israel CP002251.1
29156 Ovis Cow Israel CP010795.1
E56 Ovis Sheep Egypt CP013699.1
PAO1 Ovis Sheep Brazil CP013327.1
C231 Ovis Sheep Australia CP001829.1
MEX25 Ovis Sheep Mexico CP013697.1
N1 Ovis Sheep Equatorial Guinea CP013146.1
1002B Ovis Goat Brazil CP012837.1
VD57 Ovis Goat Brazil CP009927.1
P0O222/4-1 Ovis Goat Portugal CP013698.1
MEX1 Ovis Goat Mexico CP0O17711.1
MEX9 Ovis Goat Mexico CP014543.1
P54B96 Ovis Wildebeest South Africa CP003385.1
267 Ovis Llama USA CP003407.1
48252 Ovis Human Norway CP008922.1
FRC41 Ovis Human France CP002097.1
2.2, Genome scale positive selection analysis

Positive selection analysis using site models (YANG et al., 2000) in genome scale was performed

using the pipeline POTION v1.1.2 (HONGO et al., 2015). The script extract aa nt from gb.pl from

POTION pipeline is used to extract nucleotide and amino acid from each protein-coding sequence in a

GenBank file and format their sequence IDs. For each input file, it creates two multi-fasta files, one

containing nucleotide and other amino acid sequences, and a third file containing the protein ID from the

GenBank file

and

its  respective

formatted

ID. A modified

version of

script

extract aa nt from gb rast.pl (S1 File) was used to change IDs from RASTtk annotation to a suitable

format (RASTtk-based IDs) for POTION pipeline. The input files are provided in S2 File. The gene

homology was

predicted using

the amino

sequence files

as

input for

FastOrtho

(https://github.com/grovesdixon/using_FastOrtho), an implementation of OrthoMCL (LI; STOECKERT;
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ROOS, 2003) in Java, using default parameters. The output file contained gene homology information in

OrthoMCL 1.4 format.

The nucleotide sequence and the gene homology file were used as input for POTION. As a sequence
filtering step, we included only sequences between 150 and 100,000 nucleotides in length, with a relative
size between 0.8 and 1.2 of the orthologous group median, valid start and stop codons, and containing only
standard nucleotides (A, T, G, C). In addition, nucleotide sequence sizes must be a multiple of three, to
match the length of a codon. We included only orthologous genes that had amino acid sequences and
groups with mean identity between 50 and 100%, and at least four genomes and sequences per group.
Groups that had some sequences excluded by previous filtering steps, but met other requirements, were still

included. No anchor genome was used.

The groups that remained following the filtering criteria were then analyzed using the POTION
pipeline. The steps of analysis included multiple protein sequence alignment, protein-guided codon
alignment, sequence trimming, recombination detection filtering, phylogenetic tree reconstruction and
positive selection detection. Multiple protein sequence alignment was performed by MUSCLE v3.8.31
(EDGAR, 2004). Protein guided codon alignments were produced using a POTION internal subroutine.
Alignment trimming was done by trimAl v1.2 (CAPELLA-GUTIERREZ; SILLA-MARTINEZ;
GABALDON, 2009). A recombination detection filtering step was used to remove groups that had evidence
of recombination detected by at least two of tree recombination tests in PhiPack version 1.0 (BRUEN;
PHILIPPE; BRYANT, 2006) (Phi, NSS and MaxChi2, Phi being mandatory). The p-value of each
recombination test was set to 0.05 and Type I errors were control by setting the g-value for multi-test
correction at 0.1 (XU; CHEN; ZHOU, 2011). The g-values for the recombination detection multi-test were
calculated using the qvalue() method (STOREY; TIBSHIRANI, 2003), which implements the Statistics:
Multitest Perl module. Phylogenetic trees were created for each gene, using the dnaml program of PHYLIP
v3.695 package (RETIEF, 2000), using fast mode and bootstrap value of 100.

Positive selection analysis was done using site-model analysis implemented in the codeml program
of PAML v4.8 (YANG, 2007). The log likelihood of codon evolution models that don’t allow positive
selection (M1a, M7) are compared with others that permit it (M2a and M8a). Twice the log likelihood
difference is compared with a y? distribution with degrees of freedom equal to 2. The p-value and the
corrected g-value (calculated as for recombination detection) were calculated for each of the compared pair
of models (M1a/M2a, M7/M8). A Bayes empirical Bayes (BEB) was used to test the posterior probabilities
(p > 95%) of the positive selected sites belonging to ® > 1 class (YANG, 2005). A representative sequence
for each of the ortholog groups that had evidence of positive selection were analyzed for function and

presence of specific domains using the InterProScan Database
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(https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence-search). For each identified codon, the respective amino

acid positions were visualized using Protter version 1.0 (http://wlab.ethz.ch/protter/start/) (OMASITS et
al.,2014).

