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RESUMO
TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS

Bruno Gabriel Nascimento Andrade

Abordagens filogendmicas, funcionais e taxondmicas in silico tém sido utilizadas na exploracdo da
diversidade de espécies de microrganismos, na solucdo de relacdes filogenéticas e evolutivas,
utilizando a informacgéo gendmica de forma global. Abordagens, que incluem a identidade média de
nucleotideos (ANI), tipagem da sequencia multilocus (MLST) e hibridacdo DNA-DNA (GGD),
consubstanciam a taxonomia gendmica de bactérias, sendo a abordagem atual para a identificacao e
classificagéo principalmente de organismos néo cultivaveis. O género de bactérias Wolbachia contém
endossimbiontes obrigatérios e facultativos que infectam mais de 40% de todas as espécies de
artropodes e varias espécies de nematoides. Bactérias deste género, sdo classificados como
pertencentes a espécie Wolbachia pipientis. A partir de analises genéticas utilizando apenas trés
genes, ftsZ, wsP e 16S, bactérias desta espécie sdo classificados em 16 supergrupos filogenéticos.
Recentemente, utilizando algumas abordagens de taxonomia gendmica, foi sugerido que estes
supergrupos filogenéticos corresponderiam a varias espécies. Klebsiella pneumoniae, uma espécie
de bactéria de vida livre e também um patdgeno oportunista, era classificada, com base nos genes
parCe gyrA, em trés grupos filogenéticos KP-I, KPII-A, KPII-B e KP- Ill. Recentemente, aplicando um
conjunto de sete genes e identidade média de nucleotideos foi definido que estes grupos filogenéticos
corresponderiam a trés espécies, K. pneumoniae, K. quasipneumoniae e K. variicola. Neste estudo
aplicamos filogenémica e abordagens de taxonomia gendmica para reanalisar e explorar, sob o ponto
de vista do contetdo gendmico global, a diversidade e classificacdo destes dois géneros de bactérias.
Recuperamos todos os genes codificadores das proteinas ribossomais (rMLST) e genes
compartilhados por todos os genomas analisados (cgMLST), de 26 genomas de Wolbachia e 91
genomas de Klebsiella. Determinamos a identidade média de nucleotideos (gANI), hibridacdo DNA-
DNA in silico (GGD) e alinhamento da frag@o (AF). A diversidade funcional do género Wolbachia foi
explorada por analise de enriquecimento funcional. Geramos, através de sequenciamento de alto
desempenho, o genoma de um isolado clinico de K. variicola (BZ19) e um isolado clinico de K.
quasipneumoniae (K142).As analises filogenémicas com o género Wolbachia geraram os mesmos 16

supergrupos exceto pelo isolado wVuIC, classificado previamente no supergrupo B, que definiu um
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novo supergrupo. Agregando as abordagens rMLST, cgMLST, gANI e GGD ao esquema prévio de
taxonomia gendmica de Wolbachia ficou claro queas bactérias dos supergrupos pertencem a distintas
espécies de Wolbachia e que o isolado wWulC seria uma nova espécie, a qual propomos o nome
'Candidatus Wolbachia vulgaris’. Existem diferencas funcionais significativas entre os
endossimbiontes obrigatérios e facultativos, principalmente quanto a presenca de genes associados
com fagos, profagos e elementos transponiveis nos genomas dos facultativos. As analises de
flogendmica e de taxonomia gendmica definiram de forma robusta as espécies K. pneumoniae, K
variicola e K. quasipneumoniae. 39 genomas de isolados previamente classificados como K.
pneumoniae apresentaram métricas abaixo dos limites de delineacdo de espécies (GGD <
70,cgMLST <95, gANI < 96) quando comparados com o genoma da linhagem tipo K. pneumoniae
HS11286T sendo que 14/39 e 25/39 apresentaram métricas compativeis com a linhagens tipo de K.
quasipneumoniae 01030T e K. variicola DSM15968T, respectivamente. O genoma da Klebsiella sp.

10982, corresponderia a uma nova espécie relacionada a K. variicola.
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Abstract
PHD THESIS IN BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS

Bruno Gabriel Nascimento Andrade

Phylogenomic, functional and genomic taxonomic approaches have been used in the microorganisms
species exploration and in the solution of evolutionary and phylogenetic relationships using whole
genomic information. Approaches like Average nucleotide identity (ANI), Multilocus sequence typing
(MLST) and DNA-DNA hybridization (GGD) are applied to the genomic taxonomy that has now been
used in the identification and classification of organisms, even non-cultivable ones. The bacterial
genus Wolbachia contains obligate and facultative endossimbionts that infects more than 40% of
arthropod and several nematode species. Bacteria from this genus are classified in 16 phylogenetic
supergroups (A-Q) by genetic analyses based on three genes, ftsZ, wsP e 16S. It was recently
suggested that these phylogenetic supergroups correspond to several bacterial species. Similarly, the
free living and opportunistic pathogen Klebsiella pneumoniae had been classified in three phylogenetic
groups, KP-I, KP-1l and KP-Ill by genetic analyses based on two genes, parC and gyrA. Recently, it
was defined based on the similarity of seven intrinsic genes and ANI, that these phylogenetic groups
corresponds to three bacterial species, K. pneumoniae, K. quasipneumoniae e K. variicola. In this
study, we applied phylogenomic and genomic taxonomy approaches to reanalyze and explore, using
whole genomic content, the diversity and classification of these two genus. We retrieved all ribosomal
protein subunit coding genes (rMLST) and genes (cgMLST) shared by 26 Wolbachia and by 91
Klebsiella genomes. We determined the Average nucleotide identity (gANI), digital DNA-DNA
hibridization (GGD) and Alignment of fraction (AF). The functional diversity of the Wolbachia genus
was explored by the application of an enrichment/depletion approach. We generate, using high
throughput sequencing, the genome of the first K. variicola from a clinical case (BZ19) as well as a
genome of a K. quasipneumoniae (K142). Phylogenomic analyses with Wolbachia determined 5
supergroups already described, the exception was wVulC, previously classified as a supergroup B
Wolbachia, revealed here as a new supergroup. Adding the rMLST, cgMLST, gANI and GGD to a
taxonomical scheme for Wolbachias it became clear that these genomes belongs to distinct species
and the wWulC isolate is an undescribed species, which we will propose the name Candidatus
Wolbachia vulgaris’. There are functional differences between obligate and facultative endossimbionts,
most of these differences resides on the presence of genes associated to the Phages, prophages,
transposable elements subsystem in the facultative genomes. In relation to Klebsiella, phylogenomic
and genomic taxonomy analyses showed that K. pneumoniae, K variicola e K. quasipneumoniae are

well defined species. Of all genomes annotated as K. pneumoniae, 39 presented metrics bellow the
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species delineation limit (GGD < 70, cgMLST <95, gANI < 96) with the type lineage HS11286", 14/39
presented metrics compatible with K. quasipneumoniae 01030T and 25/39 with the species

K. variicola. The genome Klebsiella sp. 10982, would correspond to a new species related to
K. variicola.
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1 - Introducado

1.1 - Filogendmica

A evolucdo de microrganismos, em especial bactérias, € em grande parte
dependente da natureza fluida de seus genomas, sendo sujeitos portanto a eventos
como a aquisicdo lateral de genes, duplicacdo e perda génica. Tais eventos sao
comuns e limitam a inferéncia de suas relacdes evolutivas, j& que diferentes genes
podem contar diferentes histdrias filogenéticas (Comas et al. 2007). O advento de
abordagens gendmicas e a reducdo do custo do sequenciamento de genomas
completos, permitiu ndo sé uma mudanca na escala de analises de sequéncias, indo
de genes Unicos para andlises globais, mas também para inferéncias filogenéticas. A
flogendmica, uma atualizacdo de abordagens filogenéticas para o contexto
gendmico (Eisen & Eisen 1998), é uma abordagem integrativa onde informacdes
gendbmicas em nivel global sédo utilizadas para interpretar dados e testar hipoteses,
englobando diferentes campos da biologia moderna, tais como a biologia molecular,
sistematica, populacional, evolutiva e computacional.

Esta abordagem foi inicialmente proposta por Jonathan Eisen, em 1998, para a
predicdo e anotacdo funcional de genes em novos genomas, 0s quais foram
montados sem um genoma referéncia. A inferéncia da fungcdo de um novo gene é
feita através de um processo multi etapas onde ortélogos, genes com uma mesma
historia evolutiva e que, por isto, possuiriam uma funcao similar, sdo identificados e
discriminados de paralogos, que sdo genes originados a partir de eventos de
duplicacdo e por isso eliminados da analise, sendo entdo utilizados na anotacdo
destes genes (Eisen & Eisen 1998, Brown & Sj6lander 2006).

Abordagens filogenbmicas permitem também o estabelecimento de relacbes
genéticas entre bactérias de forma robusta, sendo possivelmente a forma mais
apropriada de se tracar a historia evolutiva de organismos. As vantagens de
abordagens que utilizam mdultiplos genes sao diversas, é possivel, por exemplo,
evitar sinais evolutivos provenientes de genes unicos favorecendo um sinal
filogenético “verdadeiro” inferido a partir de um grande nimero de genes. A utilizacao
de métodos filogendmicos evitam também erros estocasticos inerentes a utilizacédo
de gene Unicos, ja que tais erros tendem a desaparecer naturalmente quando mais

genes sdo adicionados (Delsuc et al. 2005, Jeffroy et al. 2006).



Diversas metodologias que utilizam informagdes gendmicas de forma direta foram
propostas, mas a utilizacdo do método de concatenacdo de sequéncias tem se
tornado relativamente comum. Este método amplifica o sinal filogenético ao juntar
sequéncias de mdultiplos genes, criando uma supermatriz de caracteres (ou um super
alinhamento) que geralmente geram filogenias com alto suporte de bootstrap nos
nos (Comas et al. 2007). Este método é preferencialmente utilizado quando o sinal
filogenético proveniente de um gene unico € insuficiente (Herniou et al. 2001),
guando existe heterogeneidade nas taxas evolutivas (Gontcharov et al. 2004,
Bapteste et al. 2005) ou quando eventos como a transferéncia horizontal de genes
esté influenciando a topologia da arvore filogenética (Brochier et al. 2002).

Um exemplo da aplicacdo de métodos de concatenacdo de genes para resolver
relacdes genéticas foi feita por Bennet et al., (2013) (Bennett et al. 2013) onde, apo6s
analisar a similaridade do superalinhamento de sequéncias de genes codificadores
de proteinas ribossomais (rps) das espécies Neisseria oralis e Neisseria mucosa,
chegou a conclusdo de que se tratavam de uma Unica espécie. A abordagem
desenvolvida por Bennet é chamada de tipagem da sequéncia multilocus de
proteinas ribossomais (rMLST). (Comandatore et al. 2013)

Recentemente, abordagens filogenémicas foram aplicadas em genomas completos
de diversas espécies de arqueias, estas foram recuperadas a partir do metagenoma
de uma fonte hidrotermal conhecida como “Castelo de Loki”. Estes genomas foram
classificados como pertencentes a um novo filo, Lokiarchaeota e, interessantemente,
diversas caracteristicas gendémicas destes eram similares a de Eucariotos, como a
maquinaria de replicacdo e pequenas GTPases (Spang et al. 2015). De fato, a
andlise de 36 proteinas conservadas revelou, de forma inequivoca, que o dominio

dos Eucariotos e o filo lokiarchaeota sdo monofiléticos.

1.2 - Taxonomia genémica

A taxonomia é uma abordagem que permite classificar organismos e constitui uma
das bases fundamentais da ciéncia da vida. Atualmente, a classificacdo de espécies
de bactéria € baseada em uma abordagem polifasica (Vandamme et al. 1996), a qual
integra informacdes fenotipicas, quimiotaxonémicas e genotipicas para classificar
espécies de bactérias. Dentre as abordagens utilizadas, a hibridacdo DNA-DNA é
considerada o padrdo ouro na descricdo de espécies (12). Para aplica-la é

necessario uma colecdo de isolados de espécies ja definidas para o género



estudado, além de um aparato (reagentes/equipamentos) para as reacdes de
hibridacdo, o que limita a realizacdo de testes para definicdo de novas espécies por
pesquisadores em todo o mundo (12).

A analise de similaridade do gene ribossomal 16s, uma outra abordagem utilizada
pela taxonomia polifasica, permitiu o desenvolvimento de trabalhos revolucionarios
como o de Woese et al., (1977), onde o dominio das Arqueias foi estruturado, o
separando do dominio das bactérias (Woese & Fox 1977). Limites de similaridade
para estas abordagens foram definidos apés repetidos ensaios experimentais, onde
uma espécie € definida como um grupo de isolados que possuem >70% de DDH,
<5% de diferenca no conteudo GC entre os genomas e uma identidade do gene
ribossomal 16s > 97% (Brenner et al. 2016, Schumann et al. 2013).

