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RESUMO

Corynebacterium pseudotuberculosis é uma bactéria patogénica, responsavel
por diferentes patologias, que trazem grandes prejuizos a agropecuaria, como
linfangite ulcerativa. Esta doenca se manifesta, principalmente, em equinos
infectados pela linhagem 258 de C. pseudotuberculosis (biovar equi). Com o
objetivo de melhor compreender a biologia deste microrganismo e a dinamica
da expressao génica no inicio da fase exponencial de crescimento, um estudo
transcricional foi realizado. Através do RNA-seq foi possivel identificar os
transcritos presentes nos estresses acido, térmico e osmaético, condicbes que
simulam o ambiente enfrentado pelo patégeno, durante o processo infeccioso
no hospedeiro, e compara-los a condicdo fisiolégica. Assim, apoés
sequenciamento pela plataforma SOLID™ V3 plus, os transcritos foram
montados pela metodologia ab initio e os dados processados no software
Blast2go com atribuicbes GO (Gene Ontology). As CDSs (coding sequences)
foram organizadas dentro de cada categoria e termo GO, pelo software CSI
(CoreStlmulon), e a categoria “processo biolégico” foi selecionada para analise
dos genes. Entre os stimulons, conjunto de genes regulados por uma
determinada condicdo ambiental, o estresse &acido foi 0 que mais contribuiu
para um catalogo génico, os quais genes relacionados ao combate de espécies
reativas de oxigénio, ao estresse térmico, entre outros, foram identificados. O
stimulon térmico apresentou resultados interessantes, envolvendo as HSPs
(heat shock proteins) como moduladoras da expressdo, além de genes de
aquisicdo de ferro e sintese da parede celular. No stimulon osmético nao foi
possivel verificar a presenca de genes relevantes ao estresse, mas possiveis
genes envolvidos na viruléncia e sobrevivéncia do patogeno foram descritos.
Entre os genes compartilhados entre duas ou trés condi¢des, destacam-se 0s
genes fts, envolvidos na diviséo e ciclo celular, e os envolvidos na sintese de
osmoprotetores. Os genes codificantes das proteinas Mraz, Trx, TrxR, proteina
semelhante ferritina, SDH, Drpl e Drp2, ja demonstraram um papel protetor
relevante em outros organismos, e por isso foram considerados 0s mais
promissores a contribuir para solucfes eficazes contra doencga provocada por
C. pseudotuberculosis e assim minimizar os prejuizos trazidos ao agronegécio.

Palavra-chave: Corynebacterium pseudotuberculosis, estresses, stimulon,
transcriptoma, RNA-seq, montagem ab initio



ABSTRACT

Corynebacterium pseudotuberculosis is a pathogenic bacterium responsible for
patologies that may cause losses to livestock. Ulcerative lymphangitis, one of
these pathologies, manifests mainly on horses infected by the strain 258 of C.
pseudotuberculosis (biovar equi). Aiming a better understanding of the
microorganism biology, as well as the dynamic of the gene expression during
exponential growth phase, a transcriptional study was realized. Through RNA-
seq it was possible to identify the transcripts on osmotic stress, acidity, and heat
shock, which simulate the environment encountered by the pathogen during the
infection process, and compare them to the physiological condition. After
sequencing through SOLID™ V3 plus, the transcripts were assembly by ab initio
methodology and data processed on Blast2go with GO (Gene Ontology)
attributions. The CDSs (coding sequences) were organized in each category
and GO term through CSI (CoreStimulon) software, and the “biological process”
category was selected for gene analysis. Among stimulons, a group of genes
regulated by a certain environmental condition, acidity stress contributed further
for the genic catalog. Genes related to combat against reactive oxygen species
and heat shock stress were also identified. The heat shock stimulon involved
the HSPs (heat shock proteins) as expression modulators, as well as iron
uptake genes and cell wall synthesis. On osmotic stimulon, it was not possible
to verify the presence of genes relevant to stress, but genes that may be
involved on virulence and pathogen survival were described. Among genes
shared on two or three conditions, we highlight fts genes, involved on cell
division and cycle, and genes related to osmoprotection synthesis. Coding
genes of the proteins MraZ, Trx, TrxR, Dps, ferritin like protein, Drpl e Drp2
have already demonstrated being relevant on other organisms and, therefore,
they may contribute to efficient solutions against C. pseudotuberculosis disease
and minimize livestock economic losses.

Key words: Corynebacterium pseudotuberculosis, stress, stimulon,
transcriptoma, RNA-seq, ab initio assembly



1. INTRODUCAO

1.1.A espécie Corynebacterium pseudotuberculosis

1.1.1. Classificacéo taxonbmica

A espécie Corynebacterium pseudotuberculosis € um dos
representantes do filo Actinobacteria, o qual possui 11% do total de espécies
do dominio Bacteria descritas no GOLD (Genomes Online Database) (PAGANI
et al., 2012). Este filo é considerado heterogéneo, isto ao analisar tanto a
morfologia, como as propriedades fisiolégicas e metabdlicas, e os habitats
(VENTURA et al., 2007). O mesmo pode ser dito para o género
Corynebacterium, que apresenta espécies de diferentes estilos de vida, desde
patogénicas como C. diphtheriae, agente causador da difteria (BERNARD,
2005, 2012), a ndo patogénicas como C. glutamicum, bactéria altamente
utiizada na producdo de aminoacidos (KALINOWSKI et al., 2003;
LEUCHTENBERGER, 1996).

O género Corynebacterium, juntamente com outros géneros deste filo
(Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus) compde o grupo CMNR (BAIRD;
FONTAINE, 2007). Este é caracterizado por bactérias Gram positivas, que
apresentam uma camada peptidoglicana ligada covalentemente a uma malha
de arabinogalactano, além da presenca de uma camada externa de &cido
micolico e alto conteudo G+C no genoma (DORELLA et al., 2006a)

C. pseudotuberculosis, uma das espécies deste género, vem trazendo
grandes prejuizos ao agronegdcio, e foi detalhadamente descrita pela primeira
vez por Preisz em 1894. A classificacdo atual desta espécie a distingue em
dois biovares (equi e ovis), e esta divisdo é corroborada, na grande maioria, por
dados filogenéticos, estudos estes que envolveram o gene 16S rRNA (RNA
riboss6mico) e a subunidade B da RNA polimerase (rpoB); produgéo de nitrato
redutase (BIBERSTEIN et al, 1971) com endonuclease restricdo (DORELLA et
al., 2006a; SONGER et al., 1988).

O biovar ovis, também identificado como sorotipo |, foi isolado de ovinos
e caprinos, e é caracterizado pela reducao negativa de nitrato e por causar a

doenca linfadenite caseosa (LC) nos animais supracitados. Este sorotipo
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também pode causar doencas em bovinos e humanos (DORELLA et al.,
2006a).

O biovar equi, ou sorotipo II, foi isolado de equinos e bovinos, e
apresenta reducdo de nitrato positiva. Esse é o causador de doencas em
bafalos, como a doenca do edema cutaneo (OSD - Oedematous Skin Disease);
e em cavalos, como a linfangite ulcerativa (LU) e a pigeon fever (PF).

Pesquisas demonstraram que a separacdo de biovares por nitrato
redutase ndo é capaz de explicar todas as linhagens de C. pseudotuberculosis.
Por exemplo, observou-se que cavalos acometidos pela doenca LU, foram
infectados, com maior frequéncia, por bactérias nitrato positivo e, por uma
pequena parcela, por nitrato negativo (COSTA et al., 1998). Estes autores
também observaram divergéncias entre animais de diferentes localidades e o
padrao em ensaios com enzimas de restricdo, demonstrando a necessidade de
estudos globais com diferentes espécies acometidas por C.
pseudotuberculosis.

Técnicas que utilizam o DNA para genotipar os diferentes isolados de C.
pseudotuberculosis também sdo amplamente utilizadas, e entre eles destaca-
se o ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR),
método de amplificacdo randémico do DNA polimoérfico (GUIMARAES et al.,
2011). ERIC-PCR demostrou ser eficiente e vantajoso, comparado as outras
técnicas de genotipagem, como o RAPD, e obteve um resultado favoravel ao
comparar linhagens de C. pseudotuberculosis de diferentes localidades,
hospedeiros e dos dois biovares (DORNELES et al.,, 2014). Segundo os
autores este método separou, parcialmente, os biovares equi e ovis, em
diferentes clusters. Soares e colaboradores (2013) também avaliaram
diferentes linhagens de C. pseudotuberculosis, e sugeriram que o biovar ovis é

mais semelhante entre si que o biovar equi, sendo portanto mais clonal.

1.1.2. Propriedades morfoldgicas e bioquimicas

C. pseudotuberculosis € um patdégeno intracelular anaerébio facultativo,
gue apresenta crescimento 6timo a 37°C e pH neutro (7,0-7,2). Esse
microrganismo exibe formas pleomoérficas, que variam desde cocdides a

bastdes filamentosos e medem 0,5 um a 0,6 ym por 1 um a 3 ym de tamanho,
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nao possui capsula, ndo esporula, € imovel e possui fimbrias. O peptidoglicano
apresenta como principal constituinte o acido meso-diaminopimélico, que esta
relacionado a resisténcia da parede contra a maioria das peptidases, e a
arabinose e galactose séo os principais acucares da parede (DORELLA et al.,
2006a).

O crescimento de C. pseudotuberculosis na superficie do agar €
inicialmente espacado e, posteriormente, se organiza em colbnias opacas, de
crescimento concéntrico, de coloragcdo creme alaranjado e apresenta
configuracbes de letras chinesas tipicas; ja em meio liquido, a multiplicacdo
celular induz a formacéo de grumos bacterianos (DORELLA et al.,, 2006a), o
gue leva a necessidade de agentes quimicos que diminuem este acumulo de
granulos.

As linhagens de C. pseudotuberculosis possuem variacées bioquimicas,
principalmente quanto a suas habilidades de fermentacdo. A producéo de acido
ocorre a partir de muitas fontes de carbono, incluindo glicose, frutose,
galactose, manose e sacarose, mas nao produzem gas (BUXTON et al., 1977;
MERCHANT e PACKER, 1967).

1.1.3. Epidemiologia

7

C. pseudotuberculosis é mundialmente distribuida, com uma maior
ocorréncia na Oceania, Africa, América do norte e América do Sul
(ARSENAULT et al., 2003), e afeta diferentes animais como equinos, ovinos,
caprinos, bovinos, entre outros ruminantes.

O numero de infec¢des reportadas por este patdégeno, estd aumentando
e isto se deve, provavelmente, a fatores ambientais e a uma maior
susceptibilidade dos rebanhos (FOLEY et al., 2004). Estudos demostraram que
este microrganismo € bastante resistente e pode sobreviver no solo durante
muito tempo, em laténcia, o que facilitaria sua sobrevivéncia em periodos nao
favoraveis, e posterior disseminacdo (AUGUSTINE e RENSHAW, 1982; SPIER
et al., 2012).

O modo de transmissdo pode variar de acordo com a linhagem

bacteriana infectante e do seu hospedeiro. O contagio pode ocorrer atraves de



feridas superficiais nos animais, causadas por procedimentos veterinarios
como a castracdo ou por traumas; pelo contato de animais contaminados; ou
via transmissao passiva por vetores como moscas (DORELLA et al., 2006a;
SELIM, 2001; RADOSTETS et al.,, 2000). A infecdo inicial pode levar ao
desenvolvimento de doencas, pela invasdo dos vasos linfaticos dos
hospedeiros, podendo ocorrer desenvolvimento de abcessos ou até lesdes de
pele.

Doencas humanas causadas por C. pseudotuberculosis ja foram
descritas na literatura, e de acordo com Dorella e colaboradores (2013) mais
de 33 casos ja foram confirmados. Os sintomas observados sdo semelhantes
ao da LC, e o modo de transmissao mais aceito € por contato com animais
doentes ou ingestdo de carne ou leite contaminados (TROST et al., 2010).
Alguns casos reportados desviam dessa provavel causa, como por exemplo, o
descrito por Wagner e colaboradores (2011), no qual o paciente nao teve

contato com animais ou fontes contaminadas.

1.1.4. Doencgas causadas por C. pseudotuberculosis

C. pseudotuberculosis é o0 agente causador de diversas doencas de
cunho veterinario. Entre as mais estudadas estdo a LC, a LU, a PF e a OSD

(KURIA et al., 2001). Uma énfase maior sera dada as duas primeiras.

1.1.4.1. Linfadenite caseosa

Esta doenca ¢é causada pela bactéria Gram positiva C.
pseudotuberculosis biovar ovis, e acomete principalmente caprinos e ovinos em
diversas regibes do globo, sobretudo na Australia, Nova Zelandia, Africa do
Sul, Estados Unidos, Canada e Brasil (DORELLA et al., 2006a; DORELLA,
2009). A LC ocasiona perdas econdmicas devido a baixa na producdo de
alimentos como a carne e leite, a diminuicio do peso dos animais
contaminados, gastos com o tratamento, podendo até ocasionar a morte dos
mesmos e 0 comprometimento da carcaca (SEYFFERT et al., 2010).

A LC é uma doenca infecto contagiosa cronica, caracterizada pela

hipertrofia dos ganglios linfaticos localizados ao longo do corpo do animal,
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sobretudo em pequenos ruminantes. A transmissao do microrganismo entre os
hospedeiros ocorre principalmente pelo contato com animais infectados, sendo
facilitada pela presenca de feridas na pele (DORELLA et al., 2006a). Outras
formas de contagio seriam o contato direto com secrecdes infectadas, por
equipamentos contaminados, como 0s de tosquia, ou mesmo agua, alimentos,
poeiras e banho infectados (RADOSTETS et al., 2000).

Os achados clinicos mais frequentes sédo abcessos nos linfonodos
superficiais e em tecidos subcutaneos, caracterizado pela LC externa que € a
forma mais frequente da doenca. Os linfonodos normalmente acometidos sao
0s submaxilares, pré-escapulares e supra mamarios. A LC visceral, outra forma
da doenca, € caracterizada pela presenca de abcessos internos, principalmente
nos pulmaoes, rins, figado e baco (PIONTKOWSKI e SHIVVERS, 1998). Outras
patologias encontradas seriam a pneumonia crbnica, ataxia e paraplegia,
sintomas presentes quando ha envolvimento sistémico (RADOSTETS et al.,
2000).

A doenca ainda ndo apresenta diagndstico, tratamento ou vacina
eficientes. O diagnéstico comumente utilizado sédo testes sorologicos e
identificagBes bioquimicas e moleculares. Os dois ultimos sdo baseados na
cultura bacteriolégica do material purulento de animais infectados, enquanto o
primeiro utiliza o soro do sangue desses animais. Porém, estes procedimentos
ndo apresentam especificidade e sensibilidade 6timas, além de demandar
tempo (RADOSTETS et al., 2000).

As medidas preventivas sdo utilizadas como forma de controle, e as
mais aplicadas sao o isolamento dos doentes, a higienizacdo dos materiais
cortantes e dos locais que os animais habitam e convivem, e a aplicacdo de
vacinas (WILLIAMSON, 2001). No Brasil, existem algumas vacinas disponiveis
para uso, como a vacina viva atenuada produzida a partir da cepa 1002 da C.
pseudotuberculosis, desenvolvida pela Empresa Baiana de Desenvolvimento
Agricola S.A (EBDA) utilizada em caprinos; e a vacina Biodectin® (Fort Dodge),
utilizada em ovinos, que contém toxoides purificados de Clostridium septicum,
agente etiolégico do edema maligno, Cl. novyi Tipo B (hepatite necrética), Cl.
tetani (tétano), Cl. perfringens tipo D (enterotoxemia) e culturas inativadas de
Cl. chauvoei (carbunculo sintomatico), uma fracdo do C. pseudotuberculosis
(LC) e um anti-helmintico (moxidectina) (PINTO, 2011).



1.1.4.2. Linfangite ulcerativa

Linfangite ulcerativa (LU) é uma doenca mundialmente distribuida, e
afeta, sobretudo equinos, mas que pode atingir bovinos (RADOSTETS et al.,
2000). Ela é considerada moderadamente contagiosa e o indice de mortalidade
é baixo.

Mais de um agente infeccioso ja foi registrado, sendo que C.
pseudotuberculosis € o mais comum, dito como causador da doenca classica
(SINGATHIA et al., 2011). Outros microrganismos reportados como causadores
da doenca séo: C. pyogenes, C. equi, Mannheimia haemolytica, Pseudomonas
aeruginosa, Fusobacterium necrophorum e Streptococcus spp. (ZAVOSHTI et
al., 2009).

A doenca é caracterizada pela infeccdo dos vasos linfaticos dos
membros inferiores, a partir de uma ferida na pele, e pelo desenvolvimento de
abcessos ao longo do corpo (RADOSTETS et al., 2000). Abcessos no peito e
pescoco de equinos também j& foram relatados, assim como letargia, anorexia,
Ulceras em diversas partes do corpo e perda de peso (SINGATHIA et al.,
2011).

Doherr e colaboradores (1998) realizaram estudos epidemioldgicos
sobre doencas em equinos causadas por C. pseudotuberculosis, e concluiram
que a infeccdo ndo estd relacionada com sexo ou acasalamento. Mas
observaram que o ambiente, no qual os animais vivem, a estacdo do ano e a
idade exercem influéncia na contaminacgéo pela bactéria. Segundo os autores,
logo ap6s 0 nascimento os animais estdo protegidos pela imunidade passiva
recebida pela méae, e quando atingem um ano de vida, sua suscetibilidade a
doenca aumenta, 0 que permanece alta até os cinco anos de idade. Apés este
periodo, o risco diminui novamente. Outra possivel explicacdo para a relacao
entre idade e suscetibilidade a doenca pode estar vinculado a outros
elementos, como a permanéncia dos animais em ambientes com um baixo ou
elevado fator de risco, ou seja, locais com higiene precaria, com a presenca de
animais contaminados, ou mesmo, ha presenca de possiveis vetores
(DOHERR et al., 1998).

Diferentes autores sugerem que vetores estejam envolvidos com a

transmissao de doencgas como a LU e PF, entre outras doencas causadas por
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C. pseudotuberculosis (HALL et al., 2001; SELIM, 2001; SPIER et al., 2004).
Segundo uma avaliagéo preliminar realizada por Spier e colaboradores (2004)
os padrbes sazonais de maior incidéncia de sintomas, como abcessos, das
enfermidades supracitadas coincidem com a presenca de PLD na mosca-do-
chifre (Haematobia irritans), na mosca dos estabulos (Stomoxys calcitrans) e
na mosca domeéstica (Musca domestica), o que indica estes insetos como
possiveis vetores. Os resultados obtidos pelos autores sugerem que a bactéria
€ adquirida pelas moscas através do contato direto dessas com a secrecao
purulenta de abcessos dos equinos.

As moscas sao possiveis vetores, mas ndo sao consideradas
reservatérios da bactéria (SPIER et al., 2004). Linhagens de C.
pseudotuberculosis biovar equi sdo capazes de sobreviverem e multiplicarem
em diferentes tipos de solo (arenoso e rochoso), sob diferentes condigbes
ambientais, o que insinua o papel do solo como reservatério (SPIER et al.,
2012).

Muitas pesquisas ja foram realizadas com o intuito de melhor
compreender a doenca, além do hospedeiro e o patdgeno vinculados a ela,
mas muito ainda precisa ser estudado para entender estas e outras relagdes.
Muitos desses estudos envolvem genes especificos, conhecidos como fatores

de viruléncia.

1.1.5. Determinantes de viruléncia

Fatores de viruléncia estdo relacionados com a gravidade das doencas,
sendo envolvidos nos processos de adesao, invasdo e dispersdo do patégeno
no hospedeiro. Os genes, que exercem estas fun¢des, sao induzidos durante a
infeccdo, e 0 mecanismo que 0s ativam ou reprimem estdo muitas vezes
atrelados ao ambiente no qual o patdégeno esta exposto (SCHUMANN, 2007).

Patdgenos intracelulares sdo expostos a condi¢cdes extremas durante
infeccbes, e para sobreviverem necessitam de mecanismos que impecam 0O
seu reconhecimento pelo sistema imune do hospedeiro, € a0 mesmo tempo
permitam sua proliferacdo e permanéncia no ambiente hostil. Caso o resultado
desta interacdo seja a sobrevivéncia do patdgeno, essa evasao por parte do

microrganismo acaba por provocar a doenca no organismo infectado (JIN et al.,
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2010; RAYBOURNE e BUNNING, 1994). De acordo com estes autores, apenas
uma pequena fragdo sobrevive nas fases iniciais da infeccdo, e essa
corresponde aquelas bactérias que demonstraram adaptacdes que permitiram
a sobrevivéncia, por exemplo, dentro dos macréfagos. Estes fazem parte do
sistema fagocitario mononuclear, sendo responsével por proteger o organismo
contra agentes infecciosos, e os fatores de viruléncia possivelmente contribuem
para a manutencdo do microrganismo, nestes ambientes indspitos.

Os determinantes moleculares de viruléncia de C. pseudotuberculosis
sao pouco conhecidos, assim como suas agdes sobre o controle da expresséo
génica (DORELLA et al.,, 2006a; MCKEAN et al., 2007), e por isso, estudos
nesta area sao importantes para melhor caracterizacao e entendimento desses
fatores essenciais para a disseminacéo de doencas.

Estudos anteriores demostraram que a fosfolipase D (PLD), lipideos da
parede celular e o operon fagABC e o gene fagD sao importantes
determinantes de viruléncia em C. pseudotuberculosis (BILLINGTON et al.,
2002; CARNE et al., 1956; WILSON et al., 1995).

Normalmente, os genes envolvidos com a viruléncia dos microrganismos
se encontram em regibes do genoma conhecidas como ilhas de
patogenicidade. Em C. pseudotuberculosis, o gene pld e o operon fagABCD
foram identificados nestas regides, e, além deles, outros genes se destacam
como o0s genes envolvidos no influxo de magnésio (mgtE), ion importante na
adaptacdo a altas temperaturas; fatores sigma extra extracitoplasmaticos,
necessarios na ativacdo e repressdo de genes, em resposta a condicdes
adversas; proteases, como a serina, importantes na adaptacdo do
microrganismo e reestruturacdo do seu proteoma (RUIZ et al., 2011; PINTO,
2011).

1.1.5.1. Fosfolipase D

A exotoxina hemolitica conhecida como fosfolipase D (PLD) é um dos
determinantes de viruléncia mais estudado de C. pseudotuberculosis. O gene
da PLD codifica uma proteina de 31,4 KDa, que esta presente no genoma de
C. pseudotuberculosis em coOpia Unica, em todos os representantes estudados

deste microrganismo, sendo independente do biotipo (SONGER et al., 1988), e
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sua acdo é bastante semelhante a toxina produzida pela aranha marrom
Loxosceles reclusa (BERNHEIMER e CAMPBELL; FORRESTER, 1985). A
toxina pode ser inativada devido a temperaturas elevadas, meio acido (pH
abaixo de 5,0), durante a estocagem ou por acao da formalina (SELIM, 2001).

A PLD apresenta um papel chave nas doencas provocadas por essa
bactéria, sendo capaz de catalisar a dissociacdo da esfingomielina, constituinte
da membrana celular de mamiferos, facilitando assim a dispersao e
sobrevivéncia do patégeno no animal infectado. A dispersdo ocorre
principalmente do local da infec¢do para os linfonodos, onde pode acarretar a
formacao de abcessos (ALVES e OLANDER, 1999; WILLIAMSON, 2001).

Essa proteina age na permeabilidade dos vasos linfaticos e sanguineo,
atuando como (i) hemolisinas com acdo necrosante (HIRSH et al., 2003),
causando lise de eritrécitos (i) exotoxina com acdo dermonecrotica, por
danificar células endoteliais e promover o extravasamento do plasma e acesso
aos vasos linfaticos (SONGER et al., 1988), e (iii) leucotoxina, por causar a
destruicdo de macrofagos (TASHJIAN e CAMPBELL, 1983).

1.1.5.2. Lipidios da parede celular

Os lipideos da parede sdo um dos responsaveis por causar a necrose
nos tecidos celulares adjacentes as células bacterianas, o que induz algumas
das caracteristicas marcantes das doencas, como o inchaco na regido (Dorella
et al., 2006a). Esta propriedade foi observada em estudos com porquinhos-da-
india (JOLLY, 1966), caprinos (JJ e SG, 1983), camundongo (CA e CL, 1983).

Esta capacidade de necrose ocorre devido a resisténcia do patdogeno ao
sistema imune do hospedeiro (BRAITHWAITE et al., 1993). Segundo estes
autores, os lipideos da parede conferem a bactéria a capacidade de resisténcia
a digestdo por enzimas celulares, o que dificulta sua fagocitose. Outra
habilidade conferida por estes lipideos é a de baixa permeabilidade do
envelope celular, oferecendo uma barreira natural contra antibioticos
(PORTEVIN et al., 2004).