3. Results
3.1.  Phylogenomic tree

The phylogenomic tree shows two clusters representing the biovars with jackknife values of 100,
when biovar Equi strains from cow (262 and 137) and camel (162) are not considered. Those three were the
most external branches of Equi strains. Additionally, the Ovis strain from cow (119, Israel) was clustered

within other strains of the same biovar, without any significant differentiation from them.
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Fig. 1. Phylogenomic tree of 29 Corynebacterium pseudotuberculosis strains, based on core proteome and progressive refinement using PEPR.
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3.2.  Positive selection analysis

FastOrtho predicted 2,618 groups of homologs (orthologs and paralogs) with two or more sequences.
After filtering steps, the POTION processed 2,144 valid ortholog groups, from which 23 were removed due
to evidence of recombination (Table 2). Detailed statistics of the filtering steps by genome are in
Supplementary Table S1. From the remaining 2,121 groups, only 18 (0.85%) were identified as undergoing
positive selection for at least one model, after correction for multiple testing (p < 0.05 and g < 0.05)
(Supplementary Table S2). After manual curation, seven genes were discarded as false positives caused by
frameshifts (Supplementary Table S3). Only 11 genes remained (0,52%), one in a pathogenicity island
(Table 3). The IDs of each sequence and its respective GenBank ID are provided in Supplementary Table
S4.



144  Table 2. Group of orthologous genes with evidence of recombination in Corynebacterium pseudotuberculosis

Gene  Product (Pathogenicity Island) Process OrthoMCL group
gldA Glycerol dehydrogenase Metabolism ORTHOMCL729
murJ  Proposed peptidoglycan lipid II flippase MurJ Cell membrane ORTHOMCL47
biosynthesis
tht Transketolase - ORTHOMCLZ879
echA 3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase (Enoyl-CoA hydratase) Metabolism ORTHOMCL1850
ceF Dihydrolipoamide acyltransferase component of branched-chain alpha- ] ORTHOMCL336
keto acid dehydrogenase complex

nanH  Sialidase Metabolism ORTHOMCL1133
topA DNA topoisomerase I DNA replication ORTHOMCL1658
srtA Sortase A, LPXTG specific (PiCp15) - ORTHOMCL1937
rimJ Ribosomal-protein-S5p-alanine acetyltransferase Translation ORTHOMCLA73
infB Translation initiation factor 2 Translation ORTHOMCL1004
dppA Oligopeptide-binding protein Transport ORTHOMCLI1189
hemH  Ferrochelatase, protoheme ferro-lyase Transport ORTHOMCL1046
- Hypothetical protein (Htaa domain) (PiCp5) Transport ORTHOMCL143
- Adhesin Adhesion ORTHOMCL69

- Hypothetical protein Unknown ORTHOMCL1944
- Hypothetical protein Unknown ORTHOMCL2242
- Hypothetical protein (Immunoglobulin-like fold) Unknown ORTHOMCLI1257
- Hypothetical protein (secreted) (PiCp15) Unknown ORTHOMCL11

- Hypothetical protein (secreted) Unknown ORTHOMCLS51

- Hypothetical protein (secreted) Unknown ORTHOMCLA49

26
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- Hypothetical protein (thioester domain) (PiCp8) Unknown ORTHOMCLI1644
- Hypothetical protein (transmembrane) Unknown ORTHOMCL302
- Secreted protein (transmembrane) Unknown ORTHOMCL906
145
146  Table 3. Genes identified as undergoing positive selection in Corynebacterium pseudotuberculosis
Gene  Product (Pathogenicity Island) Function PS PS sites Models Genbank ID OrthoMCL group
sites location
putP Sodium/proline symporter Transport 12 ET,I 2a, 8 Cpl62 0815 ORTHOMCL979
mntB Manganese ABC transporter ATP- Transport 2 I 2a, 8 Cpl62 0441 ORTHOMCLS550
binding protein
- EamA-like transporter family protein Transport 12 ET,I 2a, 8 Cp1002B 1042 ORTHOMCL1826
uppP  Undecaprenyl-diphosphatase Cell-wall 8 E, T, I 2a, 8 Cp1002B 1609 ORTHOMCL1353
biosynthesis
- Alpha/beta hydrolase fold protein - 9 I 2a, 8 Cp258 1503 ORTHOMCL644
- Alpha/beta hydrolase family protein - 2 I 2a Cpl1002B 0104 ORTHOMCL675
pepC  Aminopeptidase C Metabolism 10 I 2a, 8 Cpl162_0307 ORTHOMCL1914
fisK DNA translocase FtsK Cell division 11 E, T, I 2a, 8 Cp1002B 1393 ORTHOMCLI1061
- Adhesin (PiCp4) Adhesion 10 2a, 8 Cp29156_0959 ORTHOMCL2111
ripA HTH-type transcriptional repressor of ~ Gene 3 I 2a, 8 CplI19 0717 ORTHOMCL730
iron protein A regulation
rpsK 30S ribosomal protein S11 Translation 2 I 2a, 8 Cpl1002B 0412 ORTHOMCL1347