Mora et al., (2002) propOs recentemente um novo conceito de espécies para
procariotos, onde: “Uma espécie € uma categoria que circunscreve um grupo
monofilético de populacbes de individuos genomicamente e fenotipicamente
coerentes” (Rossell??-M??ra & Amann 2015). A aplicacdo deste conceito passou a
ser factivel através de novas metodologias para obtencdo de genomas completos de
bactérias, tanto sob o ponto de vista do custo quanto da rapidez e portabilidade das
informacdes. Além disso, a aplicacado desta abordagem é possivel em organismos
nao-cultivaveis.

De fato, 0 genoma de um organismo é o seu sinal filogenético definitivo e, devido a
isto, métodos para identificar e classificar espécies bacterianas utilizando o genoma
completo foram criados (Thompson et al. 2009, 2013, 2015, Larsen et al. 2014,
Varghese et al. 2015). Esta metodologia, conhecida como taxonomia gendmica,
utiiza métricas baseadas em assinaturas gendmicas intraespecificas para
classificar, reclassificar e criar nomenclaturas para taxas, sendo especialmente util
em isolados bacterianos que nao sdo passiveis de cultivo (Thompson et al. 2009,
2013).

Para isto, novos métodos foram desenvolvidos ao longo dos anos, tais como:
Andlise da sequéncia Multi Locus (MLSA); rMLST (Jolley et al. 2012); Tipagem da
sequéncia multi locus de genes do Core Genoma (cgMLST) (Bennett et al. 2013,
Andrade et al. 2014); A identidade média de nucleotideos/aminoacidos (ANI, AAI)
(Varghese et al. 2015); Alinhamento de Fracdo (AF) (Varghese et al. 2015),
Hibridizagdo DNA-DNA digital (GGD) (Auch et al. 2006), entre outros, integrando
informacbes de diferentes abordagens in silico para que sejam inferidas relacfes

filogenbmicas e taxonémicas.



Em 1999 foi realizada uma das primeiras tentativas de utilizar o genoma bacteriano
para classificagcdo taxondmica (Snel et al. 1999). Neste trabalho, o autor utilizou
perfis de presenca/auséncia de genes ortdlogos para reconstruir a filogenia de todos
0s genomas completamente sequenciados na época (13 genomas). Abordagens
taxonomia gendmicas vem sendo aplicadas a diferentes géneros de
microrganismos, um exemplo foi a definicdo de espécies para o género Vibrio, onde
a autora concluiu que métricas como >95% de similaridade de MLSA, > 96% de
identidade média de aminoacidos e <10 de dissimilaridade gendmica definiriam
espécies para esse género (Thompson et al. 2009).

Esta abordagem também foi aplicada ao género Prochlorococcus, género que era
representado por uma Unica espécie, Prochlorococcus marinus. Esta espécie era
divida em diferentes ecogrupos que, por taxonomia génomica, corresponderiam a
diferentes espécies deste género (Thompson et al. 2013). Mais recentemente, esta
abordagem foi aplicada em aproximadamente 13.000 genomas de diversas espécies
bacterianas, revelando que muitas destas espécies deveriam ser revistas (Varghese
et al. 2015).

1.3 - Wolbachia pipientis

Wolbachia pipientis € uma alfaproteobacteria intracelular estrita pertencente a familia
Rickettsiaceae, formalmente descrita em 1936 por Marshall Hertig (Hertig 2009).
Esta espécie era, até recentemente, a Unica representante do género Wolbachia,
género cujos isolados estdo associadas a células de hospedeiros especificos como
espécies de insetos, crustaceos, aracnideos e nematoides da familia Onchocercidae
(Bandi et al. 1998). Isolados de W. pipientis séo identificadas em tecidos especificos
do hospedeiro, como gbnadas e células germinativas em artropodes (Ramirez-
Puebla et al. 2015) e em invaginacdes da hipoderme ou cordas laterais em
nematoides de ambos os sexos (Foster et al. 2005).

Wolbachia é também o género de bactérias intracelulares mais predominantes no
mundo, a prevaléncia destas bactérias em diferentes espécies de artropodes foi
estimada em 40% (Bandi et al. 1998, Wu et al. 2004, Zug & Hammerstein 2012).
Isolados de Wolbachia s&o transmitidos em sua grande maioria verticalmente pela
linhagem materna , entretanto, existem evidéncias de transmisséo horizontal entre
hospedeiros de diferentes espécies de artropodes e de nematoides, ja que a

filogenia destes endossimbiontes ndo seguem estritamente a de seus hospedeiros
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(Lefoulon et al. 2016).

Sua condicdo como bactéria intracelular obrigatoria € compartilhada por todos os
membros da familia Rickettsiaceae, a qual comporta parasitas intracelulares e
patégenos de mamiferos, como as bactérias Rickettsia typhi e Rickettsia prowazekii,
patébgenos causadores de tifo epidémica em humanos (Bechah et al. 2008) e
Anaplasma marginale, o patdégeno transmitido por pulgas mais prevalentes em
rebanhos de gado mundialmente (Kocan et al. 2003, Herndon et al.
2010) representando um impacto socioecondmico consideravel tanto na saulde

publica quanto na pecudria.

1.3.1 - Caracteristicas genémicas

Membros do género Wolbachia possuem genomas reduzidos, cujos tamanhos
variam entre 0.9 e .6 Mbp. Este tamanho reduzido € resultante de processos de
evolucdo redutiva, isto €, a evolucdo destas bactérias se da mais por perda génica
do que por aquisicdo lateral de genes (Georgiades et al. 2011), o que é consistente
com sua condicao de vida intracelular. O ambiente intracelular € estavel e rico em
nutrientes, provendo proteinas e cofatores para bactérias intracelulares,
consequentemente alguns genes, como 0S que participam de algumas vias
biossintéticas, ndo sdo mais estritamente necessarios e, devido a isto, a perda
destes ndo é deletéria (Moran 2003), propiciando eventos de pseudogenizacéo,
onde o acumulo de muta¢des pontuais resultam em perda de funcéo e perda génica
(Wu et al. 2004).

Genomas de isolados de Wolbachia associadas a artrépodes possuem uma alta
densidade de elementos genéticos moveis, como transposons e fagos (Wu et al.
2004, Cerveau et al. 2015). Tais elementos aliados a seu excepcionalmente alto
namero de sequéncias repetitivas, explicam os frequentes eventos de rearranjos
gendmicos observados nestes isolados, em outras palavras, isolados de Wolbachia
possuem pouca sintenia génica (Klasson et al. 2008, Comandatore et al. 2015).
Isolados do género Wolbachia associadas a nematoides também sdo suscetiveis a
recombinacao, evidéncias de tais eventos vieram através de analises filogenéticas
utilizando o gene codificante da proteina de superficie wsp (Werren & Bartos 2001,
Jiggins 2002, Bordenstein & Wernegreen 2004, Baldo et al. 2006a). isolados
associadas a nematoides possuem poucos elementos genéticos mobveis e

rearranjos, como esperado de uma relacdo entre hospedeiro e simbionte ancestral



(Wu et al. 2004, Bordenstein et al. 2009, Cerveau et al. 2015).

1.3.2 - Filogenia e supergrupos filogenéticos

Wolbachia € um género geneticamente diverso (Ishmael et al. 2009), sendo esta
diversidade representada por supergrupos filogenéticos (A-Q) (Figura 1) que é
baseada na similaridade de sequéncia do gene wsp e do gene codificador do RNA
ribossomal 16S. Destes, 10 s&o encontrados associados exclusivamente a
artropodes (A, B, E, H, I, K, M, N, P, Q), 5 associados de forma mutualistica a
nematoides (C, D, J, L, O) e 1 (F) encontrado associado em artrépodes e
nematoides, sendo os supergrupos A e B conhecidos como parasitas sexuais pois
induzem fendtipos reprodutivos em seus hospedeiros. Isolados de Wolbachia
encontradas em aranhas australianas foram classificadas como pertencentes ao

supergrupo G, porém concluiu-se que o gene wsp sofreu eventos de recombinacao

e, portanto, o supergrupo G néo é consistente.

* Hospedeiros

Parasitas sexuais

Artropodes

Nematoides

Mutualistas

Ambos

* Supergrupos
Figura 1 - Principais supergrupos de bactérias do género Wolbachia e seus respectivos hospedeiros.
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Wolbachia associadas exclusivamente a artropodes pertencem exclusivamente aos supergrupos A, B,
E, H, | e K, sendo os supergrupos A e B os mais estudados e diversos. Wolbachia associadas
exclusivamente a nematoides pertencem aos supergrupos C, D, J, L e O. O supergrupo F é
encontrado tanto em artropodes quanto em nematoides.

1.3.3 - Fenétipos induzidos

isolados de Wolbachia possuem a habilidade de estabelecer uma rede de interagbes
fisioldgicas com o seu hospedeiro, esta interacdo permite a manipulacdo de
processos celulares e a inducéo de fendtipos reprodutivos e nao reprodutivos, como:
Incompatibilidade citoplasmatica (IC) (Turelli & Hoffmann 1999, Poinsot et al. 2003);
modificacdo da partenogénese (Huigens et al. 2000); feminilizacdo de embrides
(Cordaux et al. 2004); morte de embrides machos (Hurst & Jiggins 2000);
mutualismo nutricional (Nikoh et al. 2014); fornecimento de ATP para seus
hospedeiros (57). Assegurando assim sua transmissdo e dispersdo em uma

populacao néo infectada (Moran 2006).

1.3.4 - Status taxondémico do género Wolbachia

Autores como Lo et al., (2007) propuseram que todosas bactérias deste género
deveriam ser classificados como W. pipientis (Lo et al. 2007), entretanto Pffar foi o
primeiro a reconhecer que diversas caracteristicas deveriam ser consideradas antes
de agrupa-las em uma Unica espécie, especialmente ao comparar Wolbachia
associadas a nematoides e artropodes (Pfarr et al. 2011). Recentemente, Puebla et
al. (Wu & Eisen 2008), realizou reconstrucdes filogendmicas a partir de 31 proteinas
conservadas (Figura 2), hibridizacdo DNA-DNA in silico e a identidade média de
nucleotideos em isolados de 6 supergrupos de Wolbachia (A-F), revelando que estes
supergrupos eram heterogéneos o suficiente para serem considerados diferentes
espécies, sendo que alguns destes, como 0s supergrupos C e D, agrupariam mais
de uma espécie cada (Ramirez-Puebla et al. 2015). Consequentemente, oito
espécies candidatas foram propostas: ‘Candidatus W. bourtizisii’ (Supergrupo A),
‘Ca. W. pipientis’ (Supergrupo B), ‘Ca. W. onchocerciola’ (Supergrupo C), ‘Ca. W.
blaxteri’ (Supergrupo C), ‘Ca. W. brugii’ (Supergrupo D), ‘Ca. W. taylori’ (Supergrupo
D), ‘Ca. W. colembolicola’ (Supergrupo E), e ‘Ca. W. multihospitum’ (Supergrupo F)
(Ramirez-Puebla et al. 2015).
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Figura 2 - Arvore filogenética baseada em 31 proteinas conservadas identificadas por Puebla e
colaboradores (2015). Concluiu-se, baseado na topologia da arvore e em valores de ANI, que os seis
supergrupos analisados (A-F) corresponderiam a 8 espécies do género Wolbachia.

1.4 - Klebsiella

O género Klebsiella compreende bactérias ndo mdveis, anaerdbicas facultativas,
caracterizadas pela presenca de uma capsula polissacaridica que confere
resisténcia a diversos mecanismos de defesa do hospedeiro. As bactérias deste
género sdo ubiquas e podem ser encontradas no solo e agua, e sdo capazes de
colonizar diferentes tecidos em humanos ou animais, ou de coexistirem em uma
relacdo mutualistica com plantas como endéfitos diazotroficos (fixadores de
nitrogénio) (Fouts et al. 2008,Brisse 2014).

1.4.1 - Caracteristicas genémicas



Isolados de diferentes espécies do género Klebsiella possuem um genoma unico
circular, o tamanho de seus genomas varia entre 5 e 6 Mbp. A genoma da linhagem
tipo de Klebsiella pneumoniae HS11286", por exemplo, possui 5,316 CDS, 87 tRNAs
e, como parte de seu mobiloma, 7 regibes de préfagos e elementos integrativos
conjugativos (ICE), que sdo elementos que permitem um fluxo dindmico de genes
entre bactérias (Liu et al. 2012). Uma diferenca fenotipica importante que é
diretamente relacionada a diferencas gendmicas entre isolados de K. pneumoniae e
de outras espécies deste género, como Klebsiella variicola ou Klebsiella oxytoca é a
capacidade de fixar nitrogénio. Isolados de K. pneumoniae ndo sao capazes de fixar
nitrogénio pois o cluster génico responsavel por este fenétipo, o cluster nif, esta
ausente nos genomas de todasas bactérias de K. pneumoniae identificados até o
momento, estando presentes em isolados de outras espécies de Klebsiella, como K.
variicola e K. quasipneumoniae (Rosenblueth & Martinez 2004, Fouts et al. 2008,
Pinto-Tomas et al. 2009, Hazen et al. 2014).