Como mencionado anteriormente, um dos componentes da parede
celular de C. pseudotuberculosis sdo os acidos micélicos. Estes sao acidos

graxos de cadeia longa, que auxiliam na estrutura e funcdo da parede, além de
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ser utilizado como caracter morfologico para classificagdo das espécies
(COLLINS et al., 1982a, 1982b; LIU et al., 1996; PORTEVIN et al., 2004).

1.1.5.3. Sistema transporte ABCD de ferro

O operon fagABC e o0 gene fagD sao codificadores de proteinas
importantes no transporte e aquisicdo de ferro (BILLINGTON et al.,, 2002;
DORELLA et al., 2006b). Este operon esta localizado downstream do gene pld
(BILLINGTON et al., 2002; DORELLA, 2009). Outro operon importante em C.
pseudotuberculosis envolvido no transporte e aquisicdo do ferro é o operon
CiuUABCD (CARSON et al., 1999; RUIZ et al., 2011).

O ferro é considerado um elemento essencial para a sobrevivéncia dos
organismos vivos. Isto ocorre, pois esse nutriente é necessario em diversas
fungbes celulares. Uma variedade de enzimas (catalases, citocromos,
nitrogenases) 0 requererem para sua funcionalidade (LITWIN e
CALDERWOOD, 1993). Segundo os autores, devido a insolubilidade deste
composto, 0s microrganismos utilizam diferentes mecanismos para a aquisicéo
do ferro, e estes estdo diretamente ligados com a viruléncia dos patdgenos.

No hospedeiro, C. pseudotuberculosis necessita de fontes alternativas
de ferro, ja que no ambiente o nutriente é escasso, e 0s genes citados no inicio
do tépico suprem essa necessidade. Billington e colaboradores (2002)
analisaram a regido na qual o operon fag estd inserido em C.
pseudotuberculosis, incluindo os genes e as regides intergénicas envolvidas, e
para isso utilizaram o sistema lacZ e mutantes para avaliar a expressao e
caracterizar os componentes envolvidos. Os autores também verificaram a
importancia desse sistema in vivo, uma vez que o mutante do gene fagB
apresentou uma reducdo na capacidade de infecdo e sobrevivéncia no
hospedeiro.

O gene fagA e fagB codificam as proteinas FagA e FagB,
respectivamente. Estudos indicaram que as proteinas s&do hidrofébicas e
apresentam porcentagens altas de similaridade e identidade com as proteinas
FepD e FepG, respectivamente. Estas sdo expressas por Escherichia coli e
fazem parte do sistema enteroquelina, sider6foro de alta afinidade ao ferro
(BILLINGTON et al., 2002).
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O gene fagC codifica a proteina FagC, similar a proteina citoplasmatica
FepC de E. coli. FagC apresenta um dominio transportador ABC, que incluem
sequéncias associadas a ligacdo de ATP (BILLINGTON et al., 2002).

O quarto gene fagD codifica FagD, que é similar a proteina de ligacdo ao
sideroforo-ferro, apresentado dominios conservados da familia e sequéncia de
aminoacidos do complexo ligacdo ao ferro. FagD também possui similaridade
com a suposta proteina FecB de Synechocystis spp., e com a lipoproteina SirA
de Staphylococcus aureus, envolvidas com ligagdo e regulacdo do ferro,
respectivamente (BILLINGTON et al., 2002).

Outro fator avaliado pelos autores foi a regido intergénica entre os genes
fagA e fagD. Nela esta presente uma sequéncia consenso similar ao sitio de
ligacdo de DtxR, proteina reguladora da resposta ao ferro.

Outro trabalho importante envolvendo os genes de aquisigéo de ferro foi
realizado por Dorella e colaboradores (2006b) envolvendo vacinas
recombinantes obtidas pela técnica de mutagénese aleatdria utilizando o
transposon TnFuZ. Um dos mutantes obtidos, denominado CP13, apresenta
uma proteina secretada mutada. Esta esta relacionada ao do sistema de
transporte de ferro, ligada ao operon ciu e uma avaliacao preliminar sugere que
a linhagem é incapaz de sobreviver dentro da célula hospedeira e demonstrou
ser uma candidata vacinal promissora (DORELLA, 2009). Testes in vivo foram
realizados para avaliarem esta hipOtese, e a cepa mutante apresentou
sobrevivéncia reduzida, em camundongos, mas foi capaz de induzir uma
resposta humoral nos animais (RIBEIRO et al., 2014). Segundos os autores, a
mutacdo acarretou a uma atenuacdo de CP13, e apds o desafio, com uma
linhagem virulenta, os camundongos imunizados com CP13 apresentaram uma
taxa de sobrevivéncia de 80%. Estes resultados sugerem CP13 como um
potencial candidato imunogénico.

Como ja comentado, durante a infeccdo o patdbgeno é exposto a
diferentes condi¢cBes de estresse, e os fatores de viruléncia sdo necessarios
para a sobrevivéncia do patdégeno. Algumas dessas condi¢des serdo tratadas a

sequir.
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1.2. Condic¢des de estresse

As bactérias sdo organismos que comumente enfrentam condicbes de
estresse, ou seja, se deparam com situacbes ambientais que nado estéo
habituadas. Para sobreviver a estas alteragbes, como mudancas na
temperatura, pH e osmolaridade, diferentes estratégias sdo aplicadas, como a
sintese de proteinas induzidas por estresse (JAKOB et al., 2007).

Organismos patogénicos, como C. pseudotuberculosis, enfrentam
condicbes de estresse dentro de seus hospedeiros, antes e durante a
fagocitose. Inicialmente, as bactérias sdo expostas a ions célcio extracelular, e
a figura 1 exemplifica as modificacbes que ocorrem durante um processo de
fagocitose, e consequente constituicio do fagossomo/fagolisossomo. Este é
formado apds um fagdécito, como um macrofago, se fundir a particulas
estranhas, como uma bactéria, na tentativa de eliminar a mesma. O
fagolisossomo se forma pela fusdo do fagossomos com lisossomos, organelas
celulares que catalisam digestfes pela atividade de enzimas hidroliticas. Nesta
figura € possivel observar algumas alteracdes importantes como a diminuicao
do pH, crucial para a acao 6tima das enzimas, a presenca de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e intermediarios reativos de nitrogénio, que visam a
eliminacao da bactéria, entre outras particulas estranhas (ANTUNES e MEGID,
2013; CRUVINEL et al., 2010).
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Figura 1: Alteracfes bioquimicas durante fagocitose. Durante a digestao celular no
fagossomo, um pH &cido é necessario para a acdo Otima das enzimas hidroliticas.
Este é mantido pela hidrélise de ATP, e posterior bombeamento dos ions H+ para o
limen. Esta digestéo € possivel pela formacéo do fagolisossomo, juncédo do lisossomo
(representado pela “lisozyma” com o fagossomo. (Adaptado - http://www.uni-
koeln.de/)

Outras modificacBes que ocorrem durante a infeccdo, no hospedeiro,
consistem na elevacdo da temperatura, devido a acdo de citocinas e
mediadores, aumento da pressdo osmatica, pela presenca de solutos no meio
externo e consequente saida de agua, por osmose, do meio interno para o
meio externo.

Neste contexto, 0s estresses acido, térmico e osmotico foram
selecionados com o intuito de verificar a influéncia destas condi¢cdes de

estresse, na resposta bacteriana ao fagolisosso.
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1.2.1. Estresse &cido

Como mencionado anteriormente, o ambiente &cido, dentro do
fagossomo, é importante para a atividade 6tima de enzimas hidroliticas, como
proteases e lipases, assim como a estabilidade das mesmas. Além da
presenca das enzimas digestivas, este ambiente também ameaca a sobrevida
dos patogenos, ao dificultar o metabolismo e causar danos nas
macromoléculas dos mesmos (SATORHELYI, 2005). Segundo Follmann e
colaboradores (2009), o pH apresenta impacto na solubilidade de nutrientes e
oligoelementos, como o ferro, e por todos os motivos supracitados a maioria
das bactérias mantém o pH interno neutro ou alcalino.

Estudos envolvendo resposta aos ambientes &cidos revelaram a
participacdo de diversos processos celulares com o intuito de amenizar os
danos causados e adaptar as bactérias a situacao, a custa de um crescimento
limitado (FOLLMANN et al., 2009).

Satorhelyi (2005), estudando bactérias Gram positivas, avaliou a
resposta dessas a mudanca de pH, e demonstrou que elas utilizavam
estratégias de sobrevivéncia conhecidas como sistema de Tolerancia ao
Estresse Acido (TEA). Este processo adaptativo é responsavel pela
manutencdo da homeostase, e ja foi descrito nas bactérias Listeria
monocytogenes, Lactococcus lactis e Corynebacterium glutamicum (JAKOB et
al., 2007).

C. glutamicum € uma bactéria modelo, devido a sua importancia
biotecnoldgica. Por ser considerada segura, a0 manuseio, este microrganismo
é utilizado como base para estudos mutagénicos, e os resultados obtidos sdo
extrapolados para as bactérias patogénicas pertencentes ao seu género, Como
C. diphtheriae, C. jeikeium e C. pseudotuberculosis (SELETZKY et al., 2006).
Diversos autores reportaram a importancia da adaptacdo de C. glutamicum no
ambiente acido (FOLLMANN et al., 2009; JAKOB et al., 2007; SELETZKY et
al., 2006). Esses observaram que quando 0 microrganismo era exposto a um
pH &cido maior que cinco, e depois exposto a um pH mais baixo, sua
sobrevivéncia e crescimento era maior que quando exposto a um pH menor
que cinco, sem aclimatizacdo. Os autores também ressaltaram que apos atingir

a aclimatizacdo, um numero menor de genes € necessario na sobrevivéncia da
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bactéria na condi¢do &cida, mas mantendo um crescimento baixo. Isto pode ser
explicado devido ao alto gasto energético necessario na manutencdo do pH
interno ideal (JAKOB et al., 2007).

1.2.2. Estresse térmico

A resposta celular contra o estresse térmico € uma das mais estudadas,
e € considerada modelo de andlise da expressdo génica (STEWART et al.,
2002). Essa resposta consiste em uma mudanca transcricional global, que
fundamentalmente foca na expressdo elevada de um conjunto de proteinas
conhecidas como heat-shock proteins (HSP). Estas proteinas sdo conservadas
entre 0s organismos, e muitas delas sdo chaperonas responsaveis pela
protecdo do DNA contra danos e no dobramento de outras proteinas; ou
proteases dependentes de ATP (BARREIRO et al., 2009; EHIRA et al., 2009;
MUFFLER et al., 2002; STEWART et al., 2002). E importante ressaltar que
HSPs também sdo ativadas por mudancas no pH e por estresse oxidativo,
durante o crescimento bacteriano (TRAN et al., 2006).

Em condi¢cdes adversas, as HSPs induzem a transcricdo de genes
relacionados, que podem ser subdivididos em trés categorias: (i) envolvidos no
remodelamento da membrana celular, para a manutencdo das principais
fungdes celulares; (ii) prevencao e eliminagdo das modificagcdes na estrutura do
RNA e DNA (iii) genes envolvidos com geragcdo de energia, assegurando as
respostas dependentes de ATP. (HAN et al., 2005).

A inducdo das HSPs pode ocorrer tanto no patdbgeno como ho
hospedeiro, durante a infeccdo, e um dos mecanismos de estimulo desta
inducdo € o acumulo de peptideos “mal dobrados” (ASEA et al.,, 2000;
NARBERHAUS, 1999). A presenca dessas proteinas, no processo infeccioso,
contribui para o reconhecimento do microrganismo, 0 que auxilia na
manutenc¢ao celular e na resposta imune (ASEA et al., 2000).

Diversos autores estudaram a reacao de C. glutamicum em condicao de
estresse térmico. Muffler e colaboradores (2002) estudaram a expresséo
génica global, utilizando a técnica de shotgun. Enquanto outros pesquisadores
estudaram abordagens protedmicas (BARREIRO et al.,, 2005), ou focaram

proteinas especificas, como HspR e HrcA (BARREIRO et al., 2009), ou
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avaliaram a expressao diferencial, utilizando microarray e técnicas de
mutagénese (EHIRA et al., 2009).

Em C. pseudotuberculosis, biovar ovis, (MCKEAN et al., 2007) avaliaram
a expressao diferencial utilizando microarray e confirmagdo por gRT-PCR.
Nesse estudo, os autores verificaram que os fatores de viruléncia PLD e FagC
estdo reprimidos na situagcdo de estresse, mas outros estudos sdo necessarios
para uma melhor compreensdo desses mecanismos. Outro fator reprimido
importante € o gene fas, que codifica a enzima que sintetiza acidos graxos da
parede celular (fatty acid synthase). Neste caso, na literatura existem estudos
gue enfatizam a necessidade de uma modulagao (fluidez) na membrana, em
reposta a mudancas na temperatura (KREMER et al., 2000). Outra hipétese
seria priorizar a manutencéo e sobrevivéncia celular ao invés do crescimento, e
segundo (MAGNUSON et al., 1993) uma diminuicdo na biossintese de &cidos

graxos implica em uma baixa taxa de crescimento celular.

1.2.3. Estresse osmotico

Em uma situacdo de estresse osmoético, o microrganismo libera
espontaneamente agua para 0 meio, com 0 objetivo de balancear a
osmolaridade entre 0 meio externo e o celular (SKIJERDAL et al., 1995).
Normalmente este fluxo para o ambiente externo ndo é suficiente, e por isso as
bactérias acumulam osmorreguladores (FRANZEL et al., 2010; RONSCH et al.,
2003; SKJERDAL et al., 1996). Osmorreguladores sédo solutos compativeis, ou
seja, solutos que atuam na protecdo de macromoléculas ou células em
condicbes de estresse, como o térmico (altas e baixas temperaturas), o
osmotico, e contra a dessecacdo (COSTA et al., 1998). Segundo os autores,
solutos compativeis apresentam baixo peso molecular, estdo presentes em
uma variedade de microrganismo, sédo sensiveis a altas concentracdes de sais
(inorganicos e orgéanicos), e sado capazes de proteger fungdes celulares. Neste
altimo caso, esta protecdo ocorre sem que haja a necessidade de grandes
modificacdes celulares, ou seja, ocorre de forma rapida e versatil. Dessa forma,
eles sdo considerados mais eficientes, na osmoregulacdo, que ions como
sédio, célcio e potassio. Exemplos desses solutos séo: agucares (sacarose e

trealose); aminoéacidos (prolina, alanina, glutamina); entre outros.

20



O estresse osmotico é bastante estudado em C. glutamicum, devido
tanto a importancia biotecnologica desta bactéria, como por ela
constantemente enfrentar situacdo de estresse osmotico tanto no solo, seu
habitat natural, quanto no processo fermentativo (FRANZEL et al., 2010;
RONSCH et al., 2003; SKJERDAL et al., 1996). Esses autores enfatizaram a
importancia dos osmorreguladores na sobrevivéncia de C. glutamicum, em
ambiente hiper osmatico, ao ressaltar acdo dos solutos no restabelecimento do
crescimento, na protecdo de proteinas globulares e na prevencdo da
plasmdlise, além de observarem que os osmdlitos poderiam ser tanto
sintetizados pela bactéria, como retirados do meio.

Franzel e colaboradores (2010) realizaram estudos do transcriptoma de
C. glutamicum em estresse osmoético e observaram uma alteracdo na
composicdo do envelope celular, apesar da producdo dos acidos micolicos ndo
ser afetada. Outra conclus&o obtida pelos autores foi a auséncia de evidéncias
gue indicam que o estresse oxidativo ocorra em decorréncia ao osmotico, como
observado em Bacillus subtilis (KALINOWSKI et al., 2003), e por esta indugéo
ocorrer no estresse acido, em C. glutamicum (FOLLMANN et al., 2009).

Em decorréncia ao estresse osmoético, a quantidade energética
necessaria para a manutencdo celular aumenta. Isto ocorre devido a uma
juncao de fatores, com a manutencdo do gradiente ibnico da membrana, a
difusdo de ions para o citoplasma, a transcricdo e traducdo de genes
indispensaveis na sobrevivéncia nestas condicbes extremas (VARELA et al.,
2004; VARELA et al., 2003). Os autores também enfatizam que nestas
condicBes a célula prioriza a homeostase, em detrimento ao crescimento, como
mencionado para 0s outros estresses, e por isso, a producédo de biomassa cai,
mas o consumo de substrato e produgéo de CO2 aumentam, com o objetivo de
manter a integridade celular.

A adaptacdo celular a diferentes condigbes ambientais € um processo
importante para a sobrevivéncia do patdgeno, e conhecer a biologia do
microrganismo € importante para entender como 0S mMesSmMOS conseguem
adaptar a estes ambientes. Os estudos gendmicos contribuem na identificacéo
de genes relacionados ao estilo de vida e patogenicidade das bactérias, e este
conhecimento facilita a busca por candidatos a fatores de viruléncia e alvos

vacinais (RUIZ et al., 2011).
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1.3.Genética e Corynebacterium pseudotuberculosis

1.3.1. Projeto Genoma

Inicialmente, estudos envolvendo o genoma eram centrados em genes
individuais ou nos genomas pequenos e repetitivos. Em ambos os casos, 0s
alvos apresentavam alguma importancia econbmica e médica, como por
exemplo, a associacdo com doencas. Isto era devido, principalmente, a
capacidade de resolucéo das técnicas disponiveis na época. E hoje em dia, as
técnicas utilizadas permitem estudos no genoma por completo (KOBOLDT et
al., 2013). Este foi o caso do genoma de C. pseudotuberculosis.

O projeto genoma dessa bactéria teve inicio em 2006, pela Rede
Genoma de Minas Gerais (RGMG), apoiada pela FAPEMIG, e em 2009 o
genoma da linhagem 1002, agente etiologico da LC, foi finalizado. Atualmente
este projeto € apoiado pela Rede Paraense de Gendmica e Protebmica
(RPGP), financiada pela FAPESPA, e 15 linhagens deste patdgeno estao
depositadas no NCBI (National Center for Biotechnology Information
databases), e 28 estdo em processo de finalizacdo (comunicacao pessoal).

O nosso grupo do laboratério de genética celular e molecular (LGCM)
esta envolvido em diferentes linhas de pesquisa com C. pseudotuberculosis,
abordando diferentes enfoques gendmicos, transcriptbmicos e protedmicos,
que visam primeiramente o conhecimento biolégico deste patégeno de grande
importancia veterinaria, conhecimento este que também pode ser extrapolado e
relacionado com outras espécies do género, de importancia médica, veterinaria
e biotecnologica. Outra abordagem € a producdo de vacinas que sejam
eficientes e capazes de proteger os diferentes hospedeiros desta bactéria,
além de kits diagnosticos capazes de identificar a presenca do patdogeno de
forma eficiente e rapida.

Com o advento da tecnologia de nova geragao, o sequenciamento (NGS
— Next Generation Sequencing) de diferentes linhagens bacterianas tornou-se
possivel. E a aplicacdo desta nova tecnologia € uma das grandes responsaveis

pelos trabalhos desenvolvidos pelo LGCM no presente.

22



1.3.2. Tecnologia de Nova Geracgéo

O emprego da tecnologia de nova geracdo gerou um aumento do
namero de genomas sequenciados, de acordo com os dados do NCBI. Este
fato € devido principalmente a rapidez e baixo custo das novas plataformas
comparadas com a de primeira gera¢do, sequenciamento pelo método Sanger
(PRACHI et al., 2013). Esta mudanca no cenario tecnoldgico provocou outros
progressos cientificos, como estudos do transcriptoma, epidemiologicos,
filogenéticos, metagendmica, desenvolvimento de vacinas.

Dentre as novas tecnologias, a plataforma SOLID™ (Applied
Biosystems) foi selecionada para o presente estudo. Esta plataforma foi
utilizada pela primeira vez na América Latina em 2009, no sequenciamento do
transcriptoma de Bacillus antracis (PASSALACQUA et al., 2009), além de ser a
plataforma utilizada no sequenciamento do genoma da linhagem Cp258, foco
deste trabalho (PINTO, 2011). Esta linhagem foi extraida de um cavalo
infectado com LU, na Bélgica, e de acordo com Soares e colaboradores (2013),
este representante do biovar equi possui um conteudo G+C de 52,15%, 12
rRNAs, 49 tRNAs, 2195 genes e 46 pseudogenes.

1.3.2.1. Plataforma SOLIiD™

A plataforma SOLID™ (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and
Detection) foi desenvolvida pela Applied Biosystems e langcada em 2007. Trata-
se de uma NGS de segunda geracdo, que utiliza duas metodologias para a
construcdo da biblioteca (fragmentos ou mate-paired); PCR em emulséo
(emPCR) para amplificacdo; sequenciamento por ligacéo; e leitura da imagem
por fluorescéncia (METZKER, 2010). Neste trabalho focaremos na biblioteca
por fragmentos.

Os fragmentos séo ligados a adaptadores universais e amplificados por
emPCR sobre a superficie de uma esfera (bead), sendo um fragmento por
esfera. Apés a amplificacdo, o material € depositado em laminas de vidro e
seguem para o sequenciador. A reacdo de sequenciamento é catalisada pela
acdo da enzima DNA ligase, através da incorporagdo de sondas marcadas com

fluorescéncias. Dessa forma, duas bases sdo interrogadas simultaneamente
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(dinucleotideos) na sequéncia alvo em uma Unica etapa, seguida da leitura do
sinal e remocdo do fluoroforo antes da incorporacédo do préximo dinucleotideo
(METZKER, 2010).

O resultado da leitura dos sinais fluorescentes gera um cédigo de cores
que € analisado na forma de uma matriz de cores para entdo ser transformado
no tradicional codigo de letras (MARDIS, 2008). Ele usa quatro cores
fluorescentes para codificar 16 combinacdes possiveis entre duas bases (figura
2). Este método de sequenciamento permite interrogar cada base duas vezes,
em ciclos independentes de iniciadores, o que torna possivel diferenciar
verdadeiros polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) de erros de
sequenciamento, além de identificar outras variacbes gendmicas como
insercdes, delecdes e rearranjos estruturais (MAGI et al.,, 2010; METZKER,
2010).
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Figura 2: Matrix de cores da plataforma SOLiD. Cada cor da matrix simboliza duas
bases, de forma que a partir da préxima fluorescéncia é possivel identificar a segunda
base. 2a — Matrix com as 16 combina¢cbes possiveis, dispostas em 4 cores e uma
combinacdo de base de duas a duas. Cada sonda interrogativa é seguida por bases
degeneradas e emitem uma cor especifica. 2b — A partir da sequéncia de cores é
possivel identificar a sequéncia de bases, de forma que cada base da sequéncia
nucleotidica é investigada duas vezes. (2a Adaptado de VOELKERDING et al., 2009;
2b Adaptado de CARVALHO e SILVA, 2010).

Atualmente a plataforma esta na versao 4, porem a versao utilizada no

presente estudo foi a 3 Plus do SOLID™. O sequenciamento desta versao

possui um tempo de corrida de 6 dias, sendo capaz de gerar leituras de
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aproximadamente 50 bases, com um rendimento de 60 Gb (um bilhdo de reads
por corrida) (http://www.appliedbiosystems.com).

A plataforma € utilizada no sequenciamento de genomas e de
transcriptomas. Este sistema permite caracterizar todo o transcriptoma de um
organismo, descobrir novos transcritos, identificar mutacdo, delecéo, insercao e
splicing alternativo (www.appliedbyosystems.com).

Diante das vantagens da plataforma SOLID™, a mesma foi escolhida
para sequenciar o transcriptoma de C. pseudotuberculosis linhagem 258, e
assim verificar os transcritos presentes nas condicfes de estresse &cido,

térmico e osmotico.

1.3.3. Transcriptoma

Transcriptoma é o conjunto de todos os transcritos da célula,
codificantes e ndo-codificantes, de um estagio de desenvolvimento especifico
ou condicao fisioldégica. Entender o transcriptoma € essencial para interpretar
os elementos funcionais do genoma e revelar os constituintes moleculares da
célula, e assim, compreender o desenvolvimento e as doencas (WANG et al.,
2009).