147  PAI — Pathogenicity island, E — extracellular, T — transmembrane, I — intracellular
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4. Discussion
4.1.  Phylogenomic tree

This tree topology suggests that Ovis is a monophyletic group derived from an Equi ancestor
(Viana el al., submitted). Comparative genomics studies have investigated the differences between
biovars (ALMEIDA et al., 2017; SOARES et al., 2013b; VIANA et al., 2017). The differences found
may be related to adaptations to a new host range change, in which the genome suffers sequence
acquisition, loss of redundant functions, recombination and positive selection (SHEPPARD;
GUTTMAN; FITZGERALD, 2018; TOFT; ANDERSSON, 2010). Divergence in adaptations can split
the population by ecological niches, represented here by the host ranges of each biovar. The coexistence
of the divergent population and its ancestor is more likely when the divergent one has exclusive
resources and the resources itself will coexist in the remote future. The genome plasticity and periodic
selection events involved in the specialization for each niche can lead to irreversible separation of these
population in two different species, that will be recognizable as sequence clusters for most genes after
they accumulate different neutral mutations (COHAN, 2017). It is possible that Ovis is a newly
divergent population due to the phylogenomic tree topology (Fig. 1), genomic divergence from Equi
(SOARES et al.,2013b; VIANA et al., 2017), more clonal population (SOARES et al., 2013b; VIANA
et al., 2017), and different host range (DORELLA et al., 2006; MOUSSA et al., 2016).

4.2. Positive selection analysis

The pipeline removed 23 of the valid 2,144 ortholog groups due to evidence of recombination.
Although recombination in one of the processes involved in the host adaptation (SHEPPARD:;
GUTTMAN; FITZGERALD, 2018), it can cause false positive results for positive selection analysis
due to alignment of codons with different phylogenetic histories (ANISIMOVA; NIELSEN; YANG,
2003; SCHNEIDER et al., 2009). We detected positive selection in 11 genes that code membrane
proteins involved in transport and adhesion, as well as cytoplasmic proteins involved in metabolism,

cell division and gene regulation (Table 3, Supplementary Figs S1-11).

4.2.1. Membrane-associated proteins

Membrane proteins are in the interface between the bacteria and the environment. Positive
selection is commonly identified in those proteins due to adaptations involved in the arms race between
bacteria and other bacteria, phages and the host immune system (HONGO et al., 2015; PETERSEN et
al., 2007). In this study, positive selection was detected in genes involved in the transport of manganese,

proline, drug and metabolites, and adhesion.

The gene mntB (ORTHOMCLS50, Supplementary Fig. S1) codes the cytoplasmic ATP-binding
and catalytic subunit of a MntABCD manganese ABC transporter (TROST et al., 2010). Manganese is
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a required cofactor for all forms of life, important to oxidative stress response and necessary for

virulence in bacterial pathogens (JUTTUKONDA; SKAAR, 2015).

The putP gene (ORTHOMCL979, Supplementary Fig. S2) codes a high-affinity proline importer
from the sodium solute symporter family. Proline is a source of carbon and nitrogen and a moderately
effective osmoprotectant (MOSES et al., 2012). Staphylococcus aureus putP mutants exhibited
significantly reduced virulence, suggesting this gene as a drug target (BAYER et al., 1999). DMT
superfamily comprises a diversity of protein domain families with multiple functions including transport

of nucleotide sugars (JACK; YANG; H. SAIER, 2001; VASTERMARK et al., 2011).

An adhesin (Supplementary Fig. S4) was detected in a region of the pathogenicity island PiCp4
exclusive of Ovis strains. Adhesion structures have been shown to be necessary for colonization of host
tissues (ROGERS; DAS; TON-THAT, 2011). The acquisition of this adhesion could be related to tissue
specific adhesion on Ovis hosts (MANDLIK et al., 2007).