1.4.2 - Filogenia e status taxonémico

A estrutura filogenética de Klebsiella demonstra a complexidade taxondmica deste
género, que se reflete na dificuldade em identificar corretamente as espécies deste
género (Alves et al. 2006). As espécies do género Klebsiella foram originalmente
estabelecidas com base nas suas caracteristicas fenotipicas e em funcdo das
doencas as quais estavam associadas. Contudo, a aplicacdo da taxonomia
polifasica e genébmica tem levado a revisdes na definicdo de espécies de Klebsiella.
Por exemplo, as espécies K. planticola, K. terrigena e K. ornithinolytica,
originalmente incluidas no género Klebsiella com base na taxonomia numeérica,
foram realocadas no género Raoultella através da analise comparativa dos genes
16S rRNA e rpoB (Drancourt et al. 2001). Por sua vez, os grupos filogenéticos de K.
pneumoniae (Kpl, Kpll-A e [I-B e Kplll) definidos com base na similaridade de
sequéncias de gyrA e parC (Brisse & Verhoef 2001), foram identificados como
distintas espécies de Klebsiella. Analises filogenéticas baseadas no esquema de
MLST para este género, hibridacdo DNA-DNA e ANI demonstraram que 0S grupos
Kpl, Kpll-A e [I-B e Kplll correspondiam as espécies K. pneumoniae, Klebsiella
quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae (KPII-A), K. quasipneumoniae subsp.

similipneumoniae (KPII-B) e Klebsiella variicola, respectivamente (Rosenblueth &



Martinez 2004, Brisse et al. 2014).

Brisse e colaboradores (2004) demonstraram a associacdo ancestral de genes
cromossomais constitutivos que codificam (-lactamases de classe A com 0s grupos
filogenéticos Kpl, Kpll e Kplll (Brisse et al. 2004). Com a realocagdo de isolados
destes grupos em diferentes espécies definiu-se que K. pneumoniae (Kpl), K.
quasipneumoniae (Kpll) e K. variicola (Kplll) carreiam, respectivamente, 0os genes
cromossomais blaswy, blaoke and blaen, enquanto que K. oxytoca carreia o gene
blaoxy (Rosenblueth & Martinez 2004, Brisse et al. 2014, Andrade et al. 2014).
Atualmente o género Klebsiella inclui seis espécies: Klebsiella pneumoniae, com
suas trés subespécies (K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K. pneumoniae subsp.
ozaenae, K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis) (63), Klebsiella oxytoca (64), K.
variicola, K. granulomatis, K. singaporensis, K. michiganensis e K. quasipneumoniae
com suas subespécies K. quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae e K.
quasipneumoniae subsp. similipneumoniae (Brisse et al. 2004).

Contudo, a identificacdo de Klebsiella através de testes bioquimicos continua sendo
a mais usada na rotina clinica, o que leva a resultados equivocados e a uma
subestimacao da diversidade de espécies deste género (68,69). De fato, casos de
infeccOes severas causadas pela espécie K. variicola inicialmente identificada como
K. pneumoniae foram relatados (Berry et al. 2015).

Até o momento, a maioria dos trabalhos que utilizaram abordagens filogenéticas
para estudar a estrutura taxondmica do género Klebsiella focaram apenas em
namero limitado de espécies (Rosenblueth & Martinez 2004, Brisse et al. 2014,
Andrade et al. 2014). Portanto, a aplicacdo das diferentes métricas consideradas na
taxonomia genbmica para analisar as diferentes espécies de Klebsiella com
genomas ja disponibilizados permitira desvendar de forma mais robusta a
complexidade taxondmica observada neste género.

Neste trabalho, aplicamos andlises filogendmicas e de taxonomia gendmica em
isolados de dois géneros distintos de bactérias: Wolbachia e Klebsiella para
investigar relagbes funcionais, filogenéticas, filogen6micas e taxondmicas entre

diferentes isolados destes géneros.
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2 - Objetivos

2.1 - Objetivo principal

Aplicar abordagens in silico para investigar relagdes funcionais, filogenéticas,
filogendmicas e taxondmicas entre organismos classificados como espécie(s) dos

géneros Wolbachia e Klebsiella.

2.2 - Objetivos especificos

- Investigar a diversidade genOmica e taxonOmica de isolados dos géneros
Wolbachia e Klebsiella utilizando abordagens in silico.

- Gerar e caracterizar os genomas dos isolados de K. variicola e K.
quasipneumoniae, BZ19 e K142

- Caracterizar funcionalmente os genomas core e pan do género Wolbachia
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3 - Métodos

Genomas de isolados do género Wolbachia (n = 27) e de espécies de K.
pneumoniae (n = 740), K. quasipneumoniae (n = 4), K. variicola (n = 4), genomas do
género Klebsiella que ndo foram assinaladas a nenhuma espécie (n = 3) e de
Klebsiella oxytoca (n = 4), foram recuperados do banco de dados do Genbank
(Acland et al. 2014), os numeros de acesso estéo indicados nas Tabelas 1 e 2. Para
evitar viezes provenientes de diferencas entre métodos de anotacdo de genomas,
noés os re-anotamos novamente todos os genomas utilizando o software Prokka

(Seemann 2014) utilizando parametros padrdes.

3.1 - Wolbachia

Devido a sua condi¢do intracelular, parte dos genomas de Wolbachia foram
sequenciados a partir de extracdes completas de DNA e recuperados através de
filltragem de reads (Campana et al. 2015) e, devido a isto, estes genomas podem
nao estar completos. Para a avaliacdo da recuperacdo dos genomas completos
(completude) utilizamos o software CheckM, este software estima a completude de
um genoma a partir da identificacdo de genes marcadores segundo o nivel
taxondmico do genoma analisado (Parks et al. 2015), genomas que apresentaram
uma completude de <90% foram removidos de algumas analises (i.e. o limiar
sugerido pelo desenvolvedor do software) (Figura 3). A representacdo grafica da
diversidade gendmica de isolados do género Wolbachia foi feita utilizando o software
Blast Ring Image Generator (BRIG) (Alikhan et al. 2011).

Tabela 1 - isolados de Wolbachia, caracteristicas gendmicas, completude e hospedeiros.

isolado Genoma Contetdo Hospedeiro Accesso Profagos Completude  Referéncia
(Mbp) GC
wAIbB 1.16 33.6 Aedes albopictus CAGB00000000 2 99.57 (Mavingui et
al. 2012)
wAna 1.44 35.7 Drosophila ananassae  AAGB00000000 2 86.47 (Salzberg et
al. 2005)
wAuU 1.26 35.20 Drosophila simulans LK055284 2 99.79 (Sutton et al.
2014)
wBn 1.05 34 Wucheria bancrofti ADHD00000000 - 63.28 (Desjardins et
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al. 2013)

WBol1-b 1.37 33.9 Hypolimnas bolina CAOHO00000000 99.79 (Duplouy et al.
2013)
wCam 0.96 32.7 Onchocerca volvulus HG810405 94.34 (Desjardins et
al. 2013)
wCle 1.25 36.3 Cimex lectularius AP013028 100 (Nikoh et al.
2014)
wDacB 1.12 34.3 Dactylopius coccus JMCJ01000000 86.84 (Campana et
al. 2015)
wDi 1.24 34 Diaphorina citri AMZJ01000000 100 (Saha et al.
2012)
wGmm 1.01 35.20 Glossina morsitans AWUH00000000 91.64 (Brelsfoard et
morsitans al. 2014)
wHa 1.29 35.20 Drosophila simulans NC_021089 99.79 (Ellegaard et
al. 2013)
wJHB 157 34.20 Culex quinquefasciatus ~ ABZA00000000 99.97 (Salzberg et
al. 2009)
wMel 1.26 35.20 Drosophila melanogaster AE017196 99.79 (Wu et al.
2004)
wMelPop 1.24 35.10  Drosophila melanogaster AQQE01000000 99.79 (Woolfit et al.
2013)
wNo 1.30 34 Drosophila simulans NC_021084 100 (Ellegaard et
al. 2013)
wOo 0.95 32.10 Onchocerca ochengi NC_018267 94.55 (Darby et al.
2012)
wBa 1.12 34 Operophtera brumata NZ_JYPC0100000 100 (Derks et al.
0 2015)
wPip 1.48 34.20 Culex quinquefasciatus NC_010981 100 (Klasson et al.
2008)
wPipMol 1.34 33.9 Culex pipiens molestus HG428761 100 (Pinto et al.
2013)
wRec 1.12 35.20 Drosophila recens JQAMO0000000 100 (Metcalf et al.
2014)
wWRi 1.44 35.20 Drosophila simulans NC_012416 99.79 (Klasson et al.
2009)
wBm 1.08 34.20 Brugia malayi NC_006833 99.36 (Foster et al.
2005)
wuni 0.86 35.20 Muscidufurax uniraptor ~ ACFP01000000 81.7 (Klasson et al.
2009)
wValsugana 141 35.20 Drosophila suzukii CAOU00000000 81.27 (Siozios et al.
2013)
wVitB 1.10 33.7 Narsonia vitripennis AERWO01000000 99.79 (Kent et al.
2011)
wVulc 17 345 Armadillidium vulgare ~ ALWU00000000 99.57 (Cordaux et al.
2004, Cerveau
et al. 2015)
wWill 1.09 35 Drosophila willistone AAQP00000000 65 Remington et
al. (Nao
publicado)

3.2 - Klebsiella

A grande prevaléncia de genomas identificados como pertencentes a espécie K.

pneumoniae no banco de sequéncias do NCBI, quando comparada a outras

espécies deste género como K. quasipneumoniae e K. variicola, € um reflexo de sua

importancia no ambiente clinico (Tabela 2). Para evitar a superrepresentacdo de
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isolados desta espécie, agrupamos 0s genomas utilizando a abordagem de tipagem
da sequéncia Multi Locus (MLST) com o esquema descrito para o género Klebsiella
(Diancourt et al. 2005). Os genes constitutivos gapA, infB, mdH, pgl, phoE, rpoB e
tonB foram recuperados do genoma do isolado tipo de K. pneumoniae, o isolado
HS11286", e utilizadas como sondas em buscas por homologia com o software
Blast+ (Camacho et al. 2009) em todos os genomas do género Klebsiella, onde
sequéncias que apresentaram um evalue >10"° e uma identidade e cobertura com a
sequéncia referéncia >40 e >70%, respectivamente. As sequéncias recuperadas
foram concatenadas, alinhadas com o software Mafft V5 (Katoh et al. 2005), com
parametros padrao, e utilizadas na construcdo de uma arvore filogenética baseada

no método de neighboor-joining (Figura 3, 4) com o modelo Kimura 2 parametros.

27 isolados do género Wolbachia Sequenciamento e montagem dos genomas\
768 isolados do género Klebsiella BZ19 e K142
|

J

/

Reanotacao
Klebsiella Wolbachia

| Clusterizagdo de genomas | |Checagem da completude|—>

Andlise de enriquecimento
funcional

‘ Taxonomia gendmica |

Figura 3 - Etapas seguidas para a obtencdo dos genomas utilizados, reanotacéo, filtragem dos
genomas dos dois géneros (completude para Wolbachia e clusterizacdo para Klebsiella) e analises

subsequentes como taxonomia gendmica, filogendmica e andlise de enriquecimento funcional.
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[] K. pneumoniae

[ ] K. quasipneumoniae

[ ] K. variicola

0186375

0.007

Figura 4 - Arvore filogenética construida a partir do super alinhamento de sequéncias de MLST de
todos os genomas de isolados do género Wolbachia utilizaods (768). A arvore foi construida utilizando
0 método de Neighboor joining com o modelo Kimura 2 par&metros e 100 replicatas de bootstrap.
Espécies do género Klebsiella estdo assinaladas em tons de cinza. Identificadores de taxas que

foram correta ou incorretamente assinalados como K. pneumoniae estdo em preto.

Todos os genomas que, por esta abordagem, agrupavam comas bactérias tipos das
espécies K. variicola (DSM15968™) e K. quasipneumoniae (010307) foram
considerados. Cerca de 704 genomas ainda agrupavam com a espeécie K.
pneumoniae, entdo, para evitar redundancia e super-representacdo, utilizamos
apenas genomas completos de K. pneumoniae e genomas que nao obtiveram 100%
de identidade de MLST com nenhum outro isolado desta espécie. Devido a utilizacédo
deste filtro, 0 niumero de genomas classificados como pertencentes a espécie K.

pneumoniae caiu de 704 para 33 (Tabela 2).
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Tabela 2 - isolados do género Klebsiella de diferentes espécies, caracteristicas gendbmicas e nimero

de acesso
Isolado Genoma Contetdo Espécie Accesso Isolado
(Mbp) GC
HS11286" 5.68 54.14 K. pneumoniae NC_016845 Clinico
NUTH-K2044 5.47 57.39 K. pneumoniae NC_012731 Clinico
MGH78578 5.69 57.17 K. pneumoniae GCA_000016305.1 Clinico
342 5.92 56.88 K. pneumoniae GCA_000019565.1 Ambiental
KCTC2242 54.6 57.33 K. pneumoniae GCA_000220485.1 Clinico
KPNIH10 5.76 57.14 K. pneumoniae GCA_000281435.2 Clinico
KPNIH1 5.76 57.14 K. pneumoniae GCA_000281535.2 Clinico
1084 5.38 57.40 K. pneumoniae GCA_000294365.1 Clinico
BAA-2146 5.78 56.97 K. pneumoniae NZ_CP006659 Clinico
UHKPCO7 5.52 57.32 K. pneumoniae NZ_CP011985 Clinico
JM45 5.60 57.24 K. pneumoniae NC_022082 Clinico
KP-1 5.37 57.40 K. pneumoniae NZ_CP012883 Ambiental
CG43 5.16 57.60 K. pneumoniae NC_022566 Clinico
KP13 5.73 56.81 K. pneumoniae NZ_CP003999 Clinico
KPNIH31 5.47 57.26 K. pneumoniae NZ_CP009876 Clinico
KPNIH27 6.13 56.71 K. pneumoniae NZ_CP007731 Clinico
XH209 5.11 57.60 K. pneumoniae NZ_CP009461 Clinico
RYC492 5.38 57.40 K. pneumoniae APGMO01000001.1 Clinico
KPNIH29 5.52 57.8 K. pneumoniae NZ_CP009863 Clinico
1158 5.34 57.20 K. pneumoniae NZ_CP006722 Clinico
KPPR1 5.37 57.40 K. pneumoniae NZ_CP009208 Clinico
PittNDM1 5.81 56.88 K. pneumoniae NZ_CP006798 Clinico
PMK1 5.99 56.55 K. pneumoniae NZ_CP008929 Clinico
HK787 5.32 57.50 K. pneumoniae NZ_CP006738 N/A
BlaNDM-1 5.51 57.29 K. pneumoniae NZ_CP009114 Clinico
34618 5.64 57.21 K. pneumoniae NZ_CP010392 Clinico
KPNIH32 5.85 57.1 K. pneumoniae NZ_CP009775 Clinico
KPNIH24 5.73 57.12 K. pneumoniae NZ_CP008797 Clinico
88SGR 5.3 56.4 K. pneumoniae NZ_CCIG00000000 Clinico
UHKPC45 5.62 57.10 K. pneumoniae GCA_000409005 Clinico
UHKPCO7 5.52 57.32 K. pneumoniae NZ_CP011985 Clinico
32192 5.62 57.21 K. pneumoniae NZ_CP010361 Clinico
KPNIH33 5.69 57.22 K. pneumoniae NZ_CP009771 Clinico
NJST258 1 5.54 57.15 K. pneumoniae NZ_CP006923 Clinico
KPNIH30 5.48 57.26 K. pneumoniae NZ_CP009872 Clinico
700603 5.46 57.7 K. pneumoniae GCA_000349245.1 Clinico
KPR0928 5.46 57.42 K. pneumoniae NZ_CP008831 Clinico
1294 _KPNE 5.09 58 K. pneumoniae GCA_001060825 Clinico
BIDMC95 5.68 57.50 K. pneumoniae GCA_001034125 Clinico
12-3578 5.74 57.10 K. pneumoniae GCA_000367165 Clinico
HKUOPLC 5.08 58.00 K. pneumoniae NZ_CP012300 Ambiental
KP1kgm 5.17 58.00 K. pneumoniae GCA_000827665  Ambiental
MGH123 5.61 57.30 K. pneumoniae GCA_001033915 Clinico
ATCC_43816 4.18 59.50 K. pneumoniae GCA_000633025 N/A
MGH_44 5.24 57.70 K. pneumoniae GCA_000492795 Clinico
UCICRE_14 5.53 57.8 K. pneumoniae GCA_000492415 N/A
865_KPNE 5.42 57.8 K. pneumoniae GCA_001067585 Clinico
MGH96 5.51 57.70 K. pneumoniae GCA_001033665 Clinico
MGH113 5.78 57.10 K. pneumoniae GCA_001033805 Clinico
1335_KPNE 5.79 57.20 K. pneumoniae GCA_001076365 Clinico
BIDMC88 5.76 57.20 K. pneumoniae GCA_001034045 Clinico
MGH-80 5.77 57.20 K. pneumoniae GCA_000694775 Clinico
MGH-76 5.96 56.30 K. pneumoniae GCA_000694735 Clinico
CH4-1 5.48 57.30 K. pneumoniae GCA_001006625  Ambiental
BIDMC61 5.58 57.20 K. pneumoniae GCA_000692995 Clinico
MGH114 6.02 57.00 K. pneumoniae GCA_001033825 Clinico
UCl_18 6.03 56.90 K. pneumoniae GCA_000567005 Clinico
CICC110 5.66 57.20 K. pneumoniae GCA_000986855 Cultura
KP5-1 5.55 57.27 K. pneumoniae CP008700.1 N/A
UCICRE_1 5.74 57.10 K. pneumoniae GCA_000567525 N/A
MGH_36 5.56 57.30 K. pneumoniae GCA_000492875.1 Clinico
MGH20 5.66 57.20 K. pneumoniae  GCA_000493095.1 N/A
B1-1 5.48 57.30 K. pneumoniae GCA_001006575.1 Ambiental
MGH92 5.64 57.40 K. pneumoniae GCA_001033575.1 Clinico
835_KPNE 5.61 57.30 K. pneumoniae GCA_001066535.1 Clinico
836_KPNE 5.60 57.30 K. pneumoniae GCA_001066555.1 Clinico
834_KPNE 5.60 57.30 K. pneumoniae GCA_001067475.1 Clinico
833_KPNE 5.60 57.30 K. pneumoniae GCA_001066505.1 Clinico
780_KPNE 5.60 57.30 K. pneumoniae GCA_001066265.1 Clinico
837_KPNE 5.60 57.30 K. pneumoniae GCA_001067495.1 Clinico
BIDMC90 5.66 57.20 K. pneumoniae GCA_001034065.1 Clinico
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MGH-68 5.52 57.20 K. pneumoniae GCA_000694595.1 Clinico
ASM78637v1 5.6 57.20 K. pneumoniae GCA_000786375 Clinico
07A044 5.10 58.20 K. quasipneumoniae GCA_000613225.1 N/A
01A30 5.46 58.00 K. quasipneumoniae GCA_000751755.1 Clinico
18A69 5.38 57.90 K. quasipneumoniae GCA_000612905.1 N/A
FIHV2014 5.33 58.00 K. quasipneumoniae GCA_001208885.1 Clinico
DSM_15968 5.52 57.60 K. variicola NZ_CP010523.1 Ambiental
DX120E 5.71 57.07 K. variicola NZ_CP009274.1 Ambiental
801 5.78 57 K. variicola GCA_000826565.1 Clinico
AT22 5.45 57.60 K. variicola GCA_000\025465.1 Ambiental
Bz19 5.54 57.34 K. variicola GCA_00074291.1 Clinico
K1155 5.45 57.40 K. spp GCA_000163075.1 Clinico
Kte92 5.47 57.30 K. spp GCA_000398905.1 Clinico
10982 6.08 56.6 K. spp GCA_000523395.1 Clinico
KONIH1 6.68 55.64 K. oxytoca NZ_CP008788.1 Clinico
M1 6.31 55.85 K. oxytoca NZ_CP008841.1 Ambiental
E718 6.56 55.52 K. oxytoca NC_018106.1 Clinico
HKOPL1 591 55.90 K. oxytoca NZ_CP004887.1 Ambiental
KCTC1686 5.97 56.00 K. oxytoca NC 016612.1 N/A

3.3 - Sequenciamento e montagem dos genomas Bz19 e K142

Dois isolados clinicos (K142 e Bz19), pertencentes a Colecdo de Bactérias do
Ambiente e Saude (CBAS), haviam sido previamente definidos por testes fenotipicos
como membros da espécie K. pneumoniae, grupos filogenéticos KPIl e Il
respectivamente sendo, portanto, membros das espécies K. quasipneumoniae subp.
Similipneumoniae e K. variicola (Brisse 2014). Os genomas destes isolados foram
extraidos utilizando o kit gDNA Mini bacteria da Invitrogen e sequenciados na
plataforma de alto desempenho do Instituto Oswaldo Cruz com os sequenciadores
lllumina Hi-seq 2500 e 454-GS Jr. Montagens de novo foram realizadas com os
softwares A5 pipeline (Tritt et al. 2012) e Mira v2.7, respectivamente. Predi¢cdes
génicas e anotag¢des foram obtidas utilizando os softwares PGAAP (Angiuoli et al.
2008) e PROKKA V5 (Seemann 2014).

3.4 - Identificacao dos genomas core e pan

Aplicamos o algoritmo OrthoMCL (Chen et al.
GET_HOMOLOGUES (Contreras-Moreira & Vinuesa 2013) em todosas bactérias

para que

2006) com o pipeline

analisadas dos géneros Wolbachia e Klebsiella separadamente,
pudéssemos identificar seus genomas core e pan. Todos os Best Blast bidirectional
Hits (BBH) que apresentaram uma identidade =40% e uma cobertura de >70% foram
considerados. Sequéncias dos genomas core foram alinhadas utilizando o software

Mafft V5 (Katoh et al. 2005) e concatenadas em dois super-alinhamentos, um comas
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bactérias de Wolbachia e outro com isolados de Klebsiella.

Wolbachia é um género conhecido por possuir isolados com grande densidade de
pseudogenes (Foster et al. 2005, Slatko et al. 2010, Georgiades et al. 2011, Nikoh et
al. 2014). Para identificar e remover possiveis pseudogenes dos grupos génicos de
isolados de Wolbachia, ndés excluimos sequéncias que possuiam uma cobertura
<70% com homdlogos encontrados no banco de dados SEED (release 70)
(Overbeek et al. 2014). A presenca/auséncia de genes do pan-genoma em isolados
do género Wolbachia, assim como suas anotac¢des funcionais foram compiladas em

uma matriz.

3.5 - Filogenémica

A tipagem da sequéncia multilocus (MLST) é uma abordagem que extrapola a
relagdo genética entre diferentes isolados a partir da similaridade de conjunto
reduzido de genes, no caso do género Wolbachia o esquema de MLST inclui os
genes ftsZ, groEL, dnaA, fbpA, gatB, coxA e o gene codificador do rRNA ribossomal
16s (Baldo et al. 2006b). Estes genes foram recuperados da linhagem tipo de
Wolbachia, wPip!, e utilizadas em buscas por homologia contra todos os genomas
deste género analisados.

Semelhante a esta abordagem, a tipagem de sequéncia multilocus de proteinas
ribossomais (rMLST) explora a diversidade de genes codificantes de subunidades de
proteinas ribossomais de bactérias (rps), permitindo uma identificacdo rapida e
acurada de isolados bacterianos a nivel de espécie (Jolley et al. 2012, Bennett et al.
2013). Esta abordagem foi aplicada da seguinte forma: genes codificadores de rps
foram recuperados dos genomas tipo das espécies Wolbachia wPip' e do genoma do
isolado tipo da espécie K. pneumoniae, HS11286', sendo utilizadas como sondas
para buscas por similaridade utilizando os softwares Blastn + e tBlastn + em todos
0s genomas analisados .

A tipagem da sequéncia multilocus do genoma Core (cgMLST) é uma abordagem
semelhante ao rMLST, mas utiliza o superalinhamento de todos os ortdlogos
compartilhados por um grupo de genomas para inferir distancia em vez de genes
codificadores de rps (Dutilh et al. 2007, Bennett et al. 2013). Sequéncias de MLST,
rMLST e cgMLST foram alinhadas utilizando o software MAFFT v5 e concatenados

em superalinhamentos.
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Arvores filogenéticas e filogenémicas de maxima verossimilhanca foram construidas
utilizando o software RAXML (Stamatakis 2006) com o modelo General time
Reversal (GTR). Os valores de confianca nos nos foram determinados utilizando
1000 replicatas de bootstrap. Matrizes de similaridade de MLST, rMLST e cgMLST
foram construidas, sendo utilizadas na construcédo de heatmaps utilizando o método

de clusterizacéo euclidiano padrao na linguagem R.

3.6 - Taxonomia gendmica

Aplicamos diferentes abordagens de taxonomia genémica em todos 0os genomas dos
géneros Wolbachia e Klebsiella utilizados, investigamos assim a diversidade
taxondmica destes géneros. As abordagens utilizadas foram: identidade média de
nucleotideos (ANI); hibridizagdo DNA-DNA in silico; fracdo de alinhamento (AF);
métricas de abordagens filogendmicas, como rMLST e cgMLST.

A identidade média de nucleotideos (ANI) € um poderoso descritor de relagédo
genética entre pares de genomas, esta abordagem utiliza a similaridade de
sequéncia entre BBHs onde aquelas com identidade >96% pertenceriam a uma
mesma espécie. Este limite tem uma forte correlacdo com o padrdo ouro de 70% da
abordagem hibridacdo DNA-DNA (Konstantinidis & Tiedje 2005b). ANI foi calculado
segundo a seguinte metodologia, pares de homologos foram recuperados utilizando
a abordagem de best blast hit bidirecional com o software Blast+ (Camacho et al.
2009). BBHs apresentando similaridade =40% e cobertura >70% foram considerados
homoélogos. Os valores de ANI foram obtidos calculando a média da similaridade de
todos os homdlogos compartilhados por um par de genomas (Konstantinidis & Tiedje
2005a, Rossello-Mora 2005).

O alinhamento de Fracdo (AF) do genoma foi calculado de forma bidirecional
utilizando o script ANI_calculator_V1 (https://ani.jgi-psf.org/html/anicalculator.php),
este script calcula o AF a partir da divisdo da soma do tamanho do alinhamento de
todos os genes BBHs pela soma do tamanho do alinhamento de todos os genes no
genoma A (e vice-versa). Segundo esta abordagem, dois genomas que possuem um
AF bidirecional maior ou igual a 0.6 pertencem a uma mesma espécie (Varghese et
al. 2015).

A hibridacdo DNA-DNA digital foi realizada utilizando a abordagem Genome Blast
Distance Phylogeny (GBDP) no servidor web GGDC (http://http://ggdc.dsmz.de/)
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(Auch et al. 2006, Meier-Kolthoff et al. 2013). Esta abordagem aplica ferramentas de
busca por homologia como BLAST+ para recuperar High-score segments (HSPs),
estes segmentos sdo transformados em distancias entre genomas através da
aplicacéo de formulas especificas. Este método se mostrou suficientemente robusto
para reproduzir resultados da hibridagdo DNA-DNA in vitro, sendo seu limite de
delineacao de espécies >=70% (Meier-Kolthoff et al. 2013).

3.7 - Andlise de enriquecimento/empobrecimento funcional.

Para explorar a diversidade funcional de isolados do género Wolbachia, nos
aplicamos uma abordagem de enriquecimento/empobrecimento funcional, ou o quéo
frequente dada funcdo estd presente em um genoma ou conjunto de genomas
guando comparado ao pan-genoma. Para a andlise de enriquecimento do pan-
genoma nos agrupamos a matriz de presenca/auséncia do pan-genoma utilizando o
meétodo de clusterizacdo Euclidiano padréo na linguagem R (R Development Core
Team 2011). J4 para a analise do enriguecimento de funcdes centrado nos
genomas, nos utilizamos os perfis de presencga/auséncia individuais destes genomas
(Figura 5).

O enriquecimento/empobrecimento de funcbes foram acessados utilizando a
classificacdo de subsistemas do SEED (Overbeek et al. 2005). Nés calculamos o
valor de enriquecimento para cada nivel funcional SEED usando a seguinte func¢éo,
log.(fg/fpg), onde fg = frequéncia da fungdo em um grupo génico ou genoma)e fpg =
frequéncia da funcdo no pan-genoma, o valor resultante indica se a frequéncia de
uma determinada funcéo é enriguecida (>0), neutra (0) ou empobrecida (<0) quando
comparada a frequéncia desta funcdo no pan-genoma. O suporte estatistico para
esta analise foi feita através da reamostragem aleatoria de n genes dentro destas
funcdes 1000 vezes, onde n é o numero de genes encontrados dentro do grupo
génico ou genoma analisado. O valor p foi definido como a frequéncia que uma
funcdo reamostrada obteria um valor de enriquecimento igual ou maior ao valor

original.
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Figura 5 — Etapas seguidas para a identificacdo do pan genoma do género Wolbachia e obtencédo da
matriz de presenca/auséncia do pangenoma e o calculo do enriquecimento funcional, focado tanto no

pan-genoma de forma global quanto em genomas de forma individual.

3.8 - Determinacao do cédigo genético e identificacao de genes mitocondriais

adquiridos por HGT

Para a determinacédo da preferéncia por uso de cédons, nds aplicamos o software
FACIL (Dutilh et al. 2011) em todos os genomas do género Wolbachia analisados,
este software prediz o cédigo genético utilizado escaneando todas os genes
identificados no genoma nas seis fases de leitura com homélogos de dominios Pfam
(Eddy 1998). Regibes gendmicas que potencialmente utilizavam um codigo genético
diferente foram extraidos e utilizadas em buscas por homologia contra o banco de
sequéncias nao redundantes do NCBI (Kodama et al. 2012). Sequéncias homodlogas
identificadas foram alinhadas com o software MAFFT v5 (Katoh et al. 2005). Analises
filogenéticas foram realizadas empregando o software RaXML (Stamatakis
2006) utilizando o modelo WAG. Préfagos foram identificados utilizando trés
softwares diferentes, PHAST (Zhou et al. 2011), virSorter (Roux et al. 2015) e
PhiSpy (Akhter et al. 2012).
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4 - Resultados e discussao

Apresentaremos os resultados relativos aos dois géneros, Wolbachia e Klebsiella de

forma independente, como dois capitulos.

4.1 - Wolbachia

A maioria dos genomas de Wolbachia apresentou uma completude >95%, ou seja,
foram recuperados acima de 234/247 genes marcadores para este género (Tabela
1). Os genomas wuUni, wAna, wDacB, wBn e wWill apresentaram uma completude
abaixo do recomendado pelos desenvolvedores deste software (>90%) (Parks et al.
2015), portanto foram excluidos de analises de core e pan genomas. A reanotacdo
de genomas utilizando o software Prokka (Seemann 2014) revelou que a média do
numero de CDS por genomas era de 1322 (variando de 837 a 1,807), 34 tRNAs por

genoma e nenhum CRISPR.

4.1.1 - Filogenémica

No6s aplicamos trés metodologias distintas, MLST, rMLST e cgMLST, para as
reconstrucdes filogenéticas e filogendmicas deste género. Para a abordagem MLST
noés recuperamos 0s 7 genes do esquema descrito previamente de todos os
genomas do género, com excecao de wWill pois ndo foi possivel recuperar o gene
hscA deste genoma, nés os excluimos de todas as analises subsequentes. Para o
rMLST, foram recuperados um total de 26 genes de subunidades de proteinas
ribossomais (rps) de todos os genomas de Wolbachia (n= 26). Este baixo numero de
rps (26/51) sugere o efeito da completude na recuperacao dos genes codificadores
de rps, ja que nesta andlise foram incluidos os genomas parciais (Completude <90
%).

Devido a isto, utilizamos apenas genomas que apresentaram uma completude >
90% para o método de cgMLST. Nés identificamos 368 genes pertencentes ao

genoma Core de Wolbachia, excluindo grupos de ortélogos que continham
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inparalagos, ou pares de paralogos que surgiram apés um eOvento de especiacao.
As sequéncias nucleotidicas correspondentes ao rMLST e ao cgMLST foram
alinhadas separadamente e concatenadas em superalinhamentos de 26 rps (11184

bp) e 368 genes (368.211 pb), respectivamente.

Arvores filogenética e filogendmicas resolutivas com altos valores de suporte nos
nos internos (MLST, rMLST e cgMLST) (Figuras 6, 7 e 8) foram geradas a partir dos
super alinhamentos gerados a partir dos trés métodos. De um modo geral a
topologia das trés arvores sdo congruentes com 0S Supergrupos previamente
descritos (A-F), entretanto, diferentemente das arvores de rMLST e cgMLST, o
isolado wVuUIC é encontrado em um né interno do supergrupo B na arvore de MLST.
De fato, este isolado foi previamente classificado como um isolado do supergrupo B
por diversos trabalhos utilizando esta abordagem (Cordaux et al. 2004, Le Clec’h et
al. 2012, Badawi et al. 2015, Cerveau et al. 2015), mas existem evidéncias indicando
gue trés dos sete genes utilizados nesta reconstrucao filogenética, groEL, ftsZ e
dnaA, sdo recombinantes (Baldo et al. 2006a) e, por isso, a proximidade deste
isolado com o resto do supergrupo B pode ser devido a inclusdo destes genes. As
topologias das arvores de rMLST e cgMLST sao congruentes e, por utilizarem um
namero maior de genes, S80 mMenos propensos a estes erros inerentes indicando,
portanto, que o isolado wVulC pertenceria a um supergrupo filogenético ainda nao
descrito.
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Figura 6 - Arvore filogenémica construida a partir do superalinhamento dos genes ftsZ, groEL, dnaA,

fbpA, gatB, coxA de genomas de bactérias do género Wolbachia, os quais fazem parte do esquema

de MLST descrito para este género. A arvore foi construida utilizando o método de maxima

verossimilhanga com o modelo GTR com corre¢do para sitios invariaveis, o suporte nos nos foi

calculado utilizando 1000 replicatas de bootstrap.
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0.03

Figura 7 - Arvore filogenémica construida a partir do superalinhamento dos genes codificadores de
subunidades de proteinas ribossomais (rps) de genomas de bactérias do género Wolbachia. A arvore
foi construida utilizando o método de méxima verossimilhanga com o modelo GTR com corre¢éo para
sitios invariaveis, o suporte nos nés foi calculado utilizando 1000 replicatas de bootstrap. A arvore nos
mostra cinco grupos bem definidos (A-D, F) representando os supergrupos ja descritos (A-F) e o
genoma wWVulC, que foi previamente classificado como pertencente ao supergrupo B mas é

claramente distante do grupo principal deste supergrupo.
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Figura 8 - Arvore filogenémica construida a partir do superalinhamento dos genes comuns a todos 0s
genomas de de bactérias do género Wolbachia analisados, ou genoma core. A arvore foi construida
utilizando o método de maxima verossimilhangca com o modelo GTR com corregcdo para sitios
invariaveis, o suporte nos nés foi calculado utilizando 1000 replicatas de bootstrap. A arvore nos
mostra cinco grupos bem definidos (A-D, F) representando os supergrupos ja descritos (A-F) e o
genoma wWVulC, que foi previamente classificado como pertencente ao supergrupo B mas é

claramente distante do grupo principal deste supergrupo.

Assim como na arvore de MLST (Figura 6), é possivel observar a formacao de 5
grupos no heatmap construido a partir desta mesma matriz (Tabela 3, Figura 8),
sendo pouco sensivel para isolados do supergrupo B. Por esta abordagemas
bactérias wWVulC, wDacB e wAIbB séo distantes de outros isolados do supergrupo B.
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Em contrapartida, os heatmaps construidos a partir da matriz de similaridade das
abordagens rMLST e cgMLST (Figuras 9 e 10) revelaram 6 grupos concisos, sendo
0 isolado wWuIC distante de todo o supergrupo B. Os valores de similaridade
intragrupos filogenéticos variavam entre 97.9 e 100% (rMLST) e 96.3 e 100%
(cgMLST) (Tabelas 4, 5), ja os valores de similaridade intergrupos, para ambas as
abordagens, eram menores de 90%. A excecao foi wVulC, a similaridade deste
genoma com o membro do supergrupo B mais préoximo, wVitB, é de 91.15% (rMLST
e cgMLST) e 89,15% de identidade com wUni, o membro do supergrupo A mais
préximo a wVulC. Portanto, os valores de similaridade e a topologia das arvores
filogenbmicas indicam que o genoma wVuUIC pertenceria a um supergrupo distinto,
entretanto, o cenario taxonémico deste género precisa ser revisto devido a inclusao
de dois novos genomas, wWVulC e wBa e, para isto, nés aplicamos abordagens de

taxonomia gendmica.
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Figura 9 - Representacéo grafica da matriz de similaridade todos contra todos, a qual foi construida a
partir do superalinhamento de genes constitutivos que sédo parte do esquema de MLST para o género
Wolbachia, onde tons de azul significam valores <95%, branco 95% e tons de vermelho >95%. O
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dendrograma foi construido utilizando o método euclidiano padrao disponivel na linguagem R.
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Figura 10 - Representagéo grafica da matriz de similaridade todos contra todos, a qual foi construida
a partir do superalinhamento de genes genes codificadores de proteinas ribossomais de bactérias do
género Wolbachia, onde tons de azul significam valores <95%, branco 95% e tons de vermelho
>95%. O dendrograma foi construido utilizando o método euclidiano padréo disponivel na linguagem
R.
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Figura 11 - Representagdo grafica da matriz de similaridade todos contra todos, a qual foi construida
a partir do superalinhamento de genes do genoma core do género Wolbachia, onde tons de azul
significam valores <96%, branco 96% e tons de vermelho >96%. O dendrograma foi construido

utilizando o método euclidiano padréo disponivel na linguagem R.
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Tabela 3 - Matriz de similaridade construida a partir do superalinhamento de sequéncias de genes intrinsecos (MLST) de isolados do género Wolbachia.

MLST |wAlb |wAna |wAu |wBm |wBn |WBol |wCa |wCle |wDac |wDi wGm |wHa |wJHB |wMel |wMel [wNo |wOo |wPip |wPip |wRec |wRi wUni |wVals |wVitB |wVul
B 1-b m B m Pop Mol ugana C
wAlb | 100 89.55 |89.86 |85.81 |85.72 |95.07 |82.23 |86.38 |93.04 |94.26 |89.2 |89.91 |94.95 |89.86 |89.86 |94.99 |82.23 |94.93 |94.93 |89.44 |89.5 |89.44 |89.5 |95.01 |92.62
B
wAna | 89.55 | 100 97.87 | 86.58 | 86.56 |86.95 |82.84 | 86.81 |91.28 |87.85 |97 97.54 |86.89 |97.87 |97.83 |86.98 [82.92 (86.87 |86.87 |97.53 | 100 97.44 | 100 87.79 |88.08
wAu |89.86 |97.87 |100 |86.76 |87.01 |87.35 |83.09 |87.34 |91.5 |87.81 [96.96 |97.54 |87.29 |100 |100 |86.55 |83.16 |87.27 |87.27 |99.59 |97.86 |98.6 |97.86 |87.37 |88.28
wBm |85.81 |86.58 |86.76 |100 |97.37 |85.55 (83.71 |87.54 |85.93 |85.06 |86.47 |86.72 |85.58 |86.76 |86.76 [84.94 |83.76 |85.55 |85.55 | 86.39 |86.48 |86 86.48 | 85.06 |85.22
wBn |85.72 |86.56 |87.01 |97.37 |100 |86.08 |84.13 |87.27 |86.24 |85.27 [87.1 |87.16 |85.92 |87.01 |86.96 |84.98 |84.18 |85.89 |85.89 |86.56 |86.56 |86.33 |86.56 |85.21 |85.59
WBol |95.07 |86.95 |87.35 |85.55 |86.08 |100 |83.42 |86.56 |95 95.95 |87.32 | 87.45 [99.6 |87.35 |87.35 |95.58 |83.52 |99.58 |99.58 |87 86.98 | 86.86 | 86.98 |96.25 |93.5
1-b
wCa |82.23 |82.84 |83.09 |83.71 | 84.13 |83.42 | 100 84.2 |83.48 [83.24 | 82.88 | 82.91 | 83.35 |83.09 |83.09 |83.09 |99.76 |83.37 |83.37 |82.64 |82.65 |82.73 |82.65 |83.05 |82.89
m
wCle |86.38 |86.81 |87.34 |87.54 |87.27 |86.56 |84.2 |100 |87.02 |85.85 [86.57 |87.22 |86.54 |87.34 |87.34 |85.85 |84.22 |86.51 |86.51 |86.88 |86.87 |86.79 |86.87 |86.08 |86.22
wDac |93.04 |91.28 |91.5 |85.93 |86.24 |95 83.48 | 87.02 | 100 |93.11 |91.41 | 91.69 |95 91.5 |91.5 |92.99 (83.59 (94.97 |94.97 [91.1 |91.39 |91.45 |91.39 (96.1 |91.59
B
wDi 94.26 |87.85 |87.81 |85.06 |85.27 |95.95 |83.24 |85.85 |93.11 | 100 87.29 |87.77 |95.67 |87.81 |87.81 |97.16 |83.34 |95.65 |95.65 |87.5 |87.85 |87.16 [87.85 |95.85 |93.22
wGm |89.2 |97 96.96 | 86.47 |87.1 |87.32 |82.88 |86.57 |91.41 |87.29 |100 |96.96 |87.26 [96.96 | 96.93 | 86.47 |83 87.24 | 87.24 |96.57 |96.99 |96.6 |96.99 |87.25 |87.93
m
wHa [89.91 |97.54 |97.54 |86.72 |87.16 |87.45 |82.91 |87.22 |91.69 |87.77 [96.96 | 100 87.34 |97.54 |97.54 |86.83 |82.98 |87.32 |87.32 |97.22 |97.58 |97.4 |97.58 |87.86 |88.15
wJHB | 94.95 | 86.89 |87.29 |85.58 [85.92 [99.6 |83.35 |86.54 |95 95.67 |87.26 |87.34 | 100 87.29 |87.29 | 95.26 |83.44 | 99.98 |99.98 | 86.94 |86.87 |86.79 |86.87 |96.46 |93.33
wMel |89.86 |97.87 |100 |86.76 |87.01 |87.35 |83.09 |87.34 |91.5 |87.81 [96.96 |97.54 |87.29 |100 |100 |86.55 |83.16 |87.27 |87.27 |99.59 |97.86 |98.6 |97.86 |87.37 |88.28
wMel |89.86 |97.83 | 100 86.76 | 86.96 |87.35 |83.09 |87.34 |91.5 |87.81 |96.93 |97.54 |87.29 | 100 100 86.55 |83.16 |87.27 |87.27 |99.59 |97.83 |98.6 |97.83 |87.37 |88.28
Pop
wNo |94.99 |86.98 |86.55 |84.94 |84.98 |95.58 |83.09 |85.85 |92.99 |97.16 |86.47 | 86.83 |95.26 |86.55 |86.55 | 100 |83.16 |95.24 |95.24 |86.19 |86.99 |86.05 |86.99 |95.54 |93.09
wOo |82.23 |82.92 |83.16 |83.76 |84.18 |83.52 |99.76 |84.22 |83.59 |83.34 |83 82.98 |83.44 |83.16 |83.16 |83.16 | 100 |83.47 (83.47 |82.73 |82.72 |82.81 |82.72 |83.14 |82.98
wPip |94.93 |86.87 |87.27 |85.55 |85.89 |99.58 |83.37 |86.51 |94.97 |95.65 |87.24 | 87.32 |99.98 |87.27 | 87.27 |95.24 |83.47 |100 |100 |86.92 |86.85 |86.77 |86.85 |96.44 |93.31
wPip |94.93 |86.87 |87.27 |85.55 |85.89 |99.58 |83.37 |86.51 |94.97 |95.65 |87.24 | 87.32 |99.98 |87.27 | 87.27 |95.24 |83.47 |100 |100 |86.92 |86.85 |86.77 |86.85 |96.44 |93.31
Mol
wRec | 89.44 |97.53 |99.59 |86.39 |86.56 |87 82.64 |86.88 |91.1 |87.5 |96.57 |97.22 |86.94 [99.59 |99.59 |86.19 |82.73 |86.92 |86.92 | 100 97.51 | 98.18 |97.51 | 87.02 | 87.83
wRi |89.5 |100 |97.86 |86.48 |86.56 |86.98 |82.65 |86.87 |91.39 |87.85 [96.99 |97.58 |86.87 |97.86 |97.83 |86.99 |82.72 |86.85 |86.85 |97.51 |100 |97.44 |100 |87.77 |88.22




wUni |89.44 |97.44 |98.6 |86 86.33 | 86.86 |82.73 |86.79 |91.45 |87.16 |96.6 |97.4 |86.79 |98.6 |98.6 |86.05 |82.81 |86.77 |86.77 |98.18 |97.44 | 100 97.44 | 86.83 |87.85
wVals [89.5 |100 97.86 | 86.48 | 86.56 | 86.98 |82.65 |86.87 [91.39 [87.85 |96.99 | 97.58 |86.87 |97.86 |97.83 [86.99 |82.72 |86.85 |86.85 |97.51 | 100 97.44 | 100 87.77 |88.22
ugana

wVitB | 95.01 |87.79 | 87.37 | 85.06 |85.21 |96.25 |83.05 |86.08 |96.1 |95.85 |87.25 |87.86 |96.46 |87.37 |87.37 |95.54 |83.14 |96.44 |96.44 |87.02 |87.77 |86.83 |87.77 | 100 93.83
wVul |92.62 |88.08 |88.28 | 85.22 |85.59 |93.5 |82.89 |86.22 |91.59 |93.22 |87.93 |88.15 | 93.33 |88.28 | 88.28 | 93.09 |82.98 |93.31 |93.31 |87.83 |88.22 |87.85 |88.22 |93.83 | 100
C

Tabela 4 - Matriz de similaridade construida a partir do superalinhamento de sequéncias de rps de isolados do género Wolbachia.

Geno wAlb wAna wAu wBa wBm wBn wBol wCa wCle wbDac wDi wGm wHa wJH wMel wMel wNo wOo wPip wPipMol wRec wRi  wUni wValsug wVitB wVul
mas b m B m B Pop ana C
wAlb 100 86,66 86,82 98,16 79,53 759 98,27 77,01 82,03 98,12 97,45 85,74 86,86 98,06 86,78 86,78 97,5 76,97 98,06 98,04 86,68 86,93 87,51 86,93 98,18 88,78
wAna 86,66 100 99,19 86,91 84,39 79,93 86,85 80,34 85,63 86,74 87,34 98,05 98,72 86,92 99,19 99,19 86,35 80,34 86,93 86,86 99,09 99,75 98,8 99,75 86,58 86,92
wAU 86,82 99,19 100 87,02 84,61 80,2 87 80,42 85,72 86,82 87,46 98,59 99,04 86,99 99,76 99,76 86,52 80,42 87 86,94 99,67 99,43 99,25 99,43 86,64 87,21
wBa 98,16 86,91 87,02 100 80,14 76,42 99,57 77,32 82,61 98,9 98,04 8596 87,12 99,54 86,98 86,98 98,22 77,36 99,54 99,54 86,87 87,16 87,72 87,16 99,13 88,99
wBm 79,53 84,39 84,61 80,14 100 94,31 80,16 81,03 87,22 79,92 80,32 83,69 84,53 80,23 84,53 84,53 79,94 80,99 80,24 80,2 845 84,46 84,92 84,46 79,9 80,28
wBn 759 79,93 80,2 76,42 9431 100 76,45 77,36 834 76,05 76,5 79,16 80,29 76,49 80,15 80,15 76,27 77,36 76,5 76,42 80,1 80,2 80,41 80,2 76,23 77,12
wBol 98,27 86,85 87 99,57 80,16 76,45 100 77,21 82,51 98,91 98,24 85,99 87,14 99,55 86,96 86,96 98,24 77,25 99,55 99,55 86,86 87,14 87,7 87,14 99,08 89,12
b

wCa 77,01 80,34 8042 77,32 81,03 77,36 77,21 100 82,71 77,05 77,55 79,62 80,46 77,37 80,38 80,38 76,9 99,7 77,37 77,27 80,38 80,5 80,86 80,5 76,7 77,51
m

wCle 82,03 85,63 85,72 82,61 87,22 83,4 8251 82,71 100 82,38 82,41 84,64 8583 825 85,65 8565 82,09 82,86 8251 8256 8554 85,76 859 85,76 82,14 82,3
wbDac 98,12 86,74 86,82 98,9 79,92 76,05 98,91 77,05 82,38 100 97,72 85,81 86,96 98,64 86,78 86,78 98,03 77,09 98,64 98,63 86,68 86,96 87,51 86,96 99,21 88,88
B

wDi 97,45 87,34 87,46 98,04 80,32 76,5 98,24 77,55 82,41 97,72 100 86,58 87,46 97,9 87,43 87,43 97,19 77,47 97,9 97,89 87,32 87,61 88,21 87,61 97,69 88,71
wGm 85,74 98,05 98,59 85,96 83,69 79,16 8599 79,62 84,64 8581 86,58 100 97,88 8592 98,59 98,59 85,61 79,62 8592 85,85 98,5 98,28 98,18 98,28 85,68 85,99
m

wHa 86,86 98,72 99,04 87,12 84,53 80,29 87,14 80,46 85,83 86,96 87,46 97,88 100 87,1 98,98 98,98 86,59 80,46 87,11 87,04 98,89 98,95 98,69 98,95 86,79 87,21
wJH 98,06 86,92 86,99 99,54 80,23 76,49 99,55 77,37 825 98,64 979 8592 87,1 100 86,96 86,96 98,15 77,41 100 100 86,85 87,14 87,69 87,14 98,85 89,05
B

wMel 86,78 99,19 99,76 86,98 84,53 80,15 86,96 80,38 85,65 86,78 87,43 98,59 98,98 86,96 100 100 86,48 80,38 86,96 86,9 99,73 99,43 99,25 99,43 86,6 87,17




wMel 86,78 99,19 99,76 86,98 84,53 80,15 86,96 80,38 85,65 86,78 87,43 98,59 98,98 86,96 100 100 86,48 80,38 86,96 86,9 99,73 99,43 99,25 99,43 86,6 87,17
Pop

wNo 97,5 86,35 86,52 98,22 79,94 76,27 98,24 76,9 82,09 98,03 97,19 85,61 86,59 98,15 86,48 86,48 100 76,94 98,15 98,13 86,37 86,66 87,16 86,66 98,21 88,73
wOo 76,97 80,34 80,42 77,36 80,99 77,36 77,25 99,7 8286 77,09 77,47 79,62 80,46 77,41 80,38 80,38 76,94 100 77,41 77,31 80,38 80,5 80,86 80,5 76,74 77,43
wPip 98,06 86,93 87 99,54 80,24 76,5 99,55 77,37 8251 98,64 97,9 8592 87,11 100 86,96 86,96 98,15 77,41 100 100 86,86 87,14 87,7 87,14 98,85 89,05
wPip 98,04 86,86 86,94 99,54 80,2 76,42 99,55 77,27 82,56 98,63 97,89 8585 87,04 100 86,9 86,9 98,13 77,31 100 100 86,79 87,08 87,64 87,08 98,85 88,97
Mol

wRec 86,68 99,09 99,67 86,87 84,5 80,1 86,86 80,38 85,54 86,68 87,32 98,5 98,89 86,85 99,73 99,73 86,37 80,38 86,86 86,79 100 99,34 99,16 99,34 86,48 87,06
wRi 86,93 99,75 99,43 87,16 84,46 80,2 87,14 80,5 85,76 86,96 87,61 98,28 98,95 87,14 99,43 99,43 86,66 805 87,14 87,08 99,34 100 99,1 100 86,86 87,28
wUni 87,51 98,8 99,25 87,72 84,92 80,41 87,7 80,86 859 87,51 88,21 98,18 98,69 87,69 99,25 99,25 87,16 80,86 87,7 87,64 99,16 99,1 100 99,1 87,4 87,62
wval 86,93 99,75 99,43 87,16 84,46 80,2 87,14 80,5 85,76 86,96 87,61 98,28 98,95 87,14 99,43 99,43 86,66 805 87,14 87,08 99,34 100 99,1 100 86,86 87,28
suga

na

wVitB 98,18 86,58 86,64 99,13 79,9 76,23 99,08 76,7 82,14 99,21 97,69 8568 86,79 98,85 86,6 86,6 98,21 76,74 98,85 98,85 86,48 86,86 87,4 86,86 100 88,98
wvul 88,78 86,92 87,21 88,99 80,28 77,12 89,12 77,51 82,3 88,88 88,71 8599 87,21 89,05 87,17 87,17 88,73 77,43 89,05 88,97 87,06 87,28 87,62 87,28 88,98 100
c

Tabela 5 - Matriz de similaridade construida a partir do superalinhamento de genes do genoma core de isolados do género Wolbachia.

Genomas wAIbB wAu wBa wBm wBoll-b wCam wCle wDi wGmm wHa wJHB wMel wMelPop wNo wOo wPip wPipMol wRec wRi  wValsunaga wVitB wWVulC
wAIbB 100 86.36 97.11 81.49 96.99 7891 82.3 96.37 86.01 86.36 97.05 86.36 86.36 86.41 78.92 97.05 97.05 86.33 86.41 86.41 96.49 90.87

wAU 86.36 100 86.43 83.61 86.42 80.1 84.11 86.41 98 98.19 86.41 99.87 99.87 78.95 80.13 86.41 86.41 99.83 98.1 98.11 86.63 87.68

wBa 97.11 86.43 100 8158 99.22  78.95 8241 96.66 86.02 86.44 99.32 86.43 86.43 91.04 78.97 99.32 99.32 86.4 86.48 86.49 97.61 91.04

wBm 81.49 83.61 8158 100 81.54 80.35 84.26 81.53 83.29 83.61 81.59 83.61 83.61 100 80.37 81.59 81.59 83.58 83.63 83.63 81.64 81.98
WBol1-b 96.99 86.42 99.22 81.54 100 7891 82.35 96.46 86.04 86.46 99.38 86.42 86.42 82.4 7893 99.37 99.37 86.4 86.46 86.46 97.54 91.04
wCam 78.91 80.1 78.95 80.35 78.91 100 81.54 7895 79.77 80.11 78.94 80.11 80.11 99.99 99.68 78.93 78.94 80.08 80.14 80.15 79.07 79.24

wCle 82.3 84.11 8241 84.26 8235 8154 100 8235 83.67 84.08 8241 84.11 84.11 86.38 81.56 82.4 8241 84.07 84.1 84.09 82.41 82.83

wDi 96.37 86.41 96.66 81.53 96.46 7895 8235 100 86.02 86.37 96.53 86.41 86.41 78.93 78.98 96.53 96.53 86.38 86.4 86.4 96.16 90.91
wGmm 86.01 98 86.02 83.29 86.04 79.77 83.67 86.02 100 97.62 86 97.99 97.99 81.59 79.81 86 86 97.95 97.66 97.67 86.2 87.29

wHa 86.36 98.19 86.44 83.61 86.46  80.11 84.08 86.37 97.62 100 86.4 98.17 98.17 100 80.13 86.4 86.4 98.14 98.2 98.21 86.62 87.67
wJHB 97.05 86.41 99.32 8159 99.38 78.94 8241 96.53 86 86.4 100 86.41 86.41 86.44 78.96 100 100 86.38 86.43 86.44 97.53 91.04

wMel 86.36 99.87 86.43 83.61 86.42 80.11 84.11 86.41 97.99 98.17 86.41 100 99.99 86 80.14 86.41 86.41 99.82 98.08 98.09 86.63 87.67



wMelPop
wNo

wOo

wPip
wPipMol
wRec

WRi
wValsunaga
wVitB
w\WulC

86.36
96.34
78.92
97.05
97.05
86.33
86.41
86.41
96.49
90.87

99.87
86.14
80.13
86.41
86.41
99.83
98.1

98.11
86.63
87.68

86.43
96.66
78.97
99.32
99.32
86.4

86.48
86.49
97.61
91.04

83.61
81.36
80.37
81.59
81.59
83.58
83.63
83.63
81.64
81.98

86.42
96.51
78.93
99.37
99.37
86.4

86.46
86.46
97.54
91.04

80.11
78.79
99.68
78.93
78.94
80.08
80.14
80.15
79.07
79.24

84.11
82.24
81.56
82.4

82.41
84.07
84.1

84.09
82.41
82.83

86.41
95.9

78.98
96.53
96.53
86.38
86.4

86.4

96.16
90.91

97.99
85.74
79.81
86

86
97.95
97.66
97.67
86.2
87.29

98.17
86.12
80.13
86.4

86.4

98.14
98.2

98.21
86.62
87.67

86.41
96.57
78.96
100

100

86.38
86.43
86.44
97.53
91.04

99.99
86.14
80.14
86.41
86.41
99.82
98.08
98.09
86.63
87.67

100

86.15
80.14
86.41
86.41
99.82
98.09
98.09
86.63
87.67

86.41
100
86.43
99.32
96.53
86.4
99.37
100
96.23
97.05

80.14
78.82
100

78.95
78.96
80.1

80.16
80.17
79.09
79.25

86.41
96.57
78.95
100

100

86.38
86.43
86.44
97.53
91.04

86.41
96.56
78.96
100

100

86.38
86.43
86.44
97.54
91.04

99.82
86.11
80.1

86.38
86.38
100

98.05
98.06
86.59
87.64

98.09
86.16
80.16
86.43
86.43
98.05
100

99.98
86.68
87.73

98.09
86.17
80.17
86.44
86.44
98.06
99.98
100

86.68
87.73

86.63
96.23
79.09
97.53
97.54
86.59
86.68
86.68
100

91.14

87.67
90.87
79.25
91.04
91.04
87.64
87.73
87.73
91.14
100




4.1.2 - Andlises de taxonomia genémica

ANI e GGD foram calculados entre todos os pares de genomas de Wolbachia
segundo a metodologia descrita previamente. Em geral, as abordagens utilizadas
sdo consistentes com a delineacdo prévia de cinco espécies, isto €, a diversidade
calculada por ANI e GGD estavam, em sua maioria, acima do limite pré estabelecido
para delineacdo de espécies bacterianas de 96 % e 70%, respectivamente
(Konstantinidis & Tiedje 2005b, Auch et al. 2006, Meier-Kolthoff et al. 2013) (Tabela
6, 7). A excecao foi o isolado wVuIC, este isolado previamente assinalada como
pertencente ao supergrupo B apresentou métricas abaixo do limite de delineacao
com gqualquer Wolbachia analisada (Figuras 12, 13 e 14). N6s identificamos também
trés isolados pertencentes a Ca. 'W. pipientis’ que apresentavam valores de GGD
abaixo do limite de delineacdo (<63%) (Figura 13), esses valores podem explicar
suas posicoes periféricas em arvores filogenémicas, entretanto, esta divergéncia nédo
foi confirmado por outras abordagens (Ramirez-Puebla et al. 2015).

Estes resultados indicam que wVuIC ndo pertenceria a nenhuma espécie candidata
descrita previamente, portanto, nés propomos a criagdo de uma nova espécie
candidata chamada Ca. ‘W. vulgaris’, cujo Unico representante identificado até o
momento é o isolado wWVulC. Nao consideramos o Alinhamento de Fracdo (AF) para
isolados pois o0 mesmo é dependente do numero de ortdlogos compartilhados entre
organismos (Varghese et al. 2015) e, como Wolbachias possuem genomas em
processo de degeneracdo, com pouca ou nenhuma aquisicdo por HGT, esta
metodologia ndo € aplicavel devido a perda de sensibilidade quando comparada a

outras abordagens (Figura 14, Tabela 8).
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Figura 12 - Representacdo grafica da matriz da identidade média de nucleotideos entre todos os
pares de genomas do género Wolbachia, onde tons de azul significam valores <95%, branco 95% e
tons de vermelho >95%. O dendrograma foi construido utilizando o método euclidiano padrao

disponivel na linguagem R.

GGD
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Figura 13 - Representacdo grafica da matriz de hibridizacdo DNA DNA digital (GGD) entre todos os

pares de genomas, o dendrograma foi construido utilizando o método euclidiano encontrado na

linguagem R, onde tons de azul significam valores <70%, branco 70% e tons de vermelho >70%.
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wNo
wPipMol
wDi
wPip

w) HB
wVulC
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wHa
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WRi

il

Figura 14 - Representacdo grafica da matriz de alinhamento de fracdo entre todos os pares de
genomas, o dendrograma foi construido utilizando o método euclidiano encontrado na linguagem R,

onde tons de azul significam valores <0.6, branco 0.6 e tons de vermelho >0.6.

Wolbachia é um género com isolados geneticamente diversos (Ishmael et al. 2009),
foi estimado, baseado em taxas de substituicdes ndo sinbnimas do gene ftsZ, que
isolados do supergrupo A e B divergiram aproximadamente 60-70 milhdes de anos
atras (John H. Werren, Wan Zhang 1995), apés o fim do periodo cretaceo. De fato, o
sistema de classificacdo baseada em supergrupos € uma forma flexivel de classificar
isolados de Wolbachia, j& que ndo existem regras definitivas para sua criacdo e,
cada supergrupo tem um significado especifico para os especialistas em Wolbachia.

Esse esquema de classificacdo auxiliou especialistas ao longo dos anos e foi uma
das razdes da proposta que todo isolado de Wolbachia deveria ser classificada como
pertencente a espécie W. pipientis, por Lo et al.,, (2001) (Lo et al. 2007). Este
esquema permitiu também o agrupamento de isolados divergentes, como wVuIC,
com outros isolados do supergrupo B, jA que a mesma ndo leva em conta a
heterogeneidade génomicas destes pois 0 agrupamento é baseado em marcadores
de genes Uunicos, como o0 gene ftsZ, ou em um pequeno namero de genes
intrinsecos, como o0 esquema de MLST para o género Wolbachia (Baldo et al.
2006b).

36



Tabela 6 — Matriz construida a partir dos valores de identidade média de nucleotideos de isolados do género Wolbachia.

Geno wAlb wAna wAu wBa wBm wBn wBoll-b wCam wCle wbDacB wDi wGmm wHa wJHB wMel wMelp wNo wOo wPip wPipMol wRec wRi wuUni wValsug wVitB wVulc
mas B op ana

wAlb 100 883 88 96.7 84.8 86.2 957 83.7 856 971 95.2 88.1 87.9 956 88.1 88 954 83.7 959 959 87.9 88.1 88.1 88.1 96 90.9
B

wAna 879 100 969 885 86.6 87.6 87.8 843 86.5 883 87.9 96.9 96.8 87.6 975 96.9 88 843 875 875 97.6 99.1 97.1 99.1 87.9 89.2
wAu 88 97.4 100 884 864 87.4 882 843 86.6 88 88.1 97 97.2 87.7 99.4 100 87.7 843 877 878 98.9 97.2 974 973 83.2 88.9
wBa 96.7 885 884 100.0 857 857 989 845 86.2 957 96.2 88.1 88.4 988 884 883 96.0 84.5 98.8 98.7 88.4 884 88.1 884 97.4 91.2
wBm 848 86.8 864 857 100 974 85 84.7 86.8 86.3 849 86.3 86.4 85 86.4 86.4 848 846 85 85 86.4 864 864 86.5 85.1 86.1
wBn 852 872 86.6 857 97.3 100 852 85 87.1 86.9 85.3 86.7 86.7 854 86.6 86.6 85.1 85 853 854 86.5 86.6 87.1 86.6 85.3 86.1
wBol 96 884 88 989 85 86.3 100 83.8 857 95.6 95.3 88.2 88.1 974 88 88 955 83.8 975 97.8 879 879 88 88 96.7 91.1
1-b

wCa 837 846 842 845 847 856 838 100 85.2 8438 83.9 84.2 84.2 838 843 842 83.8 99.6 83.8 83.8 842 843 843 843 83.8 845
m

wCle 857 87.1 86.7 862 86.8 87.6 857 85.2 100 86.8 85.5 86.7 86.5 855 86.7 86.7 85.7 85.2 856 856 86.7 86.6 869 86.7 85.7 86.8
wDac 97.1 883 838 957 856 87.1 983 842 86.1 100 96.8 88.1 87.9 985 88.1 88 96.7 84.2 98.6 985 87.9 88.1 88.1 88.1 98,5 91.9
B

wDi 954 88.3 881 96.2 849 86.1 951 83.8 85.8 96.8 100 88.3 879 947 88.1 88.1 949 839 95 95.2 88 87.8 88.3 88 955 90.9
wGm 87.7 96.7 97.3 88.1 86.1 87.2 87.7 84.2 86.4 88.1 87.8 100 97.2 877 97.1 973 87.6 842 878 87.7 97.3 96.8 97.6 96.5 88.1 89.0
m

wHa 88 969 968 884 864 87.3 885 84.2 86.5 879 88 97 100 88 97.2 96.8 879 842 879 8738 97.1 969 97.2 96.7 88 89.1
wJHB 96 88.3 879 988 85 86.3 974 83.8 855 957 95.1 88.1 87.8 100 879 879 95.3 83.8 99.3 99.1 87.9 878 881 88 96.6 90.8
wMel 88 975 996 884 864 87.4 883 843 86.6 88.1 88 97.1 97.4 878 100 99.6 87.7 843 877 878 99.4 97.3 97.7 97.3 83.2 88.9
wMel 88 97.4 100 883 864 87.4 88.2 843 86.6 88 88.1 97 97.2 87.7 99.4 100 87.7 843 877 87.8 98.9 97.2 974 97.3 88.2 88.9
pop

wNo 953 885 87.8 960 84.8 86.1 95 83.8 85.6 96.7 94.6 87.9 87.7 947 878 878 100 83.8 94.7 949 878 88 88 881 95,5 90.9
wOo 837 846 843 845 846 856 839 99.7 85.2 8438 83.9 84.2 84.2 838 843 843 83.8 100 83.8 83.8 842 842 842 843 83.8 845
wPip 96 88.3 879 988 85 86.2 97.3 83.8 855 95.6 95 88.1 878 99.2 87.8 87.9 95.3 83.8 100 98.9 879 878 88 87.9 96.7 90.8
wPip 96.1 883 879 987 851 86.3 974 83.8 855 95.6 95.1 88.1 87.8 984 88 87.9 95.2 83.8 98.8 100 88 87.9 838 88 96.7 90.9
Mol

wRec 879 975 99.1 884 864 87.4 879 84.2 86.5 879 879 97.2 97 87.7 99.3 99.1 87.7 842 878 87.7 100 973 97.7 973 88 89.2



wRi 881 993 97 884 864 87.4 879 843 865 881 879 968 97 876 976 97 88.2 84.3 87.6 876 975 100 97.2 99.4 88.4 892
wUni 88 972 97.4 881 864 87.6 88 843 865 881 882 975 97.3 879 976 974 879 842 83 879 975 97.6 100 97.1 882 895
wvals 88  99.3 97 884 864 875 88 843 864 881 83 967 969 877 976 97 88.2 843 87.7 87.7 975 99.4 97.1 100 88 892
ugan

a

wVitB 96.5 884 882 97.4 852 86.3 96.5 83.8 859 96 955 883 88 963 883 882 958 838 966 969 88.2 882 882 882 100 91.3
wvulc 909 89.2 889 912 861 86.1 91.1 845 868 919 909 89 89.1 908 889 889 909 845 90.8 90.9 89.2 89.2 89.5 892 91.3 100

Tabela 7 - Matriz construida a partir dos valores de hibridizacdo DNA-DNA digital de isolados do género Wolbachia.

Geno wAIb wAu wAna wBa wBn wBoll-b wCam wDi wCle wDacB wHa wJHB wMel wMel wGm wNo wOo wPip wPipMo wRec wRi wBm wuUni wValsu wVitB wVul wWill
mas Pop m | gana C

wAb 100 313 31  66.7 275 619 238 59 27 674 312 613 311 311 31 589 238 619 63 308 313 258 319 312 66 377 314
wAu 313 100 724 311 295 309 245 307 285 463 734 304 939 936 708 307 245 304 307 90.6 70.8 27.7 756 712 318 317 647
wAna 31 724 100 315 30.2 315 251 31 201 459 72 31 728 728 671 317 25 311 313 73 98 283 735 979 324 326 734
wBa 66.7 311 315 100 27.7 87.9 24 63 273 772 311 767 312 313 311 612 241 812 886 312 315 26 317 314 742 388 316
wBn 275 295 302 27.7 100 27.6 258 28.1 303 306 296 27.7 294 295 293 27.7 258 27.7 276 29.4 296 69.8 30 297 278 27.7 297
wBol 61.9 309 315 879 27.6 100 238 581 27 765 316 772 31 31 311 576 239 78 815 308 315 256 315 314 698 381 314
1-b

wCa 238 245 251 24 258 238 100 238 256 26 245 238 246 247 246 237 96.1 238 238 246 247 246 251 247 242 239 251
m

wDi 59 307 31 63 281 581 23.8 100 265 641 309 563 31 311 545 239 56.7 582 582 31 309 256 31.6 309 615 375 308
wCle 27 285 29.1 27.3 303 27 256 265 100 29.6 286 27 285 285 283 27 256 27 269 28.4 287 288 29.1 287 275 274 29

wDac 67.4 463 459 772 30.6 765 26 641 296 100 45 779 46 459 445 633 261 781 778 457 456 286 462 455 811 428 46.9
B

wHa 312 734 72 311 296 316 245 309 286 45 100 30.7 733 732 695 308 246 306 309 752 693 276 736 695 321 323 726
wJHB 61.3 304 31 767 27.7 77.2 238 563 27 779 307 100 304 305 309 55 239 863 676 30.8 306 258 31.3 306 688 368 308
wMel 31.1 939 728 312 294 31 246 31 285 46 73.3 304 100 777 712 309 246 305 30.8 89.3 719 276 758 721 321 318 705
wMel 311 936 728 313 295 31 247 311 285 459 732 305 777 100 717 30.8 246 30.6 309 953 721 277 762 723 321 318 705

Pop



wGm 31 70.8 67.1 311 29.3 31.1 246 545 283 445 69.5 309 712 717 100 30.6 246 31 31 72 65.1 278 745 66.1 317 317 704
m

wNo 589 30.7 31.7 612 27.7 57.6 23.7 239 27 63.3 30.8 55 309 30.8 306 100 23.8 55.2 56.6 306 319 256 311 317 61.1 375 308
wOo 238 245 25 241 25.8 239 96.1 56.7 25,6 26.1 246 239 246 246 246 238 100 239 23.9 245 246 246 252 246 242 24 24.8
wPip 619 304 31.1 812 27.7 78 23.8 58.2 27 78.1 30.6 863 305 306 31 55.2 239 100 84.4 30.8 30.7 258 31.3 30.7 68.6 37.1 30.8
wPip 63 30.7 31.3 886 27.6 815 238 582 269 778 309 676 308 309 31 56.6 23.9 84.4 100 308 31 258 313 31 708 376 31
Mol

wRec 30.8 90.6 73 31.2 29.4 30.8 246 31 284 457 752 30.8 893 953 72 30.6 245 30.8 30.8 100 709 276 754 712 317 324 94
wRi  31.3 70.8 98 315 29.6 315 247 309 28.7 456 69.3 306 719 721 651 319 246 30.7 31 709 100 278 73.7 98.6 329 321 72
wBm 258 27.7 283 26 69.8 25.6 24.6 256 288 28.6 276 258 276 277 278 256 246 258 258 276 278 100 283 2738 26.1 259 279
wUni 319 756 735 317 30 315 25.1 316 29.1 46.2 73.6 31.3 758 76.2 745 31.1 252 313 313 754 73.7 283 100 73.8 322 34 75.4
wVals 31.2 71.2 979 314 29.7 314 247 309 28.7 455 69.5 306 721 723 66.1 317 246 30.7 31 712 98.6 278 73.8 100 323 323 719
ugan

a

wVitB 66 318 324 742 27.8 69.8 242 615 275 811 321 688 321 321 317 611 242 686 70.8 317 329 26.1 322 323 100 39.8 32.2
wwul 37.7 31.7 32.6 388 27.7 38.1 239 375 274 428 323 368 318 31.8 317 375 24 37.1 37.6 324 321 259 34 323 398 100 31.7
C

wwill 314 647 734 316 29.7 314 251 30.8 29 46.9 726 308 705 705 704 308 248 308 31 94 72 279 754 719 32.2 31.7 100
Tabela 8 — Matriz construida a partir dos valores de AF de isolados do género Wolbachia.

Genomas wAIbB wAna wAu wBa wBm wBoll-b wCam wCle wDi wGmm wHa wJHB wMel wMelPop wNo wOo wPip wPipMol wRec wRi wValsunaga wVitB wVulC

wAIbB 1 055 0.7 081 0.69 0.74 0.62 0.66 0.81 0.61 0.69 063 0.7 0.74 0.74 0.62 0.65 0.72 0.75 0.61 0.64 0.79 0.59

wAna 055 1 0.64 054 0.51 0.53 0.46 054 0.58 0.52 0.63 045 0.63 0.66 0.54 046 047 0.51 0.65 0.64 0.65 0.54 0.45

WAuU 0.7 064 1 0.68 0.64 0.77 057 0.68 0.73 0.65 0.88 0.76 0.94 0.92 0.77 0.57 0.77 0.75 0.85 0.88 0.88 0.68 0.76

wBa 0.81 054 068 1 0.79 0.74 0.85 065 08 0.73 0.66 0.65 0.67 0.71 0.72 0.85 0.67 0.73 0.74 0.58 0.61 0.85 0.58

wBm 069 051 064 079 1 0.57 0.75 0.65 0.65 0.71 0.62 0.5 0.63 0.67 0.58 0.76 0.51 0.56 0.72 0.55 0.58 0.74 0.49

wBol1-b 0.74 053 0.77 0.74 057 1 0.52 059 059 0.64 055 044 056 0.6 0.53 0.99 046 0.51 0.64 0.49 0.52 0.68 0.44

wCam 0.62 046 057 085 0.75 0.52 1 0.59 0.59 0.64 055 044 056 0.6 0.53 0.99 0.46 051 0.64 0.49 0.52 0.68 0.44

wCle 0.66 054 0.68 0.65 0.65 0.62 0.59 1 0.71 0.58 0.72 053 0.71 0.71 0.7 059 0.55 0.69 0.71 059 0.71 0.65 0.53

wDi 081 058 0.73 08 0.65 0.78 059 071 1 0.6 0.77 0.9 0.77 0.77 0.87 059 0.9 0.88 0.74 0.76 0.76 0.75 0.85

wGmm 061 052 0.65 0.73 0.71 0.53 064 058 06 1 0.62 0.46 0.63 0.66 0.54 0.76 0.47 0.53 0.7 0.55 0.57 0.67 0.45



wHa
wJHB
wMel
wMelPop
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4.1.3 - Descricado da espécie 'Candidatus Wolbachia vulgaris'

No6s nos baseamos em estudos prévios para fazer a descri¢cao fenotipicas do isolado
wWuIC, encontrada associada ao is6pode Armadillidium vulgare. Células deste
isolado sdo polimérficas com tamanhos variando enter