O RNA bacteriano corresponde a cerca de 20% do peso seco nos
procariotos (EVGUENIEVA-HACKENBERG e KLUG, 2011). O estudo do
transcriptoma bacteriano apresenta muitos desafios, ao comparar com 0
eucarioto. Isto ocorre devido ao fato do RNA desses microrganismos nao
apresentar a cauda poliA, e por isso, 0 mesmo nao pode ser isolado por
técnicas moleculares de hibridizacdo, bastante utilizada nos eucariotos (VAN
VLIET, 2010). Outros motivos, segundo o autor, seria a elevada concentragcéo

de rRNAs e tRNAs, e a meia vida curta da molécula (MRNA decay

D

degradacédo) (DEUTSCHER, 2006). No entanto, ao relacionar com o

Q_)/

sequenciamento, o RNA bacteriano é mais simples de analisar, devido
auséncia de introns, splicing alternativo e quantidades menores de dados.
RNA-seq, sequenciamento de transcritos utilizando a tecnologia de nova
geracdo, nos possibilita identificar os transcritos totais produzidos pelo
organismo, em um momento especifico, inclusive 0s raros, que possuem

papeis regulatorios importantes (MARTIN e WANG, 2011). A técnica foi
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descrita pela primeira vez em eucariotos (WILHELM et al., 2008), apresentando
melhorias na resolugcéo de bases Unicas, reducado do ruido de fundo, e melhoria
da sensibilidade, ao comparar com as técnicas de array (GUELL et al., 2011;
WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009). Experimentos envolvendo RNA-seq sao
capazes de elucidar questbes envolvendo o transcriptoma estrutural, o
transcriptoma diferencial e estudos de metagendmica de bactérias néo
cultivaveis. O primeiro foca na arquitetura dos transcritos, ou seja, na
composicdo absoluta dos RNAs e como eles se diferem estruturalmente
(PASSALACQUA et al., 2009). Neste estudo, os autores apontaram que 0S
dados provenientes do RNA-seq bacteriano podem definir a estrutura de
operons, assim como os limites dos transcritos (5’UTR e o sitio de inicio da
transcricdo - TSS), identificar elementos previamente ndo reconhecidos no
genoma, e dessa forma melhorar as anotacoes existentes.

Os transcritos sequenciados por NGS também podem ser utilizados
como método de anotacdo do genoma, como citado anteriormente. A
montagem pode ser realizada utilizando referéncia ou ndo. No ultimo caso,
conhecido como montagem de novo ou ab initio, o alinhamento é feito por
similaridade entre as reads, e 0s softwares que utilizam esta metodologia
podem ser divididos em trés abordagens principais: Overlap-layout-consensus
(OLC); algoritmo guloso; e caminho euleriano (MBANDI et al.,, 2014;
ROBERTSON et al., 2010; ZHANG et al., 2011).

A metodologia utilizada neste trabalho foi o caminho eulariano ou grafo
de Bruijn (figura 3), mais precisamente, o software Velvet (ZERBINO e
BIRNEY, 2008). Este realiza a montagem processando leituras quebradas (k-
mers), de comprimento k pares de base (pb), que representa o tamanho
original da leitura (ROBERTSON et al., 2010).

Zerbino e Birney (2008), com o intuito de manipular o caminho eulariano
de forma eficiente, desenvolveram um conjunto de algoritmos (Velvet). Este
software € capaz de resolver reads curtas geradas em grande quantidade
(como as do NGS), durante a montagem. Desta forma é capaz de resolver
repeticbes e remover erros de maneira eficaz e mais rapida, comparado aos
outros grafos, uma vez que nao requer alinhamento para a par. De acordo com
Robertson e colaboradores (2010), os erros de pareamento do Velvet séo

menores, a0 comparar com as outras abordagens, pois no grafo de Brujin as
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estruturas dos dados sdo baseadas nos k-mers e ndo nas reads, e por isso as
redundancias sao resolvidas, sem afetar o numero de vértices.

Outras terminologias importantes representadas na figura 3 sdo os
vértices (k-mers) e os arcos (k-1). O ultimo simboliza as sobreposi¢cées entre 0s
k-mers, de forma que os vértices de origem (prefixo) e o de destino (sufixo), de
vértices adjacentes, sdo ligados pela mesma sequéncia de sobreposicdo (k-1)
(POP et al., 2002). E segundo os autores, a reconstrucdo da sequéncia

consiste no caminho percorrido todos os arcos, por apenas uma vez (figura 3b).

' ccgg
ccgg

aaccg|—|ccggt

b B H C

A B C D E
o :

A B C D E

Figura 3: Grafo de Bruijin 3a — As reads foram quebradas em k-mers=5. As letras em
cinza simbolizam os prefixos (esquerda) e sufixos (direita) dos vértices, simbolizados
pelos retangulos (k-mers) e a seta representa os arcos (k-1), também identificado
pelas letras pretas (ccgg). 3b — Os retangulos simbolizam os vértices e as curvas 0s
arcos. Cada vértice foi utilizado apenas uma vez para tracar o caminho final da
sequéncia. (2a Adaptado de MILLER et al., 2010; 2b Adaptado de ZERBINO e
BIRNEY, 2008).

As plataformas NGSs geraram uma grande quantidade de dados, e por
isso, a montagem é um grande desafio, mas ferramentas bioinformaticas sao
constantemente desenvolvidas com a finalidade de solucionar este e outros
problemas (ZHANG et al., 2011).

Estudos envolvendo a expressdo diferencial sdo utilizados na

identificacdo de transcritos, em diferentes condicdes ambientais, com o intuito
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de comparar uma situacdo de estresse com a fisioldgica de cultivo. Neste tipo
de estudo é possivel identificar ativacdo e repressao de genes, nas diferentes
condicOes de estresse em que foram submetidos. Estas condicbes simulam o
ambiente no qual os microrganismos estdo expostos, durante uma infeccéo no
hospedeiro, e 0s genes que se sobressaem nestes estudos representam 0s
provaveis alvos de pesquisa mais aprofundadas, ou seja, genes candidatos a
alvos vacinais ou outros estudos biologicos. O conjunto de genes regulados por
uma determinada condicdo ambiental é denominado stimulon (RAMOS et al.,
2001; ZHOU e YANG, 2006).

Um estudo semelhante foi realizado por Pinto e colaboradores (2012)
envolvendo a linhagem 1002 de C. pseudotuberculosis, e o mesmo foi utilizado
como base de comparacdo para os resultados obtidos para a linhagem 258.
Esse e outro estudo envolvendo o transcriptoma de Cpl002 serdo tratados a

seguir, uma vez que auxiliaram a concepc¢ao deste trabalho.

1.3.3.1. Projeto Transcriptoma de C. pseudotuberculosis

C. pseudotuberculosis linhagem 1002 teve seu transcriptoma funcional
analisado (PINTO, 2011; PINTO et al., 2012). Pinto (2011) avaliou o
transcriptoma diferencial, comparando a situacdo controle (BHI), onde a
replicacdo ocorreu em condicdes fisioldgicas, com trés situacdes de estresse
abibticos. Estas mimetizavam o ambiente enfrentado pela bactéria, no
hospedeiro, durante o periodo dentro dos macréfagos, e os trés estresses
selecionados foram o acido (meio BHI suplementado com acido cloridrico), o
térmico (meio BHI na temperatura de 50°C) e o osmdético (meio BHI
suplementado com cloreto de sédio). Neste estudo, a autora apresentou um
trabalho pioneiro no Brasil, que identificou regides transcricionalmente ativas,
em C. pseudotuberculosis 1002, nas diversas condi¢fes testadas. Genes
diferencialmente expressos foram observados, devido a influéncia dos
estresses em cada um desses.

O estresse térmico foi a condicdo que obteve menos genes
diferencialmente expressos, enquanto as condigbes &cida e osmotica

obtiveram praticamente a mesma quantidade, o que indica que logo no inicio

28



da fase log, o microrganismo ativa estes genes com o intuito de sobreviver no
ambiente nocivo. Muitos genes importantes foram identificados, entre eles
alguns relacionados a viruléncia e sobrevivéncia do patdogeno no hospedeiro,
como ahpD, fagD e dps. Estes representam potenciais alvos para tratamento e
producédo de vacinas, e sdo candidatos a serem explorados em estudos futuros
(PINTO, 2011).

Outro estudo envolvendo C. pseudotuberculosis 1002 foi desenvolvido
por Pinto e colaboradores (2012). Neste trabalho foi descrito o software
coreStimulon (CSI), com o intuito de identificar os transcritos compartilhados
entre os stimulons da linhagem. Para isso, primeiramente, foram identificadas
as CDSs (coding sequences), a partir da montagem ab initio dos transcritos
gerados pelo sequenciamento. Depois elas foram adicionadas ao Blast2go, que
associa cada CDS a sua respectiva identidade génica, de acordo com a
anotacdo funcional, via Gene Ontology (GO). E, por fim, o programa CSI
reorganiza os resultados gerados no Blast2go, ou seja, agrupa as CDSs que
fazem parte do mesmo “processo bioldgico”. Desta forma, CSI facilita e
simplifica a visualizacdo dos resultados obtidos pelo Blast2go, e
consequentemente dos possiveis alvos vacinais, que S80 apenas expressos
em determinadas condi¢cdes ambientais (PINTO et al., 2012).

Os autores observaram que 0s genes do core stimulon de C.
pseudotuberculosis estdo envolvidos, em sua maioria, nos processos de “éxido
reducdo”, “divisdo celular, “ciclo celular” e processo “biosintético”, e que os
genes sdo ativados quando o microrganismo estda em um ambiente hostil. Os
resultados obtidos por Pinto e colaboradores (2012) condizem com os obtidos
por (SCHELL, 1993) que sugerem que a bactéria reduz seu crescimento, e ndo
cessa, durante uma condicdo de estresse, 0 que indica ser uma estratégia de
sobrevivéncia.

Este é o primeiro trabalho conduzido da analise transcricional, em
diferentes condicbes de estresse, de um representante do biovar equi. Este
conhecimento sera de grande utilidade para a melhor compreenséo da biologia
deste microrganismo e dos genes transcritos durante as situacdes de estresse.
E futuramente serd possivel tracar medidas necessarias para evitar o contagio
dos hospedeiros, pelo microrganismo, e consequentemente a disseminagao da

doenca. Uma vez que, como previamente mencionado, as vacinas atuais nao
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sao eficazes em todos os animais afetados, principalmente quando se trata de
diferentes biovares. Todas as vacinas disponiveis no mercado, atualmente,
foram produzidas a partir de estudos com o biovar ovis.

Neste contexto, estudos moleculares envolvendo o biovar equi seriam de
extrema importancia para tentar suprir a lacuna existente. A pesquisa basica é
0 primeiro passo para esclarecer muitos dos grandes mistérios e problemas
enfrentados na ciéncia. Um estudo do transcriptoma, por exemplo, é capaz de
identificar fatores relacionados a patogenicidade do microrganismo, aprofundar
o0 conhecimento biologico, bem como sugerir, com uma maior probabilidade,
possiveis candidatos vacinais, kits para diagndéstico ou terapias eficazes contra
doencas, ao identificar genes nos quais a expressdo modifica durante uma
infeccéo.

Diante destas informacdes, é necessario simular in vitro as condicfes
que este patdgeno enfrenta em um processo infeccioso. Assim, os meios &cido,
térmico e osmotico foram selecionados para mimetizar algumas modificacdes
ambientais, que ocorrem dentro do macrofago, durante o processo de
fagocitose, tomando como referéncia os trabalhos de Pinto e colaboradores
(2012) e o de Pinto (2011).
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3. OBJETIVOS

3.1.

3.2.

Objetivo Geral

Identificar os transcritos da linhagem 258 de Corynebacterium
pseudotuberculosis, nas condicbes de cultivo de estresse acido
(pH 5,0), térmico (50°C) e osmatico (2M), que simulam aquelas
enfrentadas durante a infec¢gdo no hospedeiro.

Objetivos Especificos

Avaliar a curva padréo de crescimento de C. pseudotuberculosis;
Caracterizar as CDSs, obtidas pelo sequenciamento e montagem
dos transcritos das diferentes condicdes de cultivo, em “processos
bioldgicos” utilizando os softwares Blast2go e CSI;

Comparar os resultados dos stimulons das trés condi¢cdes de

estresse analisadas com os resultados da condic¢éo fisiolégica;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Linhagem selecionada no estudo

A bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis linhagem 258
(CP003540) foi utilizada como organismo modelo deste trabalho. A mesma
encontra-se armazenada na bacterioteca do Laboratério de Genética Celular e
Molecular (LGCM) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Este
microrganismo € um representante do sorotipo Il (equi) da espécie, e foi isolado
de um cavalo infectado com LU, na Bélgica (SOARES et al., 2013).

4.2. Curvade crescimento dalinhagem 258

Uma coldnia da linhagem 258 selvagem foi isolada a partir de uma placa
de Petri contendo o meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion) Agar sem
antibiéticos e posteriormente foram preparados pré-inéculos de 20 mL de meio
BHI liquido acrescido de Tween® 80 (Sigma-Aldrich) a concentracao final de
0,05%. Apds 24 horas de crescimento em incubadora tipo shaker a 37°C e
160rpm, parte dos cultivos foram re-inoculados (1:100) em 20mL de meio BHI
acrescido de Tween® 80 0,05%, e novamente incubados sob as mesmas
condigbes previamente mencionadas. A cultura foi monitorada através de
leituras de densidade otica (DOsoonm). As medi¢des ocorreram a partir do tempo
zero (apos a diluicdo do pré-inéculo e antes da incubacéo no shaker) até atingir

0 inicio da fase estacionaria, o que ocorreu 14 horas ap6s a inoculagao.

4.3. Cultivo celular de C. pseudotuberculosis em diferentes
condi¢cdes de estresse

As diferentes condi¢cdes de estresse (térmico, osmotico, acido) e a
fisiolégica de crescimento, bem como a escolha da fase inicial de crescimento
exponencial (DOsoonm=0,2), foram determinadas por trabalhos realizados por
Pacheco (2010), Castro (2009) e Pinto (2011). O material obtido para cada
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condicao foi destinado a extragcdo do RNA total, e posterior andlise do pefrfil
transcricional da linhagem 258 de C. pseudotuberculosis, nas situacdes
adversas e no controle.

Um pré-indculo foi diluido para a concentracdo de 1:100, em meio BHI
fresco acrescido de Tween® 80 0,05% e incubado a 37 °C e 160 rpm, até
atingir o inicio da fase exponencial de crescimento (DOsoonm= 0,2). Logo apds
atingir a fase desejada, a cultura foi dividida, em quatro diferentes fracGes de
15mL, e centrifugadas em tubos Falcon 50mL, por 3 minutos a 4000rpm, em
temperatura ambiente.

Apbs a centrifugacdo os sobrenadantes foram descartados e os pellets
ressuspendidos em diferentes condi¢des, que serdo detalhadas a seguir, em

tépicos distintos.

4.3.1. Experimentos na condi¢cdo de estresse térmico

Em um dos tubos, o precipitado bacteriano (detalhado no item acima) foi
ressuspendido em meio BHI acrescido de Tween® 80 0,05% na temperatura
de 50°C e mantido na incubadora tipo shaker por 15 min, a 50°C e 160rpm.
Imediatamente apdés 15 min, foi retirada uma aliquota de 100uL da cultura e
outra com 12mL. A primeira foi destinada a diluicdes seriadas, explicada no
topico 4.4, enquanto a outra aliquota foi destinada a extracdo do RNA,

detalhada no tépico 4.5.

4.3.2. Experimentos na condi¢cdo de estresse osmoético

Um dos precipitados bacterianos (item 4.3) foi ressuspendido com o
meio BHI acrescido de Tween® 80 0,05% contendo 2M de NaCl, e foi mantido
na incubadora tipo shaker por 15 minutos, a 37°C e 160rpm. O procedimento

de diluiches seriadas e extracdo do RNA foi 0 mesmo relatado no item 4.3.1
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4.3.3. Experimentos na condi¢cdo de estresse acido

Um dos precipitados bacterianos (item 4.3.1) foi ressuspendido com o
meio BHI acrescido de Tween® 80 0,05% pH 5,0 (suplementado com HCI) e
mantido na incubadora tipo shaker por 15 minutos, a 37°C e 160rpm. A partir

deste ponto, o procedimento foi 0 mesmo relatado no item 4.3.1.

4.3.4. Experimentos na condig¢&o controle

Um dos precipitados bacterianos (item 4.3.1) foi ressuspendido com o
meio BHI acrescido de Tween® 80 0,05% e mantido na incubadora tipo shaker
por 15 minutos, a 37°C e 160rpm. A partir deste ponto, o procedimento foi o

mesmo relatado no item 4.3.1.

4.4. Diluicao Seriada e plagueamento

Para verificar a viabilidade celular entre as condicfes expostas neste
trabalho, diluicbes seriadas, a partir de 100uL (itens 4.3.1 — 4.3.4) até a
correspondente a 10¢ foram realizadas em 900uL de caldo BHI liquido. As
diluicdes correspondentes a 104, 10° e 10 foram posteriormente plagueadas
para os quatro tratamentos. As placas de Petri foram incubadas em estufa a
37°C até a visualizacdo das coldnias, 0 que corresponde a aproximadamente
48 horas. As UFCs (Unidades Formadoras de Col6nia) para cada réplica, que
corresponde duas por placa/por experimento, foram contadas para analise. Os
dados de viabilidade foram representados com auxilio do software GraphPad

Prism v.5.0.

4.5. Obtencdo do material para extracdo do RNA total

As aliquotas contendo o volume de 12mL (itens 4.3.1 — 4.3.4) foram
retiradas dos tubos de 50mL, distribuidas em tubos de microcentrifugas de 2mL
e centrifugadas por 3 minutos a 14.000rpm. Para cada precipitado bacteriano,

foram adicionados 2mL de RNAlater® (Ambion, EUA), e depois incubados a

34



4°C overnight, para estabilizacdo da atividade transcricional e conservacéo da
integridade do RNA. As amostras foram entdo submetidas a centrifugacédo a
12.000rpm por 5 minutos, seguida de descarte do sobrenadante. Os
precipitados bacterianos estabilizados foram armazenados em freezer -80°C

até o procedimento de extragdo do RNA total.

4.6. Extracdo do RNA total

As culturas estabilizadas com RNAlater® (Ambion, EUA) (item 4.5)
foram submetidas a extracdo de RNA total utilizando o kit comercial
ChargeSwitch® Total RNA Cell (Invitrogen, EUA) seguindo as recomendacgdes
do fabricante com as seguintes adaptacdes: Apos adi¢cdo do tampéao de lise, 0
material foi transferido para tubos de 2mL parcialmente preenchidos por
microesferas de vidro de 1mm de didametro (Bertin Technologies, FR). A lise
mecanica das células foi feita no homogeneizador Prescellys®24, configurado
para agitar os tubos a 6.500rpm por 2 ciclos de 15 s, com intervalo de 30 s
entre estes. As amostras foram entdo centrifugadas por 1 min e o
sobrenadante dos tubos transferido para novo tudo de 2mL e incubadas em
banho seco a 60°C por 15 min seguindo todo protocolo original. Quando
indicado, foram acrescentadas DNase para a eliminagcdo de DNA gendmico
residual. A eluicdo do RNA total presente nas beads magnéticas foi feita com
100uL de agua mili-Q RNase-Free. A quantidade de RNA total obtido foi

avaliada no equipamento Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, EUA).

4.7. Remocé&o do rRNA

Com o objetivo de enriquecer o mRNA presente nas amostras de RNA
total, o kit RiboMinus™ Transcriptome Isolation (Yeast and Bacteria) da
Invitrogen (EUA) foi utilizado para remover o rRNA, seguindo as
recomendacgfes do fabricante. O kit suprime o rRNA através da hibridizacéo
com sondas magnéticas marcadas com biotina e posterior captura destes

complexos por beads magnéticas ligadas a estreptavidina.
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4.8. Sintese e preparo da biblioteca de cDNA

O RNA total apds a deplecéo do rRNA foi utilizado para sintese do cDNA
seguindo o protocolo padrdo do kit SOL/ID™ Total RNA-Seq (Applied
Biosystem, EUA). O material foi quantificado em Qubit® 2.0 Fluorometer
(Invitrogen, EUA).

Resumidamente, apés a remocdo dos RNA ribossomais, o0 RNA foi
fragmentado pela RNAse llI, através de incubacdo em um termociclador a 37°C
por 10 minutos, e interrompida pela adi¢do de 90ul de agua sem nuclease. O
RNA foi concentrado através da precipitacdo por etanol segundo RiboMinus™
Concentration Module (Invitrogen-EUA). Para hibridizacdo com adaptadores e
posterior preparacdo de amplificacdo da biblioteca de cDNA, produzidos por
transcricdo reversa, a partir de adaptadores P1 ligados a extremidade das
moléculas de RNA, conforme protocolo SOLID™ Total RNA-Seq Kit (Applied
Biosystem, EUA). ApOs esta etapa, preparou-se uma eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante 6% para recuperagdo de fragmentos na faixa de
150 a 250 pares de base para amplificacdo do cDNA através de uma PCR. A
amplificacéo foi realizada em um termociclador através de 15 ciclos de 95°C
por 30 segundos, 62°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, sucedidos
por incubacéo a 72°C por 7 minutos. Apos a amplificacdo do cDNA, o material
foi purificado com o kit PureLink™ PCR Micro (Invitrogen, EUA), quantificado
em Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, EUA) e confirmado através de
eletroforese de agarose 2%. As amostras foram entdo ajustadas para uma

concentracéo de 60pg/mL, sugerida para a PCR em emulséo.

4.9. Preparo das microesferas para o sequenciamento

A emPCR em grande escala (150 a 300 milhdes de microesferas de
interesse) utiliza primers complementares aos adaptadores P1 das
microesferas, conforme os frabricantes da Applied Biosystems SOLID™ 3 Plus
System Templated Bead Preparation Guide.

Esta amplificacdo consiste na fase oleosa e aquosa, que sao preparadas

separadamente, e depois ocorre a emulsificacao utilizando o sistema ULTRA-
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TURRAX™ Tube Drive da IKA®, de forma a gerar microgoticulas de fase
aquosa no interior da emulsdo (micro-reatores). Apdés 5 minutos de
emulsificacdo a reacao foi distribuida em placas de 96 pocos e levadas ao
termocilador. A amplificacdo foi realizada em um termociclador através de 40
ciclos de 93°C por 15 segundos, 62°C por 30 segundos e 72°C por 75
segundos, sucedidos de uma extenséo final a 72°C por 7 minutos.

Ao término da reacdo de emulsdo, uma reacdo de enriquecimento foi
feita, onde apenas as microesferas com fragmentos inseridos sdo capturadas.
Em seguida, correu-se a WFA (workflow analysis) onde 15.000.000 dessas
microesferas foram depositadas em laminas e passaram por um ciclo de
ligacdo para avaliacdo de quantidade e qualidade. Com base nesta avaliacéo,
44.000.000 de microesferas foram depositadas para 0 sequenciamento

conforme descricao do fabricante, produzindo leituras de 50 nucleotideos.

4.10. Andlise dos dados

Os dados brutos oriundos do sequenciamento foram convertidos do
formato .csfasta para o formato .fasta, e em seguida foram submetidos ao
montador Velvet versdo 1.2.10 (ZERBINO e BIRNEY, 2008). Para cada um dos
dados brutos, correspondentes a cada condi¢cdo aplicada, uma montagem foi
realizada com os valores de k-mer 27, 29, 31, 33, 35, com 0s parametros
default do Velvet.

Cada uma dessas montagens gerou um arquivo final de contigs, esses
arquivos foram submetidos ao Oases versao 0.2.8 (SCHULZ et al., 2012), onde
foi realizada a montagem dos transcritos. A unido dos resultados dos diferentes
k-mers foi feita e uma nova montagem processada. Esta nova montagem foi
realizada utilizando o kmer 31, junto com o parametro -long do Oases.

Com os transcritos montados, foi realizado um blast local dos transcritos
contra as CDS da referéncia Cp258, além disto, utilizou-se os resultados de
anotacao do Blast2go para as CDS de C. pseudotuberculosis 258.

Os transcritos montados, o resultado do Blast (transcritos Vs CDS) e o
resultado do Blast2go foram utilizados como input para o programa

coreStimulon (CSI). Através do qual foi possivel gerar os graficos e tabelas
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organizados, nas categorias GO de “processo bioldgico”, “componente celular”,
“fungao bioldgica”, no nivel 4. Os relatérios com os transcritos dos “processos
biologicos”, das quatro condicbes analisadas e outro contendo todos os
transcritos com hits no nivel 4, foram analisados e comparados entre si. A
escolha pelo nivel 4 ocorreu devido a presenca de genes relacionados a

resposta aos estresses acido, térmico e osmético.
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5. RESULTADOS

5.1. Curvade crescimento C. pseudotuberculosis 258

A curva de crescimento da linhagem de Corynebacterium
pseudotuberculosis 258 esta representada na figura 4. A densidade 6ptica foi
medida por hora, durante um periodo de 14 horas. O valor escolhido para a
aplicacéo dos estresses foi 0 a DOsoonm = 0,2. Este valor representa o inicio da

fase exponencial.

CURVA DE CRESCIMENTO CP258

2,5

1,5

DENSIDADE OPTICA

0,5

0 2 a4 6 8 10 12 14 16
TEMPO (HORAS)

Figura 4. Curva de crescimento de C. pseudotuberculosis linhagem 258.
Densidade optica de 600 nm (DOeoonm) da condigdo controle de Cp258 medidas
durante 14 horas. Os quadrados indicam os valores da DOgoonm Obtidos a cada hora.

5.2. Avaliacdo da susceptibilidade de C. pseudotuberculosis nas
diferentes condicfes de estresse aplicadas

As condicdes de estresse acido (pH), térmico (50°C), e osmdtico (2M)
foram aplicadas com o objetivo de compreender a reacdo da bactéria, no inicio
da fase exponencial de crescimento. Estes diferentes ambientes abioticos
simulam as condi¢Oes apresentadas pelo hospedeiro no processo infeccioso, e

foram posterioremente comparados a condicéo fisiologica de cultivo. Para isso,
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0s agentes geradores de estresse foram aplicados conforme descrito nos itens
4.3.1; 4.3.2 e 4.3.3. E a susceptibilidade foi avaliada através das diluicdes
seriadas relatadas no item 4.4. Através deste experimento de viabilidade
celular, foi possivel inferir que houve uma reducéo na replicacdo em torno de
36% no estresse acido, 20% no térmico, e 16% no osmotico, quando
comparados ao controle (condicdo fisiologica). Este resultado pode ser
visualizado na figura 5. O valor médio de células viaveis, obtido por condicao,

pode ser melhor visualizado na tabela 1.

Numero de células vidveis em cada condicdo testada

7.9x10%-
f.3x10°<
5.0x10°+
4,0x10°+
3.2x10°-
2.5x10°-
2.0:10%-
1.6x10°-
1.3x10°-

Figura 5: Numero de células viaveis em cada condi¢do testada. Numero de
colbnias obtidas no experimento de viabilidade celular. Pode-se observar uma redugéo
na replicacdo em torno de 36% no estresse acido, 20% no térmico, e 16% no

osmatico, em relacdo ao controle.

Numero de células viaveis em cada condi¢cao testada

TERMICO OSMOTICO ACIDO
CONTROLE 6,6 X 107 6,34 X 107 4,78 X 107
ESTRESSE 5,37 X 107 5,3 X 107 3,045 X 107

Tabela 1: Média obtida por condicdao. Comparacédo da média obtida pelos controles

e cada estresse.
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5.3. Extragdo do RNA total de C. pseudotuberculosis

O RNA total foi obtido de acordo com a metodologia exposta no item 4.6.
A integridade do RNA total e a remogédo do DNA via tratamento com DNAse,
podem ser observados na figura 6. As duas bandas nitidas presentes no gel

representam os RNAs ribossomais 23S, 16S e 5S, respectivamente.

pH 2M C 50°C

4 23S
«16S

5S

Figura 6: RNA extraido apds tratamento com DNAse. Para a extracdo do RNA
bacteriano foi utilizado o kit comercial da Invitrogen. Apos a extragcdo do RNA das
condi¢bes &cida (pH), osmoética (2M), controle (C) e térmico (50°C), um gel de agarose
foi realizado para verificar a integridade e presenca do material biolégico e é possivel

verificar a presenca das bandas de rRNA 23S e 16S.

Ap0s a deplecao (descrita no item 4.7), a banda correspondente ao 16S
ainda pode ser visualizada nitidamente, enquanto uma maior quantidade do
rRNA 23S foi removido (figura 7). Através deste resultado, foi confirmado a
remocao dos rRNASs, e devido ao fato do kit utilizado garantir uma remocéao de
95%, uma quantidade significativa dos ribossomais ainda € esperada. Isto por
que, como mencionado anteriormente, 0s mesmos correspondem a cerca de
80% dos transcritos de uma célula (WESTERMANN et al., 2012).
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2M 50°C pH C

Figura 7: RNA extraido ap6s remocgao dos rRNAs. Apos a deplecédo dos rRNAs é
possivel verificar a diminuicdo da quantidade inicial de ribossomais, mas como o kit
ndo garante 100%, ainda € possivel verificar a presenca da banda correspondente ao
16S. Condigbes acida (pH), osmotica (2M), controle (C) e térmica (50°C).

5.4. Processamento dos dados do SOLID™

Ap6s a remocgdo dos ribossomais, os materiais bioldégicos foram
preparados para 0 sequenciamento, utilizando kits comerciais para a
plataforma SOLID™. Os dados brutos do sequenciamento foram utilizados na
montagem com o software Velvet. O numero total de reads e bases obtidas
para cada condicdo estdo na tabela 2. Dentre esses, a condicdo térmica foi a

mais representada, entre os estresses.

TOTAL DE READS TOTAL DE
READS MAPEADAS BASES
pH 14.301.057 11.851.744 715.052.850
50°C 18.240.660 6.822.076 912.033.000
2M 12.259.780 1.182.943 612.989.000
C 22.766.509 15.271.603 1.138.325.450

Tabela 2: Dados brutos do sequenciamento. Condi¢des &cida (pH), térmica (50°C),
osmatica (2M), e controle (C).
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No final da montagem dos transcritos, os arquivos gerados foram
submetidos ao Blast e ao Blast2go (nivel 4) para posterior organizacdo dos
processos biolégicos no software CSI.

Os valores de N50 o numero de bases e de contigs obtidos, e os
tamanhos do maior e do menor contig (sequéncias contiguas) foram
representados na tabela 3, para as condi¢cdes acida (pH), térmica (50°C),
osmotica (2M) e controle (C), e séo indicativos da qualidade da montagem
(MILLER et al., 2010). N50 representa o tamanho da menor sequéncia de um
conjunto de contigs, que contém o menor nimero de contigs cujos tamanhos
somados representam 50% da montagem. A alta cobertura € atingida quando a
montagem apresenta um numero baixo de contigs, um alto valor de N50, e

consequentemente, um valor alto do tamanho do maior contig.

MAIOR MENOR NUMERO

NS0 CONTIG CONTIG DECONTIGS BASES

oH 156 2.001 100 3.465 564.280
50°C | 135 1.047 100 1.853 270.398
oM 121 353 100 186 23.927
C 155 1.139 100 4.891 786.749

Tabela 3: Pardmetros da montagem: Condi¢des acida (pH), térmica (50°C),
osmdtica (2M) e controle (C)

5.5. Andlise dos softwares Blast, Blast2go e CSI

Apds os dados serem processados pelos softwares Blast, Blast2go e
CSl, foi possivel gerar os graficos dos “processos biologicos” de cada
condigcdo, os quais estdo plotados abaixo, e as listas contendo as respectivas
CDSs pertencentes a cada processo estdo em anexo. Através desses
resultados foi possivel caracterizar os stimulons acido, térmico e osmoético de
C. pseudotuberculosis linhagem 258, e neste tépico os stimulons seréo
abordados, de forma geral, focando nas principais caracteristicas obtidas.

O numero de transcritos representados em cada condicéo foi comparado

com os dados obtidos na condicéo fisiologica de cultivo, e em todas as trés
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condicbes adversas houve uma queda na quantidade de transcritos
representados, demonstrando uma reducéo da viabilidade da bactéria.

E importante ressaltar que muitos dos genes representados nos
stimulons ou estdo presentes somente no(s) estresse(s) ou somente na
condicao fisiolégica, o que indica um perfil diferenciado entre as condi¢ées.
Diante disso, uma comparacao entre as quatro condi¢cfes testadas também foi

realizada, utilizado o grafico de Venn.

5.5.1. Stimulon &cido

Na condicdo acida (figura 8) obteve-se 102 CDSs, sendo 43 do processo
de “Oxido reducéo”. Outras categorias marcantes foram a de “transporte” (15
CDSs), “divisédo celular” e “ciclo celular” (12 CDSs cada), “resposta ao choque
térmico” (2 CDSs) e ‘resposta ao estresse oxidativo” (2 CDSs). A lista contendo
todas as CDSs transcritas nesta condicdo e que foram catalogadas pelo

Blast2go nivel 4 na categoria GO “processo biol6gico” estdo no anexo A.

45 -
40-
35-
30-
25-

20 -

0_

M oxidation-reduction process M transport [ cell division  cell cycle M carbohydrate metabolic process
electron transport chain | one-carbon metabolic process M response to heat
M response to oxidative stress M cellular carbohydrate metabolic process M chromosome segregation

organic acid metabolic process B phosphorus metabolic process M carbon fixation

Figura 8: Gene Ontology por processo biolégico (nivel 4) - Stimulon &cido.

Processos biolégicos representados na legenda estdo na mesma ordem do gréfico.
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Este stimulon foi o mais representado entre os estresses abidticos,
exibindo cerca de 62% dos transcritos obtidos pelo Blast2GO nivel 4 (anexo E).
O processo de “Oxido reducao” foi o que apresentou mais transcritos, e exibiu
uma queda de 32%, na quantidade de CDSs, em relacéo a condic¢ao fisiologica
(anexo D). Apesar desta diminuicdo, um nuamero significativo de genes foi
transcrito, sendo que muitos dos que possivelmente foram totalmente
reprimidos, ou seja, ndo foram representados nesta condicdo mas estao
presentes no controle, possuem funcdes sobrepostas ou estdo envolvidos com
outros estresses.

Os dois genes descritos no processo de “resposta ao estresse oxidativo”
estdo descritos no stimulon &cido. Este resultado confirma os dados de
Follmann e colaboradores (2009), que observaram que 0 estresse acido
estimula a presenca de genes envolvidos na resposta oxidativa.

As CDSs envolvidas no processo de ‘resposta ao choque térmico”
também estdo presentes neste stimulon, e como ja& mencionado, HSPs também
sdo ativadas em resposta as alteracdes de pH (TRAN et al., 2006). Esses
genes codificam chaperonas importantes no (re)dobramento de proteinas, e
considerando que a solubilidade de diferentes compostos é afetada, em pH
elevado, a acdo dessas enzimas é de extrema importancia para a viabilidade
celular.

Os genes envolvidos nos processos de “ciclo celular” e “divisdo celular”
foram menos expressos em pH &cido, ao comparar com a condicao fisioldgica
(anexoD), havendo uma queda de cerca de 30%, em ambos. Este resultado ja
era esperado, uma vez que houve uma diminuicdo na replicacdo celular nesta
condicdo, segundo os dados obtidos de contagem de colénias. O que é
reforcado pela queda de 20% das CDSs envolvidas nos processos
metabdlicos, no estresse acido, comparado a condigéo fisiologica (anexoD).

Na resposta diante desse estresse, C. pseudotuberculosis linhagem 258,
demonstrou ter uma defesa eficiente, uma vez que ativou diferentes genes
envolvidos na resposta ao estresse, mas ao considerar os resultados da
avaliacdo da susceptibilidade (item 5.3), 0 estresse acido apresentou a maior
gqueda do numero de colbnias obtidas, comparado aos outros estresses
aplicados. Possivelmente, para sobreviver a esta condi¢cdo, a bactéria diminui

seu crescimento e ativa a expressado de genes relacionados ao escape, outro
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fato que pode ter contribuido para o numero de transcritos foi a alta cobertura
obtida ap6s a montagem.

5.5.2. Stimulon térmico

O stimulon térmico (figura 9) exibiu 82 CDSs, sendo 38 do processo de
“0xido reducdo”. Este stimulon também apresentou CDSs envolvidas no
processo de “resposta ao choque térmico” (3), “transporte” (16), “divisdo
celular” e “ciclo celular” (7 e 4, respectivamente). A lista com os transcritos do

stimulon estdo no anexo B.

37,5-
35,0-
32,5-
30,0 -
27,5-
25,0 -
22,5~
20,0 -
17,5-
15,0 -
12,5-
10,0 -

7.5~

5,0-

2,5-

0,0-

W oxidation-reduction process M transport [ cell division  one-carbon metabolic process M cell cycle
electron transport chain response to heat M carbohydrate metabolic process

M cellular carbohydrate metabolic process B organic acid metabolic process
M phosphorus metabolic process [ carbon fixation

Figura 9: Gene Ontology por processo biolégico (nivel 4) - Stimulon térmico.

Processos bioldgicos representados na legenda estdo na mesma ordem do gréfico.

Neste estudo, o stimulon térmico foi marcado pela presenca de HSPs,
que de forma geral, compdem o centro da resposta a alta temperatura. Muitos
genes sao regulados por elas, de forma direta ou indireta, além de serem
importantes na manutencdo das fungbes de proteinas (WEIBEZAHN et al.,
2004).
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Os resultados deste estudo concordam com os de Han e colaboradores
(2005), no que diz respeito aos processos induzidos e totalmente reprimidos,
em resposta ao estresse térmico. Ao considerar todos 0Ss processos
metabolicos presente no stimulon, observou-se uma queda de 33% das CDSs,
ao comparar com a condicao fisioldgica (anexo D), e esta queda sobe para
58% considerando somente o processo de “biossintese de carboidratos”. Em
outros processos, como “divisdo celular” e “ciclo celular’, a queda no namero
de transcritos é de 59% e 72%, respectivamente, comparada a condicéo
fisiologica (anexoD). Esses resultados condizem com a diminuicdo da
replicacdo de C. pseudotuberculosis linhagem 258, na condicdo térmica, e
provavelmente os esforcos, que foram gastos nestes processos, na condicdo
fisiolégica (anexo D), foram relocados para funcdes que visam a sobrevivéncia
da bactéria.

Todas as CDSs relacionadas ao processo de “resposta ao choque
térmico”, obtidos neste trabalho (anexo E), foram transcritas neste stimulon.
Dos trés genes envolvidos no processo de “resposta ao choque térmico”,
apenas dois estdo presentes na condicdo fisiologica. Outros estudos serdo
necessarios para verificar a expressao diferencial destes genes, e assim indicar
se houve uma inducao ou repressdo dos mesmos, na condicdo térmica.

Em relacdo aos processos de “Oxido reducdo”, houve uma queda de
40%, em relacdo aos transcritos obtidos na condicao fisiolégica (anexo D). Este
processo foi o0 mais representado do stimulon térmico, assim como ocorreu no
stimulon acido. Também foi observado que muitos dos genes ausentes nesta
condicdo, mas presentes nas demais, possuem funcdes sobrepostas a outros
genes descritos neste stimulon, outro ponto em comum em relacdo a este
processo nos stimulons acido e térmico.

Genes importantes, envolvidos principalmente no processo de “Oxido
reducao”, estdo presentes neste estresse, estes estdo envolvidos na protecao
do microrganismo contra ROS, biossintese da parede, aquisicdo de ferro.
Estudos especificos serdo necessarios para melhor compreender a dinamica
do stimulon e principalmente de alguns genes que serdo descritos neste

trabalho.
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5.5.3. Stimulon osmaético

O stimulon osmotico (figura 10) apresentou 12 CDSs, sendo que metade
corresponde ao processo de “Oxido reducdo”. Os outros processos
caracterizados foram “divisdo celular’, processo “metabdlico de &cidos

organicos”, “transporte”, “ciclo celular” e processo “metabdlico de um-carbono”,

e. O anexo C contém todos os transcritos presentes neste stimulon.

6,0 -
5,5 -
5,0 -
4,5-
4,0-
35-
3,0-
2,5-
2,0-
15-
N
05-
0,0-

W oxidation-reduction process M cell division [ organic acid metabolic process  transport M cell cycle
one-carbon metabolic process

Figura 10: Gene Ontology por processo bioldgico (nivel 4) - Stimulon osmaético.

Processos biolégicos representados na legenda estdo na mesma ordem do gréfico.

Este stimulon foi 0 menos representado entre os estresses, com um total
de doze transcritos. Metade desses estdo no processo de “éxido reducédo”,
simbolizando uma queda de cerca de 90%, em relacdo a condicao fisioldgica.
Dois genes estao presentes no processo de “divisdo celular”, e um no “ciclo
celular”, demonstrando uma queda de 88% e 93%, respectivamente, em
relacdo a condicao fisiolégica. Os genes envolvidos nos processos metabodlicos
também foram pouco expressos, havendo uma queda de 87%, em relacédo a
condicao fisiolbgica.

Os resultados expostos neste estudo indicam que o estresse osmotico é
danoso a esta linhagem, uma vez que poucos genes de resposta ao estresse
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foram ativados. Porém, ndo se descarta a possibilidade de erro técnico,
durante a montagem do experimento, e por isso se faz necessario a repeticdo

do experimento em pesquisas futuras.

5.5.4. Comparacdao entre os estresses

Todos os transcritos relacionados com a categoria GO “processo
bioldgico” foram plotados no grafico de Venn, separadas pelas condi¢gbes que
foram transcritas (figura 11). De acordo com os resultados demostrados na
figura 11, podemos destacar os transcritos obtidos somente nas condi¢des de
estresse &cido, térmico e osmotico (12, 6 e 0, respectivamente); e os obtidos
em duas ou mais condi¢cdes de estresse, como 0s 5 transcritos representados

nas condicbes acida e térmica, e 1 transcrito presente nas trés condicdes de

estresse.
Condigio fisiologica
31
50°C + pH 5
3
CF+50°C + 2M
33
a2 +pH
Estresse Estresse
acido térmico
12 | 6
0 0
CF + pH + 2M 4
4 0
o CF +50°C + 2M
Estresse osmdtico

Figura 11: Grafico de Venn contendo todos os transcritos relacionadoscom a
categoria GO “processo biolégico” (nivel 4) separados por condicdo. Os valores
representados no grafico simbolizam o numero de transcritos obtidos em cada ou
conjunto de condicdes de estresse testadas (acida, térmica e osmética) e a condicao
fisiologica de cultivo.
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6. DISCUSSAO

Corynebacterium pseudotuberculosis, assim como qualquer outro
patogeno intracelular, modifica a expressao de seus genes durante a infeccao.
Isto por que, as condicbes ambientais nas quais 0 organismo esta exposto
mudam radicalmente. Com o intuito de eliminar o organismo estranho, o
sistema imune do hospedeiro ataca o invasor, o que ocorre principalmente
através dos macréfagos. Dentro do fagolissomo (bactéria + macrofago +
lisossomo), o ambiente celular € considerado inospito para a bactéria, e por
isso, uma variedade de genes sdo ativados, com o0 objetivo de diminuir os
danos, e garantir a sobrevivéncia do patégeno (HAN et al., 2005).

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo identificar os transcritos
gerados a partir das metodologias de RNA-seq, montagem ab initio e blast.
Uma andlise de presenca e auséncia dos transcritos de C. pseudotuberculosis
linhagem 258, expressos no inicio da fase exponencial de crescimento
(DOsoonm= 0,2), foi realizada em condi¢des simuladas de estresses abibticos e
condicdo fisiolégica. Os estresses acido, térmico e osmoético foram
selecionados por terem sido estudados na linhagem 1002 da espécie C.
pseudotuberculosis, e por serem condi¢cdes bastante estudadas, que ocorrem
no fagolisossomo, durante a infeccao pela bactéria.

Entre os genes ativados pela bactéria, durante a fagocitose, destacam
os codificadores das proteinas relacionados com fatores de viruléncia, como a
PLD, lipidios da parede, genes envolvidos com transporte de ferro, além das
HSPs.

Alguns genes induzidos, nas condicdes de estresse, também sao
transcritos na condicdo fisiolégica de cultivo. E este fato ndo diminui a
possibilidade de serem fatores de viruléncia ou estarem envolvidos em
processos responsaveis pela manutencdo da bactéria no meio. Os genes
envolvidos, por exemplo, com a resposta ao estresse térmico, sao transcritos,
de forma basal, como método preventivo (GOPHNA e RON, 2003).

Em nosso estudo também observamos transcritos que possivelmente
Sao essenciais para a sobrevivéncia tanto em condi¢des de estresse como na

condicao fisiolégica, como os envolvidos na sintese da parede celular e na
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protecdo contra ROS. No geral, entre os resultados obtidos pelo Blast2go e
organizados pelo CSI, os processos de “Oxido reducdo”, “transporte”, “divisdo
celular’ e “ciclo celular” foram os mais representados, ou seja, agueles que
obtiveram o0 maior nimero de genes envolvidos na resposta contra a
perturbacdo ambiental. Outros processos importantes que podemos ressaltar
seriam os de “resposta aos estresses oxidativo” e “resposta ao choque
térmico”.

Todos os transcritos, selecionados por este trabalho, estdo descritos nas
figuras 8, 9 e 10, e aqueles que apresentaram maior relevancia para a
sobrevivéncia do microrganismo serdo discutidos e relacionados.
Primeiramente, alguns genes relacionados serdo tratados, e apesar dos
transcritos integrarem processos diferentes, serdo discutidos em conjunto, pois
compdem uma cascata de eventos, durante a resposta ao estresse. Dois casos
serdo tratados no topico de “genes envolvidos em uma mesma rede de
regulacdo”, e esta separacdo foi realizada para facilitar a compreensdo do
vinculo existente entre as chaperonas e genes regulados por elas; e também a
relagdo dos transcritos envolvidos na sintese e transporte da glicina betaina,
um osmoprotetor. E, para finalizar, os transcritos obtidos pelo Blast2go (anexo
E) serdo discutidos, dentro do processo que foram designados, exceto agueles
tratados no caso anterior.

Com o intuito de comparar as respostas ao estresse, dos dois biovares
de C. pseudotuberculosis, os resultados deste estudo serdo comparados com o

trabalho de Pinto e colaboradores (2012).

6.1. Genes envolvidos em uma mesma rede de regulacao

Neste tdpico, como mencionado acima, serdo retratados os genes que
apesar de estarem em processos diferentes, eles se interagem fisicamente ou
em cascata de reacdes, para atingirem objetivos em comum.

Dois subtopicos sdo expostos. O primeiro descreve a acdo de
chaperonas e genes regulados por elas. Os genes envolvidos codificam HSPs
que se interagem, tanto nas condi¢cdes de estresse como na fisioldgica, para

diminuirem os danos causados pelo ambiente ou na manutencdo e prevencao

51



das atividades celulares. Estes transcritos estdo presentes nos processos de
“Oxido reducao” e “resposta ao choque térmico”.

O segundo caso detalha um grupo de enzimas envolvidas na sintese de
glicina betaina, um soluto compativel importante na resposta ao estresse.
Genes envolvidos no transporte de precursores auxiliam desidrogenases, do

processo “Oxido reducgdo”, na diminuicéo dos efeitos toxicos dos estresses.

6.1.1. Chaperonas e genes regulados

Chaperonas séo proteinas que auxiliam o dobramento protéico, através
da hidrélise de ATP, e caso ndo atinjam a configuracdo correta, a proteina €
encaminhada a destruicdo (BUKAU et al., 2000). Entre as mais estudadas esta
a DnaK (Cp258 1915) também conhecida como Hsp70 (heat shock protein 70).
Esta proteina interage diretamente com outras quadro chaperonas Dnal
(Cp258_1534), GrpE (Cp258 1914), ClpB (Cp1889) e cofator 1 (Cp1913); e
também com a proteina HspR (Cp258_1912) (SCHRODER et al., 1993). As
dltimas duas foram transcritas nas condi¢cdes &cidalfisiolégica e &cida,
respectivamente, e pelos dados do Blast2go foram representadas no processo
bioldgico “resposta ao estresse”, no nivel 3 (anexo F). Como mencionado, a
escolha do nivel 4 ocorreu pela presenca massiva de genes e processos
relacionados com os estresses, mas 0 nivel de detalhamento dos processos
biolégicos ndo permitiu que as proteinas GrpE e HspR fossem retratadas no
nivel 4. No entanto, como h& uma interagdo com genes reportados nesta
sessdo, e por serem consideradas relevantes ao trabalho, elas foram
consideradas e serdo discutidas neste topico.

As chaperonas sao subdivididas em dois tipos: holder e folder (MOGK et
al., 1999). As do primeiro caso previnem a agregacdo e mal dobramento de
proteinas, enquanto as do segundo auxiliam no dobramento de proteinas
recém sintetizadas e no redobramento das que sofreram alteragcdes, e por isso
estdo mal dobradas. A DnaK € a principal holder citosolica, em bactérias,
dissolvendo agregados de RNA polimerase e DnaA, mas também age como
folder, em um sistema bi-chaperona com CIlpB (MOGK et al., 1999;
WEIBEZAHN et al., 2004; ZOLKIEWSKI, 1999). Mogk e colaboradores (1999)
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identificaram que diferentes proteinas sdo protegidas pela DnaK, em altas
temperaturas, e estas basicamente estdo envolvidas na divisédo celular, na
transcricdo e traducdo. Os autores também observaram que durante esta
condicdo ha uma diminuicdo na sintese de proteinas, e consequentemente
aumentando o numero de chaperonas disponiveis para a prevengdo e
redobramento de proteinas. A presenc¢a massiva de proteinas mal dobradas é
danosa a célula, e leva a morte celular, devido aos efeitos toxicos das mesmas
nas funcbes celulares e formacdo de agregados entre as proteinas,
ocasionando a perda da funcdo (WEIBEZAHN et al., 2004). E segundos os
autores, a degradacdo destes agregados nao € suficiente para garantir a
sobrevivéncia, e que a acdo das proteinas envolvidas na solubilizacéo,
redobramento e consequente reativacdo destas proteinas sdo preferidas a
acao das proteases.

ClpB €& o componente central na solubilizacdo, para posterior
redobramento, fungéo favorecida in vivo. Ela age em conjunto com a Dnak,
DnalJ e GrpE, e possivelmente também atuam impedindo que as proteinas
recém dissociadas se associem novamente (WEIBEZAHN et al., 2004). Na
auséncia das proteinas citadas acima, GroEL e GroES assumem como
chaperonas principais e promovem a quebra dos agregados, o dobramento e
redobramento de proteinas (MOGK et al.,, 1999). Essas funcbes ficam
comprometidas ou ndo ocorrem em condicbes de estresse térmico (44°C e
50°C, respectivamente), provocando uma morte celular mais rapida
(MOTOHASHI et al., 1999).

A proteina HspR é uma reguladora negativa, na resposta ao estresse
térmico, e em muitas bactérias ela juntamente com DnaK, Dnal e GrpE
constituem um operon (EHIRA et al., 2009). Os autores também identificaram
que, em C. glutamicum, HspR regula negativamente seu préprio operon e o
operon ClpB, pela ligacdo na sequéncia HAIR (HspR-associated inverted
repeat) presente na regido promotora. Este sistema HspR/HAIR apresenta uma
relacéo repressor/operador em uma variedade de bactérias (ANDERSEN et al.,
2005). Sob condicbes de estresse ambiental, o complexo HspR e DnaK se
desfaz, pois a ultima é requerida para o dobramento das proteinas afetadas.

HspR também pode ser relacionada a sensibilidade ao oxigénio, além de

ser importante na invasdo e adesdo, por afetar genes relacionados a
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mobilidade de Campylobacter jejuni (ANDERSEN et al., 2005). Os autores
também observaram a importancia desse gene em altas temperaturas, pois
guando mutado a bactéria ndo formou col6nias na condicao de 44°C. O mesmo
nao foi constatado, em estudos com M. tuberculosis, pois o mutante
demonstrou ser mais resistente a altas temperaturas que a linhagem selvagem
(STEWART et al, 2001). Neste trabalho, os autores identificaram que a
expressao elevada tanto de HspR como de DnaK possuem um efeito danoso a
bactéria, e auxilia 0 hospedeiro a identificar e eliminar o patégeno.

Outra cheperona descrita neste trabalho foi o cafator 1, mas pelos dados
da literatura ndo foi possivel identificar uma fungéo especifica a esta proteina,
apenas que sua presenca intensifica a acdo de outras chaperonas, como a
DnaK, e por isso sua presenca se deve, provavelmente, a presenca de
proteinas “mal dobradas” devido a agdo dos agentes de estresse (DEMAND et
al, 1998).

Neste estudo, com excecdo de GrpE e HspR todas as demais
chaperonas agem na condicao de estresse térmico, e todas, com excessao do
cofator 1, sdo transcritas durante o estresse acido. Isso demostra a importancia
destes complexos na resposta ao estresse. Como mencionado anteriormente,
o estresse acido afeta a solubilidade de diversos compostos e por isso a acao
de chaperonas € de extrema importancia para a manutencdo da homeostase.
O mesmo pode ser dito sobre o estresse térmico, mas a auséncia de
transcritos dos genes grpE e hspR pode ser explicada ou pela presenca de
proteinas que sobrepdem suas func¢des, ou por ndo serem essenciais para a
sobrevivéncia do patdgeno neste estresse. Stewart e colaboradores (2001) ja
demonstraram que a acdo de HspR nédo é primordial para M. tuberculosis, em
altas temperaturas, e em condi¢cdes extremas a energia e esforcos celulares
precisam ser direcionados para a sobrevivéncia no hospedeiro.

Em C. pseudotuberculosis linhagem 1002 apenas o0s transcritos
referentes a DnaK e GrpE foram representados, e ambos estdo presentes em
todos os estresses. Os dados obtidos por Pinto e colaboradores (2012) e os
resultados apresentados neste trabalho sugerem a importancia dos mesmos
para a viabilidade e patogenicidade na espécie. Estudos de expressao
diferencial e mutacionais auxiliariam o melhor entendimento das HSPs, assim

como a acdo dos mesmos durante um processo infeccioso.
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6.1.2. Aquisicao de glicina betaina como osmoprotetor

O aumento da osmolaridade no ambiente externo possui um efeito
negativo na proliferacdo do patégeno no hospedeiro. Para a manutencédo do
turgor celular, devido a pressdo externa, o organismo utiliza de mecanismos
(regulons contra estresse) para diminuir esta pressao e também a perda de
agua (SKJERDAL et al., 1995, 1996; WHATMORE et al., 1990). O combate ao
estresse foi estudado em B. subtilis, e ocorre em via de trés passos (BOCH et
al., 1996). O primeiro esta relacionado a aquisicdo de ions potassio, mas em
altas concentracdes este ion é danoso a célula, e por isso outros mecanismos
também séo necessarios (WHATMORE e REED, 1990).

Os passos subsequentes estdo relacionados ao conceito de solutos
compativeis, introduzidos anteriormente. Como mencionado eles atuam na
protecdo dos componentes celulares, além da manutencdo do turgor celular,
sob todas as trés condicbes de estresse aplicadas neste estudo (osmdtico,
térmico e acido) (COSTA et al., 1998). O segundo passo para combater o
estresse € o acumulo de prolina, um osmoprotetor, cujo acumulo pode ocorre
via sintese ou transporte (WHATMORE et al., 1990).

A terceira resposta € o acumulo de glicina betaina, um potente soluto
compativel utilizado por diversas bactérias e eucariotos (BOCH et al., 1997).
Segundo estes autores, seu acumulo ocorre via sintese, que sucede via
transporte de um de seus precursores e posterior acdo das enzimas envolvidas
na sintese; ou transporte direto do osmoprotetor. Altas concentracdes de
glicina betaina pouco afeta sua sintese ou transporte, mas € estimulada pela
presenca de colina (precursor) e pelas condicbes do meio (BOCH et al., 1996,
1997; ESHOO, 1988). Eshoo (1988) observou também que genes envolvidos
na sintese de glicina betaina sdo regulados em nivel transcricional nos
estresses térmico e oxidativo, além do osmotico, e que o acumulo de glicina
betaina diminui a concentracéo de potassio na célula.

Os precursores deste soluto, colina e glicina betaina aldeido, nao
apresentam atividade osmoprotetora (STYRVOLD et al., 1986), e as enzimas
envolvidas na sintese do soluto compativel ndo sdo transcritas na condi¢do
fisiolégica em E. coli (POCARD et al., 1997). Colina desidrogenase
(Cp258_1800) e betaina aldeido desidrogenase (Cp258 1798) convertem
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colina para glicina betaina aldeido e glicina betaina aldeido para glicina
betaina, respectivamente. Em C. pseudotuberculosis 258, algumas proteinas
envolvidas no transporte também foram transcritas, como a proteina de ligacéo
glicina betaina (Cp258 0112), a de transporte glicina betaina (Cp258_0680), e
a de transporte colina de alta afinidade (Cp258 1800). As duas primeiras ja
foram descritas em E. coli e demostraram ser induzidas em condi¢cdes de
estresse e reguladas transcricionalmente (ESHOO, 1988).

As proteinas envolvidas foram expressas quase que exclusivamente nas
condicbes de estresse, com excecdo Cp258 0680. O que condiz com a
literatura, que os genes relacionados as reagOes para producdo de glicina
betaina ndo sdo expressos na condicao fisiolégica. Estes resultados sugerem
que, possivelmente, esta via € exclusiva das situacdes de estresse, uma vez
que a acdo osmoprotetora de glicina betaina ndo é necesséaria em condicdes
fisiologicas.

Bosch e colaboradores (1997) estudando a proteina glicina betaina
desidrogenase demonstraram sua importancia na sintese desse osmoprotetor.
Sua mutacdo cessa a sintese desse soluto, sugerindo o papel chave dessa
enzima, ou seja, outra proteina ndo exerce essa funcdo. Essa proteina é
altamente conservada em bactérias, e de acordo com Styrvold e colaboradores
(1986) sua presenca estimula o crescimento de E. coli mesmo na presenca de
altas concentracbes osmoticas. O que reforca o papel central da
osmoregulacdo para o crescimento e fisiologia das bactérias (ESHOO, 1988).

6.2. Genes descritos nos processos de “ciclo celular”, “divisao
celular” e “6xido redugao”

Neste tépico sera discutido sobre 0os genes que estdo presentes nos
processos de “divisdo celular”, “ciclo celular’ e “Oxido reducédo”. Os transcritos
considerados como possiveis fatores de viruléncia em C. pseudotuberculosis
258 (equi) serdao comparados com os da linhagem 1002 (ovis) da mesma

espécie.
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6.2.1. Divisao e ciclo celular

Os genes envolvidos na divisdo e ciclo celular, inclusive os envolvidos
com a sintese da parede celular, precisam agir em sincronia, para que ocorra a
formacdo de duas células filhas idénticas (VICENTE e ERRINGTON, 1996).
Estudos envolvendo principalmente os genes fts (filamentation temperature
sensitive) de E. coli foram bastante estudados (ADAMS; ERRINGTON, 2009;
ARENDS et al.,, 2009; ERASO et al.,, 2014; GILL e SALMOND, 1987,
KARIMOVA et al., 2005). De acordo com os autores existem diferengas entre
as bactérias Gram positivas e as Gram negativas, no que diz respeito,
principalmente, ao modo de acédo e regulacdo das proteinas envolvidas. O
modelo Gram positivo utilizado para comparacdo foi Bacillus subtilis, e
observou-se que as proteinas envolvidas na divisdo sdo, em grande maioria,
diferentes das de E. coli. As mesmas s&o interdependentes para a montagem
do complexo, também chamado de divisomo, mas interagem em alguma forma,
e dependem da presenca de proteinas essenciais (LETEK et al., 2008).
Enquanto no modelo Gram negativo, 0s genes estdo dispostos em cluster dcw
(division and cell wall), e existe uma hierarquia entre os genes envolvidos,
havendo também uma interacdo proteina-proteina (PPI) (CORBIN et al., 2007;
DAl e LUTKENHAUS, 1992; ERASO et al., 2014; GILL e SALMOND, 1987,
KARIMOVA et al., 2005; SCHMIDT et al., 2004).

Dentre as proteinas Fts, a FtsZ (Cp258_1413) se destaca, pois a mesma
€ a principal responsavel pela formacdo do septo de divisdo ou anel, sendo
homéloga da tubulina (ADAMS e ERRINGTON, 2009; KARIMOVA; DAUTIN et
al., 2005). Segundo os autores, o anel Z é formado através da polimerizacao
GTP dependente de FtsZ. Eles também observaram que a concentracdo desta
proteina na célula ndo é significativamente alterada, em diferentes condi¢des
ambientais, e quando mutada, duas consequéncias podem ocorrer: a néo
formacdo do septo, levando a mudancas morfoldgicas na célula como a
aparéncia filamentosa, ou a formacdo de diversos septos espalhados pela
célula. Esta ultima consequéncia pode ocorrer também pelo excesso de FtsZ.

Em C. glutamicum e M. tuberculosis a mutagédo em ftsZ também mostrou
ser essencial para a viabilidade celular, uma vez que interrompe a divisdo

celular. Em E. coli e B. subtilis, a mutacdo do gene determina uma forma
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filamentosa as bactérias, enquanto C. glutamicum e M. tuberculosis ou
apresentaram uma elongacéo limitada, ou n&do ocorre a formacao de bactérias
viaveis, dependendo do ponto de mutacédo, mas independente disso, a divisdo
nao ocorre (HETT e RUBIN, 2008; KIJIMA et al., 1998; LETEK et al., 2008).
Segundo Hett & Ribum (2008), foram descritos seis promotores para o gene, 0
que indica que é bastante regulado em nivel transcricional.

Outras proteinas interessantes sdo a FtsW (Cp258 1318) e FtsK
(Cp258_1281). A primeira esta presente apenas em bactérias que possuem
peptidoglicano na parede, e sua mutacao interfere na elongacédo da bactéria, o
que sugere um papel no transporte de precursores da parede (ADAMS e
ERRINGTON, 2009; IKEDA et al.,, 1989; MERCER e WEISS, 2002). E em
outras espécies do grupo CMNR, esta proteina interage com FtsZ, e esta
relagdo € importante para a divisdo celular (HETT e RUBIN, 2008). FtsK atua
no final da divisdo celular e sua funcdo provavelmente esta relacionada a
translocacao das fitas de DNA para as células filhas, e no fechamento do septo
(HETT; RUBIN, 2008; SHERRATT et al., 2010). FtsK também foi associada a
recombinacdo (GRAINGE et al., 2011), a resposta SOS e resisténcia a danos
no DNA (WANG e LUTKENHAUS, 1998). Sua mutacdo possui um efeito
danoso a célula, pois gera mudancas na organizacdo dos Cromossomos
(GRAINGE et al., 2011; SHERRATT et al., 2010).

O complexo FtsE/FtsX (Cp258_0581 e Cp258 0582, respectivamente)
também possui um papel importante na divisdo. A proteina FtsE interage com
FtsZ e com FtsX, sendo que a ultima é associada a ATPase, em E. coli,
sugerindo uma funcdo na geracdo de energia para a constricdo, pois sua
mutac¢ao nao impede a formagéo do anel (ARENDS et al., 2009). Em B. subiilis,
segundo os autores, o complexo ndo esta envolvido na divisao celular, e sim na
esporulacéo.

Existe uma diferenca entre as actinobactérias, como Corynebacterium e
Mycobacterium, e as demais bactérias (LETEK et al., 2008). O cluster dcw do
primeiro grupo de bactérias é reduzido, apresentando somente os genes ftsZ,
ftskE, ftsX, ftsK, ftsQ, ftsB, ftsW. E, consequentemente, ndo sendo composto por
alguns genes essenciais como ftsA, zipA, ftsL e ftsN, que estdo presentes no
outro grupo. De acordo com os autores, a provavel expressdo elevada dos

genes presentes compensaria de alguma forma a auséncia dos demais.
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Homologos dos genes omitidos ainda estdo sendo pesquisados nesses
géneros, principalmente o de FtsA, proteina estabilizadora do anel Z.

Pelos resultados apresentados neste trabalho, a divisdo e o ciclo celular
de C. pseudotuberculosis da linhagem 258 estdo de acordo com o modelo
descrito por C. glutamicum. Mais estudos sdo necessarios para elucidar estes
processos, e compreender a divisdo celular neste género. O resultado também
indica que a bactéria replica de forma mais lenta nas trés condi¢cdes de
estresse, pois uma reducdo no numero de transcritos referentes ao gene fts
implica em replicacdo lenta, o que condiz com a literatura e com os resultados
de susceptibilidade expostos no item 5.2.

Outras proteinas envolvidas neste processo sdo as Pbp (penicillin-
binding protein) ou Ftsl (Cp258_1423), envolvidas na sintese de peptidoglicano
da parede celular (HAMOEN et al., 2006; STINGELE e MOLLET, 1996); a
SepF (Cp258_1410) que possui um papel na formacdo do septo de divisdo
(ADAMS e ERRINGTON, 2009; HAMOEN et al., 2006); a proteina reguladora
transcricional MraZ (Cp258_1426) (ADAMS et al., 2005; ERASO et al., 2014);
entre outras envolvidas na sintese da parede (undecaprenyl pyrophosphate
synthase) (Cp258 1526 e Cp258 0730) (LEE e HELMANN, 2013), e no
dobramento de proteinas (trigger factor Tig) (Cp258 1603) (DEUERLING et al.,
1999; NISHIHARA et al., 2000).

SepF mostrou ndo ser essencial para o crescimento em C. glutamicum,
na condicdo fisiologica (HONRUBIA et al., 2001; LETEK et al., 2008), mas
estudos envolvendo diferentes condicdes de estresse nao foram realizados no
género, e a exata funcdo da proteina ainda ndo foi elucidada. Em C.
pseudotuberculosis 1002, SepF foi transcrita em todas as condi¢cdes de
estresse aplicada por Pinto e colaboradores (2012), o que indica sua
importancia na viabilidade celular em condi¢cdes adversas. Na linhagem 258 as
demais proteinas envolvidas na divisdo celular ndo foram representadas em
mais de uma condicdo de estresse, e por isso a auséncia de SepF nas
situacbes térmica e osmotica € compreensivel, e indica um crescimento
bacteriano lento.

MraZ € uma proteina bastante conservada em bactérias, sendo
considerada estavel em diferentes temperaturas (4°C-40°C), na presenca de

detergentes e em ambientes com alteracdes de sais e pH (ADAMS et al.,
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2005). Eraso e colaboradores (2014) demostraram a importancia do gene como
regulador transcricional de diferentes genes de E. coli, incluindo alguns genes
do cluster dcw, inclusive ele préprio. mraZ é o primeiro gene deste cluster, em
grande parte das bactérias, e upstream a ele se encontra o promotor Pmra. OS
autores citados acima observaram que cerca de 23% dos genes transcritos no
inicio da fase log de crescimento sdo regulados de forma direta ou
indiretamente por MraZ, incluindo os onze primeiros genes do cluster dcw.
Estes sdo regulados negativamente e a provavel justificativa é a repressao do
promotor de mraZ (Pmra). ESte regula seus primeiros 9 genes, em condi¢des
fisiologicas, e MraZ é capaz de reprimi-lo. Esta proteina regula a expressao
génica por se ligar fortemente ao DNA em diferentes pontos do genoma,
incluindo em seu promotor.

Os 23% dos genes regulados no estudo de Eraso e colaboradores
(2014) envolvem diferentes categorias bioldégicas como divisdo celular,
metabolismo de peptidoglicano, ciclo TCA (Ciclo Acido Tricarboxilicos). Os
resultados obtidos sugerem que MraZ age como repressor em condi¢des de
estresse e em fases iniciais de crescimento, por sua auséncia ndo afetar
significativamente a fase estacionaria, além de um possivel papel na adaptacao
e sobrevivéncia celular.

Os estudos de Pinto e colaboradores (2012) néo identificaram a proteina
MraZ, em nenhum dos estresses realizados na linhagem Cpl002. Mas, no
presente trabalho, mraZ foi transcrita em todas as condicfes de estresse
expostas, na linhagem Cp258. Como esta proteina é bastante conservada nas
bactérias, o real motivo que ela ndo foi expressa em Cp1002 é desconhecido e
deverda ser estudado futuramente.

O fato do gene mraZ ter sido transcrito apenas nas condi¢cdes de
estresse, em Cp258, somado aos dados obtidos na literatura € um indicativo
gue o gene € um 6timo candidato para estudos aprofundados in vitro e in vivo,

e pode ser um possivel alvo vacinal e para kits diagnosticos.
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6.2.2. Processo de “6xido reducao”

Nas reacdes de Oxido reducdo ocorre transferéncia de elétrons entre os
compostos, um processo em que uma das substancias perde elétrons
(oxidada) e age como redutora, e a outra ganha elétrons (reduzida), sendo
considerada um agente oxidante. A oxidacdo de uma molécula organica
corresponde, normalmente, a diminuicdo de hidrogénio e aumento de oxigénio,
e a reducéo ao aumento de hidrogénio e a diminui¢cdo de oxigénio.

Neste topico, os transcritos de C. pseudotuberculosis linhagem 258,
correspondentes aos estresses e condicao fisiologica, serdo subdivididos pela

relacdo entre as proteinas, ou seja, funcées semelhantes e PPI.

6.2.2.1. Catalase, glutationa peroxidase, superdxido dismutase,
tiol peroxidase e proteina comigratoria com
bacterioferritina

Catalase  (Cp258_0185), glutationa peroxidase (Cp258 1314;
Cp258 1747), superoxido dismutase (Cp258 0614), tiol peroxidase
(Cp258 _1182) e a proteina comigratoria com bacterioferritina (Bcp)
(Cp258_1650) apresentam atividades antioxidantes, por participarem da
aniquilacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (RHO et al., 2006;
WENNERHOLD et al., 2005; YESILKAYA et al., 2000). A detoxificacdo das
ROS é de suma importancia para a sobrevivéncia das células, e além das
enzimas antioxidantes, outras vias também sao utilizadas para a detoxificacéo,
como as envolvidas no sequestro de ferro, as enzimas de reparo, sideréforos e
proteinas de ligagdo ao DNA (HEO et al., 2010). As espécies reativas de
oxigénio sdo geradas a partir da reducdo incompleta no processo de respiragdo
celular; pela exposicdo a radiacdo e a componentes redox ativos; e durante o
processo de fagocitose (YESILKAYA et al., 2000).

A catalase é a principal peroxidase de muitas bactérias, ou seja,
decompde perdxido de hidrogénio em oxigénio e agua. E por isso, juntamente
com a glutationa peroxidase, também faz parte do processo de “resposta ao
estresse oxidativo”. A enzima catalase apresenta expressado constitutiva, em

condicdes fisiologicas (HEO et al., 2010), e é induzida em todas as fases de
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crescimento, mas em maior quantidade na fase estacionaria (SHIN et al.,
2008). Em estudos envolvendo mutagbes no gene que codifica a catalase,
pesquisadores perceberam apenas uma pequena diminuicdo da viabilidade
celular, e concluiram que glutationa peroxidade assume a funcéo (BOWLER et
al., 1992; HEO et al., 2010; LEE et al., 2005; YESILKAYA et al., 2000). Os
pesquisadores também concluiram que na auséncia das duas enzimas,
somados a deficiéncia da superoxido dismutase, o microrganismo entra em
senescéncia, confirmando a importancia das mesmas. Heo e colaboradores
(2010) analisaram o papel da catalase in vivo, utilizando dois modelos animais
(drosdfila e camundongo), e a identificaram como um fator de viruléncia em
Pseudomonas aeruginosa, demonstrando que a sintese da enzima é
indispensavel para a sobrevivéncia do patdogeno nos fagécitos. Lee e
colaboradores (2005) e Shin e colaboradores (2007), também estudando a
funcdo da catalase em P. aeruginosa, identificaram o papel crucial da mesma
na resposta ao estresse oxidativo, assim como na adaptacdo e viruléncia. O
segundo grupo de pesquisadores, além de analisarem a resposta ao estresse
oxidativo, também verificaram a reacdo da bactéria ao estresse osmdético e
concluiram que a enzima também influencia na resisténcia do patdgeno nestas
condicBes, sendo considerado por eles e por Heo e colaboradores (2010) um
osmoprotetor.

A enzima superoxido dismutase (SOD) age em conjunto com a catalase
e com a glutationa peroxidase, mas diferentemente das outras duas, a SOD
realiza a dismutacdo (oxidacdo e reducdo do mesmo elemento) do anion
superoxido (O2) em oxigénio molecular e peroxido de hidrogénio. SOD é
considerada um fator de viruléncia nas bactérias, e sua mutacdo reduz a
habilidade do microrganismo em invadir e permanecer no hospedeiro
(BOWLER et al., 1992; YESILKAYA et al., 2000).

Na auséncia do gene codificador da enzima SOD, ocorre um aumento
na quantidade de superoéxido, e este acumulo destrdi diferentes enzimas na
ligagéo ferro-enxofre (Fe-S) (FLINT et al., 1993). Como consequéncia dessas
acOes, as quantidades de ferro intracelular livre também aumentam, e pela
reacdo de Fenton (Fe?* + H202 — Fe®* [OH] + OH") ocorre a producéo de

radicais livres (OH"). Estes sdo danosos as células e podem gerar danos ao
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DNA (quebras duplas) e levar a oxidagéo de lipideos insaturados (MENEGHINI,
1997; WANG et al., 2006).

A tiol peroxidase (Tpx) também atua na detoxificacdo em bactérias. Esta
enzima é responsavel por defender o microrganismo contra, principalmente,
hidroperoxidos organicos (ROOH) (KIM et al.,, 2006; RHO et al., 2006). A
ligacdo entre os dois oxigénios (O-O) é rompida facilmente, e quando isso
ocorre forma-se as ROS. Segundo Kim e colaboradores (2006) a expressao
desta enzima se eleva no inicio da fase exponencial de crescimento, e pode
ser considerada uma proteina housekeeping antioxidante. Os autores também
identificaram que ela esté localizada na membrana celular, ou seja, no primeiro
ponto de contato com o hospedeiro.

Em M. tuberculosis, Tpx é um antigeno reconhecido durante o processo
infeccioso, sendo um dos responsaveis por induzir a resposta proliferativa no
hospedeiro (RHO et al., 2006). Os autores também observaram que a enzima
protege o microrganismo também contra o estresse nitrosativo, além do
oxidativo. A deleg¢do do gene em E. coli, ocasionou perda da viabilidade da
bactéria, e sugeriu que Tpx é importante na manutencdo e estabilidade do
biofilme (KIM et al., 2006). Todos os resultados obtidos por Rho e
colaboradores (2006) e Kim e colaboradores (2006) indicam a tiol peroxidade
com um fator de viruléncia importante nas bactérias.

Bcp também pertence & mesma familia da Tpx, sendo considerada uma
peroxidase dependente de tiol. E assim como Tpx apresenta preferéncia a
peréxidos organicos, como o acido linoleico hidroperdxido (COMTOIS et al.,
2003). Segundo os autores, a delecdo do gene bcp, em H. pylori, ndo afetou
significativamente o crescimento bacteriano, em ambiente oxidativo, mas o
mesmo nao foi observado em E. coli. Esta apresentou uma hipersensibilidade
ao peroxido de hidrogénio e a peroxidos organicos, quando o gene estava
mutado (JEONG et al., 2000).

Para melhor compreender a agao dessa enzima, outros estudos foram
realizados em H. pylori (WANG et al., 2005, 2006). Estes autores demostraram
gue mutantes bcp apresentavam sensibilidade a superéxidos e hidroperoxidos
organicos, como os hidroperoxidos lipidicos (LOOH), mas nédo a hidroxido de

hidrogénio. Os autores também observaram um aumento da quantidade de
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ferro intracelular livre, consequéncia também notada na delecdo do gene
codificador de SOD.

A oxidacao de lipidios (LOOH), altera as propriedades fisicas, estruturais
e organizacionais da membrana celular, contribuindo para o dano celular, e
segundo Wang e colaboradores (2006), Bcp apresenta um papel chave na
prevencao deste fendbmeno in vivo.

Como mencionado, muitas das atividades das enzimas supracitadas se
sobrepbem, sendo uma forma da célula garantir a eliminacdo das ROS e do
peroxido de hidrogénio, entre outros compostos oxidativos e radicais livres
(WANG et al., 2005). Houve uma variagao nos transcritos dessas enzimas nas
diferentes condicbes ambientais expostas a C. pseudotuberculosis, o que
indica que apesar delas apresentarem funcdes sobrepostas, a acdo de
algumas ocorre em diferentes condi¢des ambientais, ou mesmo em diferentes
fases de crescimento. Isto foi observado por Wang e colaboradores (2005) para
Bcp e outra enzima de funcdo semelhante, alkyl hidroperoxido redutase (Ahp)
(Cp258_1238; Cp258 1239). Os resultados obtidos no presente trabalho
concordam com os autores, que sugeriram que Ahp age somente na condic&o
fisiologica de cultivo, enquanto Bcp atua na condicdo de estresse oxidativo e
nitrosativo, representada neste trabalho pela condicdo acida, uma vez que a
geracdo de ROS € uma das consequéncias deste estresse.

Pinto e colaboradores (2012) também observaram a presenca da
catalase, Bcp e glutationa peroxidase nas condicbes de estresse, e pelos
dados obtidos, ndo houve diferenca aparente entre as enzimas, ou seja, todas
elas estdo presentes em todas as situacdes adversas aplicadas. Mais estudos
sdo necessarios para melhor compreender a dindmica dessas importantes
enzimas antioxidantes, mas é possivel afirmar que as funcdes realizadas pelas
enzimas sao indispensaveis para a sobrevivéncia do patdogeno durante a

infeccéo.

6.2.2.2. Tiorredoxina e tiorredoxina redutase

Tiorredoxina (Trx) (Cp258_2044; Cp258 2126) e tiorredoxina redutase
(TrxR) (Cp258_2125) pertencem ao sistema tiol redox, assim como a glutationa
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peroxidase. Tibis estdo presentes em grupos funcionais de aminoacidos
(cisteina) e em cofatores, sendo um dos alvos mais sensiveis a danos
oxidativos nas proteinas (LEICHERT et al.,, 2008). E os sistemas redox tiol
especificos protegem as células contra ROS, estado relacionados a manutencéo
das ligacdes dissulfeto (dois grupos tiol) e fornecimento de energia para
enzimas redox (ARNER e HOLMGREN, 2000; UZIEL et al., 2004). Para isso,
Trx € mantida reduzida pela enzima TrxR, ou pela enzima glutarredoxina, que é
ausente em muitas bactérias Gram positivas (NEWTON et al., 1993; UZIEL et
al., 2004).

Em estudos utilizando E. coli como modelo, a delecdo de trxR nao
ocasionou mudancas significativas no crescimento, mas quando o mesmo foi
realizado em Staphylococcus aureus, nenhum mutante foi obtido, o que indica
o papel essencial dessa enzima para a sobrevivéncia, durante estresse
oxidativo (UZIEL et al., 2004; WIELES et al., 1995). Segundo os autores, nesta
condicdo adversa a transcricdo do gene aumentou, quando comparada a
condicdo fisioldgica, e sua auséncia prejudicou a sintese de DNA e a
homeostase celular.

Em Helicobacter pylori dois genes trx foram identificados, e
apresentavam a estresses (COMTOIS et al., 2003). Neste trabalho, dois genes
também foram identificados. O Cp258 2126 codifica a tiorredoxina, enquanto o
Cp258 2044, a tiorredoxina trxA. Estudos sdo necessarios para identificar se
estes genes apresentam funcdes sobrepostas ou distintas, mas uma possivel
diferenca em relacdo aos estresses foi identificada. A primeira foi transcrita na
condicdo &cida, enquanto a segunda na condi¢cdo térmica, e ambas estédo
presentes na condicdo fisioldgica. Isto indica uma possivel diferenca na
tolerancia e funcéo, em diferentes condicdes celulares.

A tiorredoxina redutase foi transcrita apenas nas duas condi¢cdes de
estresse (acida e térmica). Estes resultados sugerem a importancia da enzima
em situacOes adversas e confirma os resultados obtidos por Wieles e
colaboradores (1995), que a TrxR é estavel em altas temperaturas. Os
resultados de Pinto e colaboradores (2011) também corroboram com estes
resultados, uma vez que Trx estd presente em todas as condicdes estresse, e
uma tiorredoxinna-dissulfeto redutase também foi transcrita apenas na

condicao acida.
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O conjunto Trx e TrxR provavelmente apresenta extrema importancia na
sobrevivéncia bacteriana, nas condi¢cdes que simulam uma infeccdo, além de
influenciarem a acdo de outras enzimas, como Bcp e Tpx. Estas utilizam a
tiorredoxina como fonte de elétrons (WANG et al., 2005). Por todos os motivos
citados, elas podem ser alvos interessantes para outros estudos envolvendo C.

pseudotuberculosis.

6.2.2.3. Proteina semelhante a ferritina e proteina de protecao ao
DNA durante inanicao

Ferro € um composto essencial para 0sS seres vivos, mas Ccomo
mencionado, na forma livre intracelular ele € prejudicial, devido a formacao de
ions hidroxila (MENEGHINI, 1997).0 sistema de sequestro deste componente
varia entre as bactérias, assim como o papel na protecdo contra o estresse
oxidativo, mas todos eles contribuem na protecdo do microrganismo contra
alteracdes na concentracao de ferro intracelular (RATNAYAKE et al., 2000).

Uma proteina semelhante a ferritina (Cp258_1687) foi transcrita em C.
pseudotuberculosis 258 na condicdo de estresse térmico. Ferritinas séo
macromoléculas responsaveis pelo armazenamento de ferro nas células
eucariotas. Em procariotos, existem diferentes mecanismos que exercem esta
funcdo, como os sideréforos, compostos organicos com alta afinidade ao ferro,
responsaveis pela captacdo de ferro, tanto do ambiente externo como
diretamente do hospedeiro (RATNAYAKE et al., 2000). Cp258 1687
possivelmente apresenta um papel importante na manutencdo da viabilidade
celular, em altas temperaturas.

Como mencionado, durante o estresse, proteinas necessarias para a
sobrevivéncia, aumentam sua expressao, e muitas delas necessitam de ferro
para cumprirem suas func¢des (LITWIN e CALDERWOOD, 1993). Entre essas,
destacam-se as peroxidases, desidrogenases e redutases, entre outras
envolvidas em transporte de elétrons. Desta forma, a acdo de compostos que
sequestram ferro do meio é de extrema importancia para a sobrevivéncia do

microrganismo, além de serem relacionados com a viruléncia das bactérias.
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Outra proteina identificada neste estudo foi a Dps (proteina de protecéo
ao DNA durante inanicdo) (Cp258 2066), sendo transcrita nas condi¢cdes
acida, térmica e fisiolégica. Dps € uma proteina semelhante as ferritinas, que
protege o DNA contra danos, por sua capacidade de se ligar ao ferro (HALSEY
et al., 2004; YAMAMOTO et al., 2002). Esta proteina oferece resisténcia contra
estresse oxidativo, em algumas bactérias, sendo induzida apds a entrada no
macrofago, influenciando na sobrevivéncia do microrganismo durante
processos infecciosos, (ERIKSSON et al., 2003; HALSEY et al.,, 2004,
RATNAYAKE et al., 2000; YAMAMOTO et al., 2002).

Halsey e colaboradores (2004) demonstraram que os mutantes (dps) de
Salmonella enterica apresentavam deficiéncia em sobreviver nos macrofagos,
e eram rapidamente eliminados pelo hospedeiro. Estes resultados sugerem
que Dps é importante na viruléncia e habilidade de persistir no hospedeiro, o
que pode estar relacionado com a capacidade de inibir a producdo de ROS,
sendo um potente antioxidante.

Na linhagem 1002 de C. pseudotuberculosis, a proteina Dps foi
transcrita em todas as condicbes de estresse impostas, e a ferritina na
osmaética e acida (PINTO et al.,, 2012). Mais estudos sdo necessarios para
entender a regulacdo desses genes relacionados a aquisicdo de ferro. De
acordo com os resultados, 0s genes provavelmente possuem papéis essenciais
para a sobrevivéncia e patogenicidade das bactérias, no hospedeiro, o que
esta de acordo com Pinto e colaboradores (2012).

6.2.2.4. Biossintese da parede celular

A parede celular lipidica do grupo CMNR ¢€ alvo de diversas pesquisas,
uma vez que € um conhecido fator de viruléncia. Constantemente novas drogas
e terapias séo lancadas no mercado, isso devido ao aparecimento de linhagens
resistentes a multidrogas (FITZMAURICE e KOLATTUKUDY, 1998). Apesar
dos genes envolvidos na sintese de peptidoglicano serem reprimidos em
resposta ao estresse térmico, a expressdo ainda €é necessaria para a

manutencdo da fluidez da parede. Neste tépico serd abordado os genes
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descritos dentro do processo “Oxido reducdo”, que estdo envolvidos na sintese
da parede celular.

6.2.2.4.1. Decaprenilfosforil-D-2-keto eritropentose redutase e
Decaprenilfosforil-beta-D-ribose oxidase

Decaprenilfosforil-D-2-keto eritropentose redutase (Dpre2)
(Cp258_0115) e decaprenilfosforil-beta-D-ribose oxidase (Dprel)
(Cp258_0116) sdo enzimas envolvidas na sintese de arabinose, acuUcar
constituinte do peptidoglicano (MAKAROQV et al., 2009; UMESIRI et al., 2010).
Elas catalisam a reacdo de decaprenilfosforil ribose (DRP) para
decaprenilfosforil arabinose (DPA).

Na auséncia dessas enzimas nao ocorre a formacao completa da parede
celular de M. tuberculosis, que € indispensavel na protecdo do microrganismo
durante a infeccdo, sendo considerado um potente fator de viruléncia
(MAKAROQV et al., 2009; UMESIRI et al., 2010). Arabinogalactose (arabinose +
galactose) age como ligante, conectando o peptidoglicano (parte interna) com
os acidos micdlicos (superficie), funcao critica para a viruléncia (MAKAROV et
al., 2009).

Muitas drogas utilizadas no combate da tuberculose, doenca causada
pela M. tuberculosis, apresenta como alvo algum componente da parede
celular. E uma dessas é o BTZ (1,3-benzothiazin-4-ones), que possui como
alvo o DprE1l (MAKAROV et al.,, 2009). O tratamento contra esta bactéria €
longo e requer a acdo de diferentes antibidticos, e um dos motivos é a baixa
permeabilidade da parede, dita como essencial e seletiva, protegendo a
maquinaria celular contra as drogas, mas ao mesmo tempo sendo um potencial
alvo (FAVROT e RONNING, 2012; MAKAROV et al., 2009; UMESIRI et al.,
2010).

Assim como M. tuberculosis, C. pseudotuberculosis apresenta essa
parede celular especializada, e estudos visando o bloqueio da acdo de uma
dessas enzimas criticas na sintese de arabinose pode ser promissor. dprE1 foi
transcrito na condicdo fisiolégica de cultivo e no estresse &cido, enquanto

DprE2 estéa presente na condigédo fisiologica de cultivo e no estresse acido e
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térmico. Mais estudos sdo necessarios para melhor compreender a acédo de
DprEl e DprE2 em C. pseudotuberculosis.
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7. CONCLUSAO

Este foi o primeiro estudo envolvendo o transcriptoma do biovar equi de
C. pseudotuberculosis, em condi¢cGes de estresse acido, térmico, e osmotico. E
através dele foi possivel caracterizar os genes envolvidos na divisdo e ciclo
celular, e na cadeia de eventos da sintese e transporte da glicina betaina, um
potente osmoprotetor. Além de identificar genes relacionados a protecdo ao
estresse térmico e acido, e principalmente os atrelados ao processo de “6xido
reducdo”, como desidrogenases, peroxidases, e genes envolvidos na aquisicao
de ferro e biossintese de componentes da parede celular. Este processo foi 0
mais representado, de forma que o presente trabalho descreveu diferentes
genes envolvidos na protecdo contra ROS, aquisicdo de ferro, e sintese de
compostos da parede celular.

De acordo com dados de susceptibilidade, houve uma reducdo da
replicacdo bacteriana, apds a aplicacdo dos estresses. E os resultados do
transcriptoma de C. pseudotuberculosis 258 apontaram o stimulon acido como
0 mais representado, entre os estresses. Este descreve diferentes transcritos
envolvidos na “resposta ao estresse oxidativo” e “resposta ao choque térmico”,
entre outros genes presentes no processo de “Oxido redugéo”, relacionados a
sobrevivéncia e patogenicidade da bactéria. O stimulon térmico também foi
representado pelo processo de “resposta ao choque térmico”, e assim como o
acido, genes do processo de “Oxido redugao” importantes para o patdégeno
também foram transcritos. O stimulon osmotico obteve poucos transcritos e
outros estudos serdo necessarios para compreender a dindmica desta
condicdo em C. pseudotuberculosis linhagem 258, mas alguns genes
interessantes foram transcritos, como MraZ e FolD.

Através dos dados obtidos nesse trabalho foi possivel sugerir possiveis
genes importantes na sobrevivéncia e viruléncia do patdogeno, em condi¢des
que simulam a infec¢cdo no hospedeiro. Entre eles se destaca a proteina de
divisdo celular MraZ (descrita nas trés condi¢cdes de estresse); o conjunto Trx
(descrita nas condicdes fisioldgica, acida e térmica) e TrxR (descrita nas
condi¢cbes acida e térmica), de protecdo contra ROS; a proteina Dps (descrita
nas condicdes fisiologica, acida e térmica) e a proteina semelhante a ferritina

(descrita no estresse térmico), ambas relacionadas a aquisicdo de ferro; e as
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enzimas DrpEl (descrita nas condicdo fisiolégica, acida e térmica) e DrpE2
(descrita nas condicdo acida e fisioldégica) de sintese de componentes da

parede.
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8. PERSPECTIVAS

No intuito de enriquecer os resultados obtidos e melhor compreender os
genes expressos de Corynebacterium pseudotuberculosis linhagem 258, nas

condicOes de estresse, novos estudos serdo realizados, como:

e Realizar um estudo de expresséo diferencial de C. pseudotuberculosis
258, na plataforma de segunda geragéo SOLID™ V3 (em andamento);

e Confirmar os genes selecionados neste trabalho e no de expressao
diferencial através de PCR em tempo real;

e Comparar os resultados de expresséao diferencial obtidos das linhagens
258 e 1002 de C. pseudotuberculosis. A partir deste estudo torna-se
possivel comparar os dois biovares da espécie, e desta forma dirigir a
escolha de genes candidatos a vacinas e kits diagnostico que sejam
compartilhados entre os biovares, e assim fabricar um método universal

gue proteja um maior nimero de espécies.
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10. ANEXOS

10.1.
10.2.
10.3.
10.4.
10.5.
10.6.

Anexo A - Lista dos transcritos do stimulon acido (nivel 4).
Anexo B - Lista dos transcritos do stimulon térmico (nivel 4).

Anexo C - Lista dos transcritos do stimulon osmético (nivel 4).

Anexo D - Lista dos transcritos da condi¢éo fisiologica (nivel 4).

Anexo E - Lista dos transcritos de todas as condicfes (nivel 4).

Anexo F - Lista dos transcritos de todas as condi¢cdes (nivel 3).
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ANEXO A

Lista dos transcritos do estimulon &cido (nivel 4)



CoreStimulon Analytic by GO

Project: Cp258

GO by Process/ GO Level:4
45 -
40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -

5 -

0 -

M oxidation-reduction process M transport [ cell division  cell cycle B carbohydrate metabolic process
electron transport chain ' one-carbon metabolic process M response to heat
M response to oxidative stress B cellular carbohydrate metabolic process M chromosome segregation

organic acid metabolic process M phosphorus metabolic process M carbon fixation

carbohydrate metabolic process

CDs Annotation
. Cp258_ 0415 phosphoglucosamine mutase 416743:418086 forward
2 Cp258_0518 Mannose-6-phosphate isomerase manA 523067:524224 forward
3 Cp258_0791 sucrose-6-phosphate hydrolase 817867:819318 reverse
4 Cp258_0863 Glucanase GIgE 898574:900499 reverse
5 Cp258_1133 Ribulose-phosphate 3-epimerase 1206066:1206740 reverse
6 Cp258_1608 Ribose-5-phosphate isomerase B 1723714:1724148 reverse
7 Cp258_ 1953 hypothetical protein 2104044:2104232 forward

carbon fixation
CDS Annotation

1 Cp258_1120 phosphoenolpyruvate carboxylase 1189860:1192679 reverse




cell cycle

CDs Annotation
. Cp2s8 0720 Septum formation initiator protein 747780:748322 forward
2 Cp258 0730 Undecaprenyl pyrophosphate synthase 1 756342:757139 forward
3 Cp258_1281 DNA translocase ftsK 1361252:1364248 reverse
4 Cp258_1410 Cell division protein sepF 1509570:1510010 reverse
5 Cp258_1413 Cell division protein ftsZ 1510919:1512190 reverse
6 Cp258_1415 UDP-N-acetyl muramate--L-alanine ligase 1513137:1514594 reverse
7 Cp258_1417 N-acetyl glucosaminyl transferase 1514722:1515807 reverse
8 Cp258_1420 Phospho-N-acetylmuramoyl-pentapeptide- transferase 1518883:1519983 reverse
9 Cp258_1421 UDP-N-acetylmuramoylalanyl-D-glutamyl-2 6-diaminopimelate--D-alanyl-D-alanyl ligase
1519987:1521537 reverse
10 Cp258_1422 UDP-N-acetylmuramoylalanyl-D-glutamate--2 6-diaminopimelate ligase 1521623:1523134 reverse
1 Cp258_1603 trigger factor Tig 1719209:1720561 reverse
12 Cp258 1711 UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase 1833584:1834822 reverse
cell division
CDS Annotation
. Cp258 0730 Undecaprenyl pyrophosphate synthase 1 756342:757139 foward
2 Cp258_1281 DNA translocase ftsK 1361252:1364248 reverse
3 Cp258_1414 Cell division protein FtsQ 1512465:1513121 reverse
4 Cp258_1415 UDP-N-acetyl muramate--L-alanine ligase 1513137:1514594 reverse
5 Cp258_1417 N-acetyl glucosaminyl transferase 1514722:1515807 reverse
6 Cp258_1420 Phospho-N-acetylmuramoyl-pentapeptide- transferase 1518883:1519983 reverse
7 Cp258_1421 UDP-N-acetylmuramoylalanyl-D-glutamyl-2 6-diaminopimelate--D-alanyl-D-alanyl ligase
1519987:1521537 reverse
8 Cp258_1422 UDP-N-acetylmuramoylalanyl-D-glutamate--2 6-diaminopimelate ligase 1521623:1523134 reverse
9 Cp258_1423 Penicillin-binding protein 1523224:1525107 reverse
10 Cp258_1426 cell division protein MraZ 1527233:1527664 reverse
1 Cp258_1603 trigger factor Tig 1719209:1720561 reverse
12 Cp258_ 1711 UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase 1833584:1834822 reverse

cellular carbohydrate metabolic process

1

Cp258_0610

Annotation

Citrate synthase 630464:631759 forward

chromosome segregation

1

Cp258_1281

Annotation

DNA translocase ftsk 1361252:1364248 reverse

electron transport chain

1

2

Cp258_1446
Cp258_1684

Annotation

ubiquinol-cytochrome c reductase iron-sulfur subunit 1547454:1548674 reverse
Cytochrome C oxidase polypeptide | 1802169:1803890 reverse

one-carbon metabolic process

Cp258_0521
Cp258_1057

Annotation

S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase 526228:527667 forward
Formate--tetrahydrofolate ligase 1118527:1120179 reverse

organic acid metabolic process

1

Cp258_1848

Annotation

acetate kinase 1982126:1983328 reverse



oxidation-reduction process

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

Cp258_0115
Cp258_0116
Cp258_0185
Cp258_0244
Cp258_0246
Cp258_0275
Cp258_0282
Cp258_0305
Cp258_0433
Cp258_0434
Cp258_0614
Cp258_0615
Cp258_0645
Cp258_0747
Cp258_0898
Cp258_0900
Cp258_1023
Cp258_1116
Cp258_1123
Cp258_1182
Cp258_1206
Cp258_1234
Cp258_1314
Cp258_1361
Cp258_1476
Cp258_1636
Cp258_1650
Cp258_1686
Cp258_1747
Cp258_1764
Cp258_1798
Cp258_1800
Cp258_1859
Cp258_1882
Cp258_1909
Cp258_1915
Cp258_2011
Cp258_2012
Cp258_2013
Cp258_2014
Cp258_2066
Cp258_2125
Cp258_2126

Annotation

Decaprenylphosphoryl-D-2-keto erythropentose reductase 104736:105497 reverse

Decaprenylphosphoryl-beta-D-ribose oxidase 105513:106979 reverse
catalase 183750:185288 forward

Dihydrolipoamide dehydrogenase 247952:249361 forward

Succinate dehydrogenase cytochrome b556 subunit 251333:252091 forward
glutamyl-tRNA reductase 279268:280632 forward
Protoporphyrinogen oxidase 288981:290366 forward

L-lactate dehydrogenase 311901:312863 reverse
Inosine-5-monophosphate dehydrogenase 432700:434220 forward
Inosine-5-monophosphate dehydrogenase 434248:435390 forward
Superoxide dismutase 634058:634678 reverse

25-diketo-D-gluconic acid reductase A 635117:635977 forward
succinate-semialdehyde dehydrogenase 667826:669313 forward
4-hydroxy-3-methyl but-2-enyl diphosphate reductase 773036:774061 forward
ketol-acid reductoisomerase 937747:938760 forward

hypothetical protein 940011:941843 forward

NADH dehydrogenase 1081278:1082636 reverse
glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 1186099:1187694 forward
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1195072:1196076 reverse
Thiol peroxidase 1260920:1261360 reverse

Dyp-type peroxidase family protein 1286596:1287903 reverse
UDP-glucose 4-epimerase 1314513:1315496 forward
Mycothione/glutathione reductase 1400556:1401947 forward

Alanine dehydrogenase 1455187:1456296 reverse

Inosine 5-monophosphate dehydrogenase 1581560:1582993 reverse
Mycocerosic acid synthase 1754940:1755935 forward

Bacterioferritin comigratory protein 1764985:1765464 forward
ribonucleoside-diphosphate reductase subunit beta 1804359:1805345 reverse
glutathione peroxidase 1872060:1872533 reverse

Acetolactate synthase large subunit llvB1 1890816:1892552 reverse
Betaine aldehyde dehydrogenase 1929050:1930555 reverse

choline dehydrogenase 1932918:1934666 forward

Thiol-disulfide oxidoreductase resA 1992620:1993144 reverse
glycerol-3-phosphate dehydrogenase 2016862:2018583 reverse
Aldehyde dehydrogenase 2049663:2051183 reverse

Chaperone protein DnaK 2056084:2057916 reverse

L-lactate dehydrogenase 2181376:2182326 reverse

Peptide methionine sulfoxide reductase 2182608:2183282 reverse
Manganese superoxide dismutase 2183625:2184227 forward

Flavin reductase 2184509:2185093 forward

DNA protection during starvation protein 2236999:2237490 reverse
Thioredoxin reductase 2305214:2306161 forward

Thioredoxin 2306223:2306546 forward

phosphorus metabolic process

1

Cp258_0691

Annotation

Transcriptional regulatory protein PvdS 714590:715453 forward

response to heat

1

2

Cp258_1889
Cp258_1913

Annotation

ATP-dependent chaperone protein ClpB 2028066:2030615 reverse
Chaperone protein cofactor 1 2054093:2055283 reverse



response to oxidative stress

CDs Annotation
. Cpzss_oigs catalase 183750:185288 forward T TTTTTT
2 Cp258_ 1747 glutathione peroxidase 1872060:1872533 reverse
transport
CDs Annotation
. Cpzs8_o112 Glycine betaine-binding protein 98352:99227 forward "
2 Cp258_0146 hypothetical protein 137086:139473 forward
3 Cp258_0453 Manganese ABC transporter membrane protein 452996:453805 forward
4 Cp258_0629 oligopeptide-binding protein OppA 649484:651016 forward
5 Cp258_0680 Glycine betaine transporter 700674:702665 forward
6 Cp258_0764 oligopeptide-binding protein OppA 791678:793258 forward
7 Cp258_1105 FeS assembly ATPase SufC 1171913:1172671 reverse
8 Cp258_1187 oligopeptide-binding protein OppA 1266320:1267963 reverse
9 Cp258_1445 Ubiquinol-cytochrome C reductase cytochrome B subunit 1545835:1547457 reverse
10 Cp258_1446 ubiquinol-cytochrome ¢ reductase iron-sulfur subunit 1547454:1548674 reverse
1 Cp258_1450 Cytochrome c oxidase subunit Il 1551280:1552365 reverse
12 Cp258_1684 Cytochrome C oxidase polypeptide | 1802169:1803890 reverse
13 Cp258 1734 hypothetical protein 1858942:1859586 forward
14 Cp258_1799 High-affinity choline transport protein 1930565:1932712 reverse
15 Cp258_1923 oligopeptide-binding protein OppA 2070649:2072289 reverse



ANEXO B

Lista dos transcritos do estimulon térmico (nivel 4)



CoreStimulon Analytic by GO

Project: Cp258

GO by Process/ GO Level:4

37,5 -
35,0 -
32,5 -
30,0 -
27,5 -
25,0 -
22,5 -
20,0 -
17,5 -
15,0 -
12,5 -
10,0 -

7,5 -

50-

2,5-

0,0 -

M oxidation-reduction process M transport [ cell division = one-carbon metabolic process M cell cycle
electron transport chain response to heat M carbohydrate metabolic process
M cellular carbohydrate metabolic process B organic acid metabolic process

M phosphorus metabolic process I carbon fixation

carbohydrate metabolic process

CDs Annotation
. Cp258_ 0415 phosphoglucosamine mutase 416743:418086 forward
2 Cp258_0516 Phosphomannomutase ManB 520508:521887 forward
3 Cp258_0518 Mannose-6-phosphate isomerase manA 523067:524224 forward

carbon fixation

CDs Annotation
. Cp2s8_1120 phosphoenolpyruvate carboxylase 1189860:1192679 reverse
cell cycle
CDS Annotation
. Cp2s8_ 0720 Septum formation initiator protein 747780:748322 forward
2 Cp258_1417 N-acetyl glucosaminyl transferase 1514722:1515807 reverse
3 Cp258_1420 Phospho-N-acetylmuramoyl-pentapeptide- transferase 1518883:1519983 reverse

4 Cp258_1711 UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase 1833584:1834822 reverse



cell division

CDs Annotation
. Cp2s8_0582 Cell division protein ftsX 598143:599045 forward 7
2 Cp258 1350 cell division protein FtsY 1439800:1441446 reverse
3 Cp258_1417 N-acetyl glucosaminyl transferase 1514722:1515807 reverse
4 Cp258_1420 Phospho-N-acetylmuramoyl-pentapeptide- transferase 1518883:1519983 reverse
5 Cp258_1423 Penicillin-binding protein 1523224:1525107 reverse
6 Cp258_1426 cell division protein MraZ 1527233:1527664 reverse
7 Cp258 1711 UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase 1833584:1834822 reverse

cellular carbohydrate metabolic process

1

Cp258_1597

Annotation

malate dehydrogenase 1711026:1712006 reverse

electron transport chain

CDs Annotation
. Cp258_1446 ubiquinol-cytochrome ¢ reductase iron-sulfur subunit 1547454:1548674 reverse
2 Cp258 1684 Cytochrome C oxidase polypeptide | 1802169:1803890 reverse
3 Cp258_1854 disulfide bond formation protein 1989700:1991190 reverse

one-carbon metabolic process

CDs Annotation
. Cp2s8_0456 bifunctional protein folD 455004:455849 forward 7
2 Cp258_0521 S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase 526228:527667 forward
3 Cp258_1057 Formate--tetrahydrofolate ligase 1118527:1120179 reverse
4 Cp258 1138 S-adenosylmethionine synthase 1212069:1213298 reverse

organic acid metabolic process

CDS Annotation

1 Cp258_1848 acetate kinase 1982126:1983328 reverse



oxidation-reduction process

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

Cp258_0116
Cp258_0246
Cp258_0247
Cp258_0275
Cp258_0282
Cp258_0433
Cp258_0456
Cp258_0614
Cp258_0615
Cp258_0703
Cp258_0834
Cp258_0900
Cp258_0902
Cp258_1023
Cp258_1034
Cp258_1070
Cp258_1097
Cp258_1112
Cp258_1116
Cp258_1182
Cp258_1234
Cp258_1314
Cp258_1320
Cp258_1502
Cp258_1686
Cp258_1687
Cp258_1688
Cp258_1724
Cp258_1764
Cp258_1859
Cp258_1882
Cp258_1909
Cp258_1915
Cp258_2013
Cp258_2044
Cp258_2062
Cp258_2066
Cp258_2125

Annotation

Decaprenylphosphoryl-beta-D-ribose oxidase 105513:106979 reverse
Succinate dehydrogenase cytochrome b556 subunit 251333:252091 forward
Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit 252110:254125 forward
glutamyl-tRNA reductase 279268:280632 forward
Protoporphyrinogen oxidase 288981:290366 forward
Inosine-5-monophosphate dehydrogenase 432700:434220 forward
bifunctional protein folD 455004:455849 forward

Superoxide dismutase 634058:634678 reverse

25-diketo-D-gluconic acid reductase A 635117:635977 forward
short-chain dehydrogenase 726012:726866 reverse

Lactate utilization protein A 867072:867857 reverse

hypothetical protein 940011:941843 forward

D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 943612:945207 forward

NADH dehydrogenase 1081278:1082636 reverse

Precorrin-3B synthase 1095270:1096463 forward

Dihydroorotate dehydrogenase 2 1134417:1135463 forward
hypothetical protein 1162380:1163744 forward

Cytochrome oxidase assembly protein 1180241:1181236 forward
glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 1186099:1187694 forward
Thiol peroxidase 1260920:1261360 reverse

UDP-glucose 4-epimerase 1314513:1315496 forward
Mycothione/glutathione reductase 1400556:1401947 forward

4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yl diphosphate synthase 1407719:1408894 reverse

Pyruvate dehydrogenase E1 component 1609234:1611969 forward
ribonucleoside-diphosphate reductase subunit beta 1804359:1805345 reverse
Ferritin-like protein 1805791:1806276 forward

ribonucleoside-diphosphate reductase subunit alpha 1806349:1808508 reverse
TIM-barrel containing enzyme 1849465:1850610 forward

Acetolactate synthase large subunit IlvB1 1890816:1892552 reverse
Thiol-disulfide oxidoreductase resA 1992620:1993144 reverse
glycerol-3-phosphate dehydrogenase 2016862:2018583 reverse

Aldehyde dehydrogenase 2049663:2051183 reverse

Chaperone protein DnaK 2056084:2057916 reverse

Manganese superoxide dismutase 2183625:2184227 forward

Thioredoxin TrxA 2216427:2216795 reverse

hypothetical protein 2233858:2234526 forward

DNA protection during starvation protein 2236999:2237490 reverse
Thioredoxin reductase 2305214:2306161 forward

phosphorus metabolic process

1

Cp258_0691

Annotation

Transcriptional regulatory protein PvdS 714590:715453 forward

response to heat

Cp258_1534
Cp258_1889
Cp258_1913

Annotation

Chaperone protein dnaJ 1 1639630:1640766 reverse
ATP-dependent chaperone protein ClpB 2028066:2030615 reverse
Chaperone protein cofactor 1 2054093:2055283 reverse



transport

10

11

12

13

14

15

16

Cp258_0112
Cp258_0370
Cp258_0386
Cp258_0391
Cp258_0629
Cp258_0764
Cp258_0778
Cp258_1105
Cp258_1187
Cp258_1445
Cp258_1446
Cp258_1558
Cp258_1684
Cp258_1854
Cp258_1922
Cp258_1923

Annotation

Glycine betaine-binding protein 98352:99227 forward

Serine transporter 373687:375060 forward

Maltose transport system permease protein 386388:387794 forward
Glycerol-3-phosphate-transporting ATPase 391896:393032 reverse
oligopeptide-binding protein OppA 649484:651016 forward
oligopeptide-binding protein OppA 791678:793258 forward

hypothetical protein 806137:806694 forward

FeS assembly ATPase SufC 1171913:1172671 reverse

oligopeptide-binding protein OppA 1266320:1267963 reverse
Ubiquinol-cytochrome C reductase cytochrome B subunit 1545835:1547457 reverse
ubiquinol-cytochrome c reductase iron-sulfur subunit 1547454:1548674 reverse
oligopeptide transport system permease OppC 1667727:1668590 forward
Cytochrome C oxidase polypeptide | 1802169:1803890 reverse

disulfide bond formation protein 1989700:1991190 reverse

oligopeptide transport system permease OppB 2069573:2070568 reverse
oligopeptide-binding protein OppA 2070649:2072289 reverse



ANEXO C

Lista dos transcritos do estimulon osmético (nivel 4)



CoreStimulon Analytic by GO

Project: Cp258

GO by Process/ GO Level:4

6,0 -

5,5 -

5,0 -

4,5 -

4,0 -

3,5-

3,0 -

2,5 -

2,0 -

1,5-

1.01 1 1 1
2l | DRl &
0,0 -

[ oxidation-reduction process M cell division [l organic acid metabolic process  transport M cell cycle

one-carbon metabolic process

cell cycle
CDs Annotation
. Cp258_1603 trigger factor Tig 1719209:1720561 reverse 777
cell division
CDS Annotation
,  Cp258_1426 cell division protein Mraz 1527233:1527664 reverse 7~
2 Cp258_1603 trigger factor Tig 1719209:1720561 reverse

one-carbon metabolic process
CDs Annotation

1 Cp258_0456 bifunctional protein folD 455004:455849 forward

organic acid metabolic process
CDs Annotation

1 Cp258_ 1848 acetate kinase 1982126:1983328 reverse




oxidation-reduction process

CDS Annotation
. Cp2s8_ 0244 Dihydrolipoamide dehydrogenase 247952:249361 forward
2 Cp258_0247 Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit 252110:254125 forward
3 Cp258_0305 L-lactate dehydrogenase 311901:312863 reverse
4 Cp258_0456 bifunctional protein folD 455004:455849 forward
5 Cp258_1023 NADH dehydrogenase 1081278:1082636 reverse
6 Cp258_1686 ribonucleoside-diphosphate reductase subunit beta 1804359:1805345 reverse
transport
CDS Annotation

1 Cp258_0370 Serine transporter 373687:375060 forward



ANEXO D

Lista dos transcritos da condicdao fisiolégica (nivel 4)



GO by Process/ GO Level:4

70

60

50

40

30

20

10

B oxidation-reduction process

m cell division

B carbohydrate metabolic process
M one-carbon metabolic process
B carbon fixation

B chromosome segregation

l organic acid metabolic process
Il response to oxidative stress

H transport
cell cycle
H electron transport chain
H response to heat
M cellular carbohydrate metabolic process
H defense response
 phosphorus metabolic process

carbohydrate metabolic process

N O 1A W N e

cDS

Cp258_0415
Cp258_0516
Cp258_0518
Cp258_0863
Cp258_1133
Cp258_1608
Cp258_1704

Annotation

phosphoglucosamine mutase 416743:418086 forward
Phosphomannomutase ManB 520508:521887 forward

Mannose-6-phosphate isomerase manA 523067:524224 forward
Glucanase GIgE 898574:900499 reverse

Ribulose-phosphate 3-epimerase 1206066:1206740 reverse
Ribose-5-phosphate isomerase B 1723714:1724148 reverse
Phosphoglucomutase 1821635:1823272 reverse

carbon fixation

CDS Annotation
1 Cp258 1120 phosphoenolpyruvate carboxylase 1189860:1192679 reverse
cell cycle
CDS Annotation
1 Cp258 0720 Septum formation initiator protein 747780:748322 forward
2 Cp258_ 1281 DNA translocase ftsK 1361252:1364248 reverse




cell cycle

CDS Annotation

3 Cp258_1410 Cell division protein sepF 1509570:1510010 reverse

4 Cp258_ 1413 Cell division protein ftsZ 1510919:1512190 reverse

5 Cp258 1415 UDP-N-acetyl muramate--L-alanine ligase 1513137:1514594 reverse

6 Cp258 1417 N-acetyl glucosaminyl transferase 1514722:1515807 reverse

7 Cp258_1418 Cell division protein ftsW 1515807:1517393 reverse
UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamate synthetase 1517494:1518879

8 Cp258 1419 reverse

9 (Cp258_1420 Phospho-N-acetylmuramoyl-pentapeptide- transferase 1518883:1519983 reverse
UDP-N-acetylmuramoylalanyl-D-glutamyl-2 6-diaminopimelate--D-alanyl-D-alanyl

10 Cp258 1421 ligase 1519987:1521537 reverse
UDP-N-acetylmuramoylalanyl-D-glutamate--2 6-diaminopimelate ligase

11 Cp258_ 1422 1521623:1523134 reverse

12 Cp258 1526 undecaprenyl pyrophosphate synthase 1632433:1633170 reverse

13 Cp258_1603 trigger factor Tig 1719209:1720561 reverse

cell division
CDS Annotation

1 Cp258 0581 Cell division ATP-binding protein FtsE 597432:598121 forward

2 Cp258 0582 Cell division protein ftsX 598143:599045 forward

3 Cp258 1281 DNA translocase ftsK 1361252:1364248 reverse

4 Cp258 1350 cell division protein FtsY 1439800:1441446 reverse

5 Cp258 1414 Cell division protein FtsQ 1512465:1513121 reverse

6 Cp258 1415 UDP-N-acetyl muramate--L-alanine ligase 1513137:1514594 reverse

7 Cp258_1417 N-acetyl glucosaminyl transferase 1514722:1515807 reverse

8 (Cp258 1418 Cell division protein ftsW 1515807:1517393 reverse
UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamate synthetase 1517494:1518879

9 Cp258_1419 reverse
Phospho-N-acetylmuramoyl-pentapeptide- transferase 1518883:1519983

10 Cp258_1420 reverse
UDP-N-acetylmuramoylalanyl-D-glutamyl-2 6-diaminopimelate--D-alanyl-D-

11 Cp258 1421 alanylligase 1519987:1521537 reverse
UDP-N-acetylmuramoylalanyl-D-glutamate--2 6-diaminopimelate ligase

12 Cp258_ 1422 1521623:1523134 reverse

13 Cp258 1423 Penicillin-binding protein 1523224:1525107 reverse

14 Cp258 1526 undecaprenyl pyrophosphate synthase 1632433:1633170 reverse

15 Cp258 1603 trigger factor Tig 1719209:1720561 reverse

16 Cp258 1711 UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase 1833584:1834822 reverse

17 Cp258 1809 cell division protein 1938797:1940800 reverse

cellular carbohydrate metabolic process

1
2

cDS
Cp258_0610
Cp258_1597

Annotation
Citrate synthase 630464:631759 forward
malate dehydrogenase 1711026:1712006 reverse



chromosome segregation

1

CDS
Cp258_1281

Annotation
DNA translocase ftsK 1361252:1364248 reverse

defense response

1

cDs
Cp258_1510

Annotation
Thiamine biosynthesis protein X 1617500:1618081 forward

electron transport chain

A W N R

cDS
Cp258_1446
Cp258_1684
Cp258_1854
Cp258_1863

Annotation

ubiquinol-cytochrome c reductase iron-sulfur subunit 1547454:1548674 reverse
Cytochrome C oxidase polypeptide | 1802169:1803890 reverse

disulfide bond formation protein 1989700:1991190 reverse

Nitrite reductase periplasmic cytochrome ¢552 1996085:1997536 reverse

one-carbon metabolic process

A W N R

cDS
Cp258_0456
Cp258_0521
Cp258_1057
Cp258_1138

Annotation

bifunctional protein folD 455004:455849 forward
S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase 526228:527667 forward
Formate--tetrahydrofolate ligase 1118527:1120179 reverse
S-adenosylmethionine synthase 1212069:1213298 reverse

organic acid metabolic process

1

cDs
Cp258_1848

Annotation
acetate kinase 1982126:1983328 reverse

oxidation-reduction process

O 00 N O U1l B WN B

e = N Y
Bl D W N P O

CDS

Cp258_0115
Cp258_0116
Cp258_0183
Cp258_0185
Cp258_0244
Cp258_0246
Cp258_0247
Cp258_0254
Cp258_0275
Cp258_0282
Cp258_0286
Cp258_0287
Cp258_0305
Cp258_0433
Cp258_0434

Annotation

Decaprenylphosphoryl-D-2-keto erythropentose reductase 104736:105497
reverse

Decaprenylphosphoryl-beta-D-ribose oxidase 105513:106979 reverse
Aspartate-semialdehyde dehydrogenase 181944:182975 forward

catalase 183750:185288 forward

Dihydrolipoamide dehydrogenase 247952:249361 forward

Succinate dehydrogenase cytochrome b556 subunit 251333:252091 forward
Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit 252110:254125 forward
pyruvate formate-lyase activating enzyme 258724:259593 reverse
glutamyl-tRNA reductase 279268:280632 forward

Protoporphyrinogen oxidase 288981:290366 forward

Thiol-disulfide isomerase/thioredoxin 293241:293825 forward
Cytochrome c-type biogenesis protein CcdA 293822:294628 forward
L-lactate dehydrogenase 311901:312863 reverse
Inosine-5-monophosphate dehydrogenase 432700:434220 forward
Inosine-5-monophosphate dehydrogenase 434248:435390 forward



oxidation-reduction process

16
17
18
19
20
21
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

cDs

Cp258_0456
Cp258_0482
Cp258_0563
Cp258_0614
Cp258_0615
Cp258_0645
Cp258_1023
Cp258_1034
Cp258_1038
Cp258_1070
Cp258_1080
Cp258_1097
Cp258_1123
Cp258_1131
Cp258_1132
Cp258_1182
Cp258_1206
Cp258_1234
Cp258_1238
Cp258_1239
Cp258_1244
Cp258_1314

Cp258_1320
Cp258_1361
Cp258_1449
Cp258_1502
Cp258_1636
Cp258_1650
Cp258_1686
Cp258_1688
Cp258_1720
Cp258_1724
Cp258_1764
Cp258_1859
Cp258_1882
Cp258_1909
Cp258_1915
Cp258_2011
Cp258_2013
Cp258_2044
Cp258_2066
Cp258_2126

Annotation

bifunctional protein folD 455004:455849 forward

flavoprotein disulfide reductase 484272:485741 forward
Copper-containing nitrite reductase 573200:575848 forward
Superoxide dismutase 634058:634678 reverse
25-diketo-D-gluconic acid reductase A 635117:635977 forward
succinate-semialdehyde dehydrogenase 667826:669313 forward
NADH dehydrogenase 1081278:1082636 reverse

Precorrin-3B synthase 1095270:1096463 forward

Precorrin-4 C11-methyltransferase 1099390:1100163 reverse
Dihydroorotate dehydrogenase 2 1134417:1135463 forward
Dehydrogenase/oxidoreductase 1141638:1143110 forward
hypothetical protein 1162380:1163744 forward
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1195072:1196076 reverse
riboflavin synthase subunit alpha 1204230:1204871 reverse
Riboflavin biosynthesis protein ribD 1204991:1206076 reverse
Thiol peroxidase 1260920:1261360 reverse

Dyp-type peroxidase family protein 1286596:1287903 reverse
UDP-glucose 4-epimerase 1314513:1315496 forward

Alkyl hydroperoxide reductase AhpD 1320780:1321304 reverse
Alkyl hydroperoxide reductase subunit C 1321446:1322042 reverse
NrdR family transcriptional regulator 1328641:1328871 reverse
Mycothione/glutathione reductase 1400556:1401947 forward

4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yl diphosphate synthase 1407719:1408894

reverse

Alanine dehydrogenase 1455187:1456296 reverse

Cytochrome c oxidase polypeptide 4 1550827:1551258 reverse
Pyruvate dehydrogenase E1 component 1609234:1611969 forward
Mycocerosic acid synthase 1754940:1755935 forward
Bacterioferritin comigratory protein 1764985:1765464 forward

ribonucleoside-diphosphate reductase subunit beta 1804359:1805345 reverse
ribonucleoside-diphosphate reductase subunit alpha 1806349:1808508 reverse

Cytochrome d ubiquinol oxidase subunit 2 1843097:1844080 forward
TIM-barrel containing enzyme 1849465:1850610 forward
Acetolactate synthase large subunit IlvB1 1890816:1892552 reverse
Thiol-disulfide oxidoreductase resA 1992620:1993144 reverse
glycerol-3-phosphate dehydrogenase 2016862:2018583 reverse
Aldehyde dehydrogenase 2049663:2051183 reverse

Chaperone protein DnaK 2056084:2057916 reverse

L-lactate dehydrogenase 2181376:2182326 reverse

Manganese superoxide dismutase 2183625:2184227 forward
Thioredoxin TrxA 2216427:2216795 reverse

DNA protection during starvation protein 2236999:2237490 reverse
Thioredoxin 2306223:2306546 forward



phosphorus metabolic process

1

CDS

Cp258_0691

Annotation
Transcriptional regulatory protein PvdS 714590:715453 forward

response to heat

1
2

CDS

Cp258_1534
Cp258_1889

Annotation
Chaperone protein dnal 1 1639630:1640766 reverse
ATP-dependent chaperone protein ClpB 2028066:2030615 reverse

response to oxidative stress

CDS Annotation
1 Cp258_0185 catalase 183750:185288 forward
transport
CDS Annotation
1 Cp258 0370 Serine transporter 373687:375060 forward
2 Cp258 0386 Maltose transport system permease protein 386388:387794 forward
3 Cp258 0387 Maltose transport system permease 387794:388672 forward
4 Cp258 0391 Glycerol-3-phosphate-transporting ATPase 391896:393032 reverse
Maltose/maltodextrin transport system substrate-binding protein
5 (Cp258_0508 512355:513647 reverse
6 Cp258 0629 oligopeptide-binding protein OppA 649484:651016 forward
7 Cp258_0680 Glycine betaine transporter 700674:702665 forward
8 (Cp258 0764 oligopeptide-binding protein OppA 791678:793258 forward
Monoacyl phosphatidylinositol tetramannoside-binding protein LpgW
9 (Cp258_0773 801714:803186 forward
10 Cp258_ 1187 oligopeptide-binding protein OppA 1266320:1267963 reverse
Ubiquinol-cytochrome C reductase cytochrome B subunit 1545835:1547457
11 Cp258_1445 reverse
12 Cp258 1446 ubiquinol-cytochrome c reductase iron-sulfur subunit 1547454:1548674 reverse
13 Cp258_1450 Cytochrome c oxidase subunit Il 1551280:1552365 reverse
14 Cp258_1684 Cytochrome C oxidase polypeptide | 1802169:1803890 reverse
15 Cp258 1734 hypothetical protein 1858942:1859586 forward
16 Cp258 1854 disulfide bond formation protein 1989700:1991190 reverse
17 Cp258_1863 Nitrite reductase periplasmic cytochrome ¢552 1996085:1997536 reverse
18 Cp258 1923 oligopeptide-binding protein OppA 2070649:2072289 reverse



ANEXO E

Lista dos transcritos de todas as condi¢8es (nivel 4)



CoreStimulon Analytic by GO

Project: Cp258

GO by Process/ GO Level:4

c_ o o 4

M oxidation-reduction process M transport [ cell division  cell cycle M carbohydrate metabolic process
electron transport chain ' one-carbon metabolic process M response to heat

M response to oxidative stress M cellular carbohydrate metabolic process

M organic acid metabolic process @ chromosome segregation B carbon fixation

M phosphorus metabolic process B defense response

carbohydrate metabolic process

CDs Annotation
. Cp258_0415 phosphoglucosamine mutase 416743:418086 forward
2 Cp258_0516 Phosphomannomutase ManB 520508:521887 forward
3 Cp258_0518 Mannose-6-phosphate isomerase manA 523067:524224 forward
4 Cp258_0791 sucrose-6-phosphate hydrolase 817867:819318 reverse
5 Cp258_0863 Glucanase GIgE 898574:900499 reverse
6 Cp258_1133 Ribulose-phosphate 3-epimerase 1206066:1206740 reverse
7 Cp258_1608 Ribose-5-phosphate isomerase B 1723714:1724148 reverse
8 Cp258_1704 Phosphoglucomutase 1821635:1823272 reverse
9 Cp258_1953 hypothetical protein 2104044:2104232 forward

carbon fixation
CDS Annotation

1 Cp258_1120 phosphoenolpyruvate carboxylase 1189860:1192679 reverse




cell cycle

CDs Annotation
. Cp2s8_0720 Septum formation initiator protein 747780:748322 foward
2 Cp258_0730 Undecaprenyl pyrophosphate synthase 1 756342:757139 forward
3 Cp258_1281 DNA translocase ftsK 1361252:1364248 reverse
4 Cp258_1410 Cell division protein sepF 1509570:1510010 reverse
5 Cp258_1413 Cell division protein ftsZ 1510919:1512190 reverse
6 Cp258_1415 UDP-N-acetyl muramate--L-alanine ligase 1513137:1514594 reverse
7 Cp258_1417 N-acetyl glucosaminyl transferase 1514722:1515807 reverse
8 Cp258_ 1418 Cell division protein ftsW 1515807:1517393 reverse
9 Cp258_1419 UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamate synthetase 1517494:1518879 reverse
10 Cp258_1420 Phospho-N-acetylmuramoyl-pentapeptide- transferase 1518883:1519983 reverse
11 Cp258_1421 UDP-N-acetylmuramoylalanyl-D-glutamyl-2 6-diaminopimelate--D-alanyl-D-alanyl ligase
1519987:1521537 reverse
12 Cp258_1422 UDP-N-acetylmuramoylalanyl-D-glutamate--2 6-diaminopimelate ligase 1521623:1523134 reverse
13 Cp258_1526 undecaprenyl pyrophosphate synthase 1632433:1633170 reverse
14 Cp258_1603 trigger factor Tig 1719209:1720561 reverse
15 Cp258_1711 UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase 1833584:1834822 reverse
cell division
CDS Annotation
. Cp2s8_0581 Cell division ATP-binding protein FtsE 597432:598121 forward
2 Cp258_0582 Cell division protein ftsX 598143:599045 forward
3 Cp258_0730 Undecaprenyl pyrophosphate synthase 1 756342:757139 forward
4 Cp258_1281 DNA translocase ftsK 1361252:1364248 reverse
5 Cp258_1350 cell division protein FtsY 1439800:1441446 reverse
6 Cp258_1414 Cell division protein FtsQ 1512465:1513121 reverse
7 Cp258_1415 UDP-N-acetyl muramate--L-alanine ligase 1513137:1514594 reverse
8 Cp258_1417 N-acetyl glucosaminyl transferase 1514722:1515807 reverse
9 Cp258_1418 Cell division protein ftsW 1515807:1517393 reverse
10 Cp258_1419 UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamate synthetase 1517494:1518879 reverse
1 Cp258_1420 Phospho-N-acetylmuramoyl-pentapeptide- transferase 1518883:1519983 reverse
12 Cp258_1421 UDP-N-acetylmuramoylalanyl-D-glutamyl-2 6-diaminopimelate--D-alanyl-D-alanyl ligase
1519987:1521537 reverse
13 Cp258_1422 UDP-N-acetylmuramoylalanyl-D-glutamate--2 6-diaminopimelate ligase 1521623:1523134 reverse
14 Cp258_1423 Penicillin-binding protein 1523224:1525107 reverse
15 Cp258_1426 cell division protein MraZ 1527233:1527664 reverse
16 Cp258_1526 undecaprenyl pyrophosphate synthase 1632433:1633170 reverse
17 Cp258_1603 trigger factor Tig 1719209:1720561 reverse
18 Cp258_1711 UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase 1833584:1834822 reverse
19 Cp258_1809 cell division protein 1938797:1940800 reverse

cellular carbohydrate metabolic process

1

2

Cp258_0610
Cp258_1597

Annotation

Citrate synthase 630464:631759 forward
malate dehydrogenase 1711026:1712006 reverse

chromosome segregation

1

Cp258_1281

Annotation

DNA translocase ftskK 1361252:1364248 reverse

defense response

1

Cp258_1510

Annotation

Thiamine biosynthesis protein X 1617500:1618081 forward



electron transport chain

CDs Annotation
. Cp2ss_1446 ubiquinol-cytochrome c reductase iron-sulfur subunit 1547454:1548674 reverse
2 Cp258_1684 Cytochrome C oxidase polypeptide | 1802169:1803890 reverse
3 Cp258_1854 disulfide bond formation protein 1989700:1991190 reverse
4 Cp258_1863 Nitrite reductase periplasmic cytochrome ¢552 1996085:1997536 reverse

one-carbon metabolic process

CDS Annotation
. Cp2s8_0456 bifunctional protein folD 455004:455849 forward 7
2 Cp258_0521 S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase 526228:527667 forward
3 Cp258_1057 Formate--tetrahydrofolate ligase 1118527:1120179 reverse
4 Cp258_1138 S-adenosylmethionine synthase 1212069:1213298 reverse

organic acid metabolic process
CDS Annotation

1 Cp258_1848 acetate kinase 1982126:1983328 reverse




oxidation-reduction process

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

Cp258_0115
Cp258_0116
Cp258_0183
Cp258_0185
Cp258_0244
Cp258_0246
Cp258_0247
Cp258_0254
Cp258_0275
Cp258_0282
Cp258_0286
Cp258_0287
Cp258_0305
Cp258_0433
Cp258_0434
Cp258_0456
Cp258_0482
Cp258_0563
Cp258_0614
Cp258_0615
Cp258_0645
Cp258_0703
Cp258_0747
Cp258_0769
Cp258_0834
Cp258_0898
Cp258_0900
Cp258_0902
Cp258_1023
Cp258_1034
Cp258_1038
Cp258_1070
Cp258_1080
Cp258_1097
Cp258_1112
Cp258_1116
Cp258_1123
Cp258_1131
Cp258_1132
Cp258_1182
Cp258_1206
Cp258_1234
Cp258_1238
Cp258_1239
Cp258_1244
Cp258_1314
Cp258_1320
Cp258_1361
Cp258_1449
Cp258_1476
Cp258_1502
Cp258_1636
Cp258_1650

Annotation

Decaprenylphosphoryl-D-2-keto erythropentose reductase 104736:105497 reverse
Decaprenylphosphoryl-beta-D-ribose oxidase 105513:106979 reverse
Aspartate-semialdehyde dehydrogenase 181944:182975 forward
catalase 183750:185288 forward

Dihydrolipoamide dehydrogenase 247952:249361 forward

Succinate dehydrogenase cytochrome b556 subunit 251333:252091 forward
Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit 252110:254125 forward
pyruvate formate-lyase activating enzyme 258724:259593 reverse
glutamyl-tRNA reductase 279268:280632 forward

Protoporphyrinogen oxidase 288981:290366 forward

Thiol-disulfide isomerase/thioredoxin 293241:293825 forward
Cytochrome c-type biogenesis protein CcdA 293822:294628 forward
L-lactate dehydrogenase 311901:312863 reverse
Inosine-5-monophosphate dehydrogenase 432700:434220 forward
Inosine-5-monophosphate dehydrogenase 434248:435390 forward
bifunctional protein folD 455004:455849 forward

flavoprotein disulfide reductase 484272:485741 forward
Copper-containing nitrite reductase 573200:575848 forward
Superoxide dismutase 634058:634678 reverse

25-diketo-D-gluconic acid reductase A 635117:635977 forward
succinate-semialdehyde dehydrogenase 667826:669313 forward
short-chain dehydrogenase 726012:726866 reverse
4-hydroxy-3-methyl but-2-enyl diphosphate reductase 773036:774061 forward
Arsenate reductase 797752:798096 reverse

Lactate utilization protein A 867072:867857 reverse

ketol-acid reductoisomerase 937747:938760 forward

hypothetical protein 940011:941843 forward

D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 943612:945207 forward

NADH dehydrogenase 1081278:1082636 reverse

Precorrin-3B synthase 1095270:1096463 forward

Precorrin-4 C11-methyltransferase 1099390:1100163 reverse
Dihydroorotate dehydrogenase 2 1134417:1135463 forward
Dehydrogenase/oxidoreductase 1141638:1143110 forward
hypothetical protein 1162380:1163744 forward

Cytochrome oxidase assembly protein 1180241:1181236 forward
glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 1186099:1187694 forward
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1195072:1196076 reverse
riboflavin synthase subunit alpha 1204230:1204871 reverse

Riboflavin biosynthesis protein ribD 1204991:1206076 reverse

Thiol peroxidase 1260920:1261360 reverse

Dyp-type peroxidase family protein 1286596:1287903 reverse
UDP-glucose 4-epimerase 1314513:1315496 forward

Alkyl hydroperoxide reductase AhpD 1320780:1321304 reverse

Alkyl hydroperoxide reductase subunit C 1321446:1322042 reverse
NrdR family transcriptional regulator 1328641:1328871 reverse
Mycothione/glutathione reductase 1400556:1401947 forward
4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yl diphosphate synthase 1407719:1408894 reverse
Alanine dehydrogenase 1455187:1456296 reverse

Cytochrome c oxidase polypeptide 4 1550827:1551258 reverse
Inosine 5-monophosphate dehydrogenase 1581560:1582993 reverse
Pyruvate dehydrogenase E1 component 1609234:1611969 forward
Mycocerosic acid synthase 1754940:1755935 forward

Bacterioferritin comigratory protein 1764985:1765464 forward



oxidation-reduction process
CDS Annotation
s« Cp258_ 1686 ribonucleoside-diphosphate reductase subunit beta 1804359:1805345 reverse
55 Cp258_1687 Ferritin-like protein 1805791:1806276 forward
56 Cp258_1688 ribonucleoside-diphosphate reductase subunit alpha 1806349:1808508 reverse

57 Cp258_1720 Cytochrome d ubiquinol oxidase subunit 2 1843097:1844080 forward

58 Cp258_1724 TIM-barrel containing enzyme 1849465:1850610 forward

59 Cp258_1747 glutathione peroxidase 1872060:1872533 reverse

60 Cp258_1764 Acetolactate synthase large subunit llvB1 1890816:1892552 reverse
61 Cp258_1798 Betaine aldehyde dehydrogenase 1929050:1930555 reverse

62 Cp258_1800 choline dehydrogenase 1932918:1934666 forward

63 Cp258_1859 Thiol-disulfide oxidoreductase resA 1992620:1993144 reverse

64 Cp258_1882 glycerol-3-phosphate dehydrogenase 2016862:2018583 reverse

65 Cp258_1909 Aldehyde dehydrogenase 2049663:2051183 reverse

66 Cp258_1915 Chaperone protein DnaK 2056084:2057916 reverse

67 Cp258_2011 L-lactate dehydrogenase 2181376:2182326 reverse

68 Cp258_2012 Peptide methionine sulfoxide reductase 2182608:2183282 reverse
69 Cp258_2013 Manganese superoxide dismutase 2183625:2184227 forward

70 Cp258_2014 Flavin reductase 2184509:2185093 forward

71 Cp258_2044 Thioredoxin TrxA 2216427:2216795 reverse

72 Cp258_2062 hypothetical protein 2233858:2234526 forward

73 Cp258_2066 DNA protection during starvation protein 2236999:2237490 reverse
74 Cp258_2125 Thioredoxin reductase 2305214:2306161 forward

75 Cp258_2126 Thioredoxin 2306223:2306546 forward

phosphorus metabolic process

1

Cp258_0691

Annotation

Transcriptional regulatory protein PvdS 714590:715453 forward

response to heat

CDS Annotation
1 Cp258 1534 Chaperone protein dnal 1 1639630:1640766 reverse "
2 Cp258_1889 ATP-dependent chaperone protein ClpB 2028066:2030615 reverse
3 Cp258_1913 Chaperone protein cofactor 1 2054093:2055283 reverse

response to oxidative stress

1

2

Cp258_0185
Cp258_1747

Annotation

catalase 183750:185288 forward
glutathione peroxidase 1872060:1872533 reverse



transport

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

Cp258_0112
Cp258_0146
Cp258_0370
Cp258_0386
Cp258_0387
Cp258_0391
Cp258_0453
Cp258_0508
Cp258_0629
Cp258_0680
Cp258_0764
Cp258_0773
Cp258_0778
Cp258_1105
Cp258_1187
Cp258_1445
Cp258_1446
Cp258_1450
Cp258_1558
Cp258_1684
Cp258_1734
Cp258_1799
Cp258_1854
Cp258_1863
Cp258_1922
Cp258_1923

Annotation

Glycine betaine-binding protein 98352:99227 forward

hypothetical protein 137086:139473 forward

Serine transporter 373687:375060 forward

Maltose transport system permease protein 386388:387794 forward

Maltose transport system permease 387794:388672 forward
Glycerol-3-phosphate-transporting ATPase 391896:393032 reverse

Manganese ABC transporter membrane protein 452996:453805 forward
Maltose/maltodextrin transport system substrate-binding protein 512355:513647 reverse
oligopeptide-binding protein OppA 649484:651016 forward

Glycine betaine transporter 700674:702665 forward

oligopeptide-binding protein OppA 791678:793258 forward

Monoacyl phosphatidylinositol tetramannoside-binding protein LpqwW 801714:803186 forward
hypothetical protein 806137:806694 forward

FeS assembly ATPase SufC 1171913:1172671 reverse

oligopeptide-binding protein OppA 1266320:1267963 reverse

Ubiquinol-cytochrome C reductase cytochrome B subunit 1545835:1547457 reverse
ubiquinol-cytochrome c reductase iron-sulfur subunit 1547454:1548674 reverse
Cytochrome c oxidase subunit 11 1551280:1552365 reverse

oligopeptide transport system permease OppC 1667727:1668590 forward
Cytochrome C oxidase polypeptide | 1802169:1803890 reverse

hypothetical protein 1858942:1859586 forward

High-affinity choline transport protein 1930565:1932712 reverse

disulfide bond formation protein 1989700:1991190 reverse

Nitrite reductase periplasmic cytochrome c552 1996085:1997536 reverse
oligopeptide transport system permease OppB 2069573:2070568 reverse
oligopeptide-binding protein OppA 2070649:2072289 reverse



ANEXO F

Lista dos transcritos de todas as condi¢des (nivel 3)



CoreStimulon Analytic by GO

Project: mariana-cp258

GO by Process/ GO Level:3

Ay A A A

M oxidation-reduction process M cell division cell cycle response to stress M biosynthetic process

nitrogen compound metabolic process ' primary metabolic process M pathogenesis B cell adhesion

B chromosome segregation

biosynthetic process

CDs Annotation

‘Cp258_0167 UDP-N-acetylmuramoylalanine--D-glutamate ligase 158676:159968 reverse
Cp258_0672 UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase 692922:693851 forward

Cp258_0777 N-succinyldiaminopimelate aminotransferase 804864:805958 forward

Cp258_0793 Glycosyl transferase 820119:821291 reverse

Cp258_1496 Cobalamin-biosynthesis related aminotransferase 1604103:1605245 reverse

Cp258_1969 Phthiocerol synthesis polyketide synthase type | PpsA 2124280:2129115 reverse

cell adhesion
CDS Annotation

Cp258_1781 hypothetical protein 1909682:1911079 reverse




cell cycle

CDs Annotation

‘Cp258_0720 Septum formation initiator protein 747780:748322 forward

Cp258_0730 Undecaprenyl pyrophosphate synthase 1 756342:757139 forward

Cp258_1281 DNA translocase ftsK 1361252:1364248 reverse

Cp258_1410 Cell division protein sepF 1509570:1510010 reverse

Cp258 1413 Cell division protein ftsZ 1510919:1512190 reverse

Cp258_1414 Cell division protein FtsQ 1512465:1513121 reverse

Cp258_1417 N-acetyl glucosaminyl transferase 1514722:1515807 reverse

Cp258 1418 Cell division protein ftsW 1515807:1517393 reverse

Cp258_1419 UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamate synthetase 1517494:1518879 reverse

Cp258_1420 Phospho-N-acetylmuramoyl-pentapeptide- transferase 1518883:1519983 reverse

Cp258_1421 UDP-N-acetylmuramoylalanyl-D-glutamyl-2 6-diaminopimelate--D-alanyl-D-alanyl ligase
1519987:1521537 reverse

Cp258_1526 undecaprenyl pyrophosphate synthase 1632433:1633170 reverse

Cp258_1603 trigger factor Tig 1719209:1720561 reverse

cell division

CDs Annotation

‘Cp258_0581 Cell division ATP-binding protein FsE 597432:598121 forward

Cp258_0582 Cell division protein ftsX 598143:599045 forward

Cp258 0730 Undecaprenyl pyrophosphate synthase 1 756342:757139 forward

Cp258_1281 DNA translocase ftsK 1361252:1364248 reverse

Cp258_1350 cell division protein FtsY 1439800:1441446 reverse

Cp258_1414 Cell division protein FtsQ 1512465:1513121 reverse

Cp258_1417 N-acetyl glucosaminyl transferase 1514722:1515807 reverse

Cp258_1418 Cell division protein ftsW 1515807:1517393 reverse

Cp258 1419 UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamate synthetase 1517494:1518879 reverse

Cp258_1420 Phospho-N-acetylmuramoyl-pentapeptide- transferase 1518883:1519983 reverse

Cp258_1421 UDP-N-acetylmuramoylalanyl-D-glutamyl-2 6-diaminopimelate--D-alanyl-D-alanyl ligase
1519987:1521537 reverse

Cp258_1423 Penicillin-binding protein 1523224:1525107 reverse

Cp258_1426 cell division protein MraZ 1527233:1527664 reverse

Cp258_1526 undecaprenyl pyrophosphate synthase 1632433:1633170 reverse

Cp258_1603 trigger factor Tig 1719209:1720561 reverse

Cp258_1809 cell division protein 1938797:1940800 reverse

chromosome segregation

Cp258_1281

Annotation

DNA translocase ftskK 1361252:1364248 reverse

nitrogen compound metabolic process

Cp258_0563
Cp258_1031
Cp258_1863
Cp258_1905
Cp258_1933

Annotation

Copper-containing nitrite reductase 573200:575848 forward
apolipoprotein N-acyltransferase 1088971:1090527 reverse

Nitrite reductase periplasmic cytochrome c552 1996085:1997536 reverse
hypothetical protein 2046210:2047046 reverse

urease accessory protein UreD 2082232:2083110 reverse



oxidation-reduction process

Cp258_0115
Cp258_0116
Cp258_0183
Cp258_0185
Cp258_0244
Cp258_0246
Cp258_0247
Cp258_0254
Cp258_0275
Cp258_0282
Cp258_0286
Cp258_0287
Cp258_0305
Cp258_0433
Cp258_0434
Cp258_0456
Cp258_0482
Cp258_0563
Cp258_0614
Cp258_0615
Cp258_0645
Cp258_0703
Cp258_0747
Cp258_0769
Cp258_0834
Cp258_0898
Cp258_0900
Cp258_0902
Cp258_1023
Cp258_1034
Cp258_1038
Cp258_1070
Cp258_1080
Cp258_1097
Cp258_1112
Cp258_1116
Cp258_1123
Cp258_1131
Cp258_1132
Cp258_1182
Cp258_1206
Cp258_1234
Cp258_1238
Cp258_1239
Cp258_1243
Cp258_1244
Cp258_1314
Cp258_1320
Cp258_1361
Cp258_1476
Cp258_1636
Cp258_1650
Cp258_1686

Annotation

Decaprenylphosphoryl-D-2-keto erythropentose reductase 104736:105497 reverse
Decaprenylphosphoryl-beta-D-ribose oxidase 105513:106979 reverse
Aspartate-semialdehyde dehydrogenase 181944:182975 forward
catalase 183750:185288 forward

Dihydrolipoamide dehydrogenase 247952:249361 forward

Succinate dehydrogenase cytochrome b556 subunit 251333:252091 forward
Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit 252110:254125 forward
pyruvate formate-lyase activating enzyme 258724:259593 reverse
glutamyl-tRNA reductase 279268:280632 forward

Protoporphyrinogen oxidase 288981:290366 forward

Thiol-disulfide isomerase/thioredoxin 293241:293825 forward
Cytochrome c-type biogenesis protein CcdA 293822:294628 forward
L-lactate dehydrogenase 311901:312863 reverse
Inosine-5-monophosphate dehydrogenase 432700:434220 forward
Inosine-5-monophosphate dehydrogenase 434248:435390 forward
bifunctional protein folD 455004:455849 forward

flavoprotein disulfide reductase 484272:485741 forward
Copper-containing nitrite reductase 573200:575848 forward
Superoxide dismutase 634058:634678 reverse

25-diketo-D-gluconic acid reductase A 635117:635977 forward
succinate-semialdehyde dehydrogenase 667826:669313 forward
short-chain dehydrogenase 726012:726866 reverse
4-hydroxy-3-methyl but-2-enyl diphosphate reductase 773036:774061 forward
Arsenate reductase 797752:798096 reverse

Lactate utilization protein A 867072:867857 reverse

ketol-acid reductoisomerase 937747:938760 forward

hypothetical protein 940011:941843 forward

D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 943612:945207 forward

NADH dehydrogenase 1081278:1082636 reverse

Precorrin-3B synthase 1095270:1096463 forward

Precorrin-4 C11-methyltransferase 1099390:1100163 reverse
Dihydroorotate dehydrogenase 2 1134417:1135463 forward
Dehydrogenase/oxidoreductase 1141638:1143110 forward

hypothetical protein 1162380:1163744 forward

Cytochrome oxidase assembly protein 1180241:1181236 forward
glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 1186099:1187694 forward
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1195072:1196076 reverse
riboflavin synthase subunit alpha 1204230:1204871 reverse

Riboflavin biosynthesis protein ribD 1204991:1206076 reverse

Thiol peroxidase 1260920:1261360 reverse

Dyp-type peroxidase family protein 1286596:1287903 reverse
UDP-glucose 4-epimerase 1314513:1315496 forward

Alkyl hydroperoxide reductase AhpD 1320780:1321304 reverse

Alkyl hydroperoxide reductase subunit C 1321446:1322042 reverse
ATP-dependent RNA helicase hrpA 1324730:1328644 forward

NrdR family transcriptional regulator 1328641:1328871 reverse
Mycothione/glutathione reductase 1400556:1401947 forward
4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yl diphosphate synthase 1407719:1408894 reverse
Alanine dehydrogenase 1455187:1456296 reverse

Inosine 5-monophosphate dehydrogenase 1581560:1582993 reverse
Mycocerosic acid synthase 1754940:1755935 forward

Bacterioferritin comigratory protein 1764985:1765464 forward
ribonucleoside-diphosphate reductase subunit beta 1804359:1805345 reverse



oxidation-reduction process

CDs Annotation

‘Cp258_1687 Feritin-like protein 1805791:1806276 forward 7
Cp258 1688 ribonucleoside-diphosphate reductase subunit alpha 1806349:1808508 reverse
Cp258_1720 Cytochrome d ubiquinol oxidase subunit 2 1843097:1844080 forward
Cp258_1724 TIM-barrel containing enzyme 1849465:1850610 forward
Cp258_1748 Protease Il 1872530:1874656 reverse

Cp258_1764 Acetolactate synthase large subunit llvB1 1890816:1892552 reverse
Cp258_1798 Betaine aldehyde dehydrogenase 1929050:1930555 reverse
Cp258_1800 choline dehydrogenase 1932918:1934666 forward

Cp258_1859 Thiol-disulfide oxidoreductase resA 1992620:1993144 reverse
Cp258_1882 glycerol-3-phosphate dehydrogenase 2016862:2018583 reverse
Cp258_1909 Aldehyde dehydrogenase 2049663:2051183 reverse

Cp258_1915 Chaperone protein DnaK 2056084:2057916 reverse

Cp258_2011 L-lactate dehydrogenase 2181376:2182326 reverse

Cp258 2012 Peptide methionine sulfoxide reductase 2182608:2183282 reverse
Cp258 2013 Manganese superoxide dismutase 2183625:2184227 forward
Cp258_2014 Flavin reductase 2184509:2185093 forward

Cp258_2044 Thioredoxin TrxA 2216427:2216795 reverse

Cp258_2062 hypothetical protein 2233858:2234526 forward

Cp258_2066 DNA protection during starvation protein 2236999:2237490 reverse
Cp258 2125 Thioredoxin reductase 2305214:2306161 forward

Cp258 2126 Thioredoxin 2306223:2306546 forward

pathogenesis
CDSs Annotation

Cp258_0031 phospholipase D 24664:25587 forward

primary metabolic process
CDSs Annotation

Cp258_0527 Ribosomal protein S30AE family protein 533286:533948 forward

response to stress
CDS Annotation

Cp258_0952 Stress related protein 995335:995862 forward

Cp258_1393 Ribosome-associated heat shock protein/S4 1489718:1490092 reverse
Cp258_1912 Heat shock protein HspR 2053672:2054073 reverse

Cp258 1914 Molecular chaperone GrpE 2055443:2056087 reverse

Cp258_1915 Chaperone protein DnaK 2056084:2057916 reverse

Cp258_2034 Universal stress protein A 2202792:2203691 reverse

Cp258_2066 DNA protection during starvation protein 2236999:2237490 reverse