Within these membrane proteins, adaptive mutations are probably involved in cofactor
biosynthesis, oxidative stress response, nutrient acquisition, drug resistance and adhesion. All these
processes can be related to virulence. The Sodium/proline symporter (putP) and DMT are
transmembrane proteins with surface exposed positive selected sites. Amino acid changes in these sites
could be a mechanism that avoid biding by antibodies or phages, instead of an adaptation related to the

protein function (PETERSEN et al., 2007).

4.2.2. Metabolism

The gene pepC (ORTHOMCL1914, Supplementary Fig. S5) encodes a cysteine aminopeptidase
that can also hydrolyze the anti-tumor glycopeptide bleomycin (MISTOU; GRIPON, 1998). In
Leishmania, cysteine peptidases are virulence factors that modulate the mammalian host’s immune
response and facilitates survival and growth within the host macrophage (MOTTRAM; COOMBS;
ALEXANDER, 2004). The groups ORTHOMCL644 (Supplementary Fig. S6) and ORTHOMCL675
(Supplementary Fig. S7) are o/B-hydrolase fold family enzymes with unknown function. This family is
a group of structurally related enzymes with diverse catalytic functions (HOLMQUIST, 2000). Here,

adaptive mutations are probably associated to immune system evasion.

4.2.3. Other proteins

The FtsK protein (ORTHOMCL1061, Supplementary Fig. S8) is a DNA translocase that
coordinates chromosome unlinking and segregation, and cell division in bacteria
(BESPROZVANNAYA; BURTON, 2014; CROZAT; GRAINGE, 2010). The gene uppP
(ORTHOMCL1353, Supplementary Fig. S9) encodes the enzyme Undecaprenyl-diphosphatase, a
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transmembrane protein related to bacterial cell-wall biosynthesis. This enzyme converts undecaprenyl
diphosphate (UPP) to undecaprenyl phosphate (UP), which acts as an essential lipid carrier across the
cytoplasmic membrane for peptidoglycan cell wall precursors (MANAT et al., 2014). UppP and UP are
drug targets (WANG et al., 2016).

The gene rpsK (ORTHOMCL1347, Supplementary Fig. S10) codes the ribosomal S11 protein of
the ribosome 30S subunit. It binds to the 5’-UTR region of mRNA and interacts to protein S7. Mutation
in this protein increased the ribosome capacity for frameshifting, read through of a nonsense codon and

codon misreading (ROBERT; BRAKIER-GINGRAS, 2003).

The gene ripA (ORTHOMCL730, Supplementary Fig. S11) encode a transcriptional regulator
assigned to the DtxR regulon, that represses genes coding for iron proteins under the limitation of this
metal (WENNERHOLD; KRUG; BOTT, 2005). It links the availability of iron with the expression of
genes in the citrate cycle, respiratory energy metabolism and oxidative stress response (TROST et al.,
2010).

Within these proteins, adaptive mutations are involved in cell division, cell wall biosynthesis,
translation, and regulation of genes related to metabolism and oxidative stress response. The
Undecaprenyl-diphosphatase is a transmembrane protein with surface exposed positive selected sites,

which could be a biding site of phages and antibodies (PETERSEN et al., 2007).

5. Conclusion
A genome-scale positive selection analysis in C. pseudotuberculosis revealed genes under rapid
evolution, most of them related to host colonization. The results provide information about the selective

pressures that lead to the evolution of C. pseudotuberculosis and suggest probable drug targets.
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A introducao desta dissertagdo apresentou uma revisdo sobre a biologia e a gendmica
estrutural de C. pseudotuberculosis, além da analise de selecdo positiva como uma
ferramenta para estudo da biologia bacteriana. A andlise de selegcdo positiva em escala
gendmica com 29 genomas de C. pseudotuberculosis detectou genes provavelmente
envolvidos na colonizagdo dos hospedeiros, como adesdo, captagdo de nutrientes e
modulagdo do sistema imune do hospedeiro. Contribuiu também para o entendimento da
evolugao dos biovares, por meio da interpretagédo da arvore filogendmica da espécie e dados

da literatura.
Como perspectivas futuras, pretende-se:

a. realizar uma analise de selegao positiva em escala gendmica utilizando genomas de
C. pseudotuberculosis, C. ulcerans e C. diphtheriae para identificar pressdes seletivas
envolvidas em suas especiagdes e preferéncias por hospedeiros;

b. predizer a existéncia de diferentes ecétipos usando o programa Ecotype Simulator;

c. analisar o polimorfismo das regides promotoras e relacionar com a provavel
diferenciagéo da expressao génica;

d. investigar a interagcdo dos genes identificados em redes regulatdrias;

e. selecionar possiveis alvos para desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos.
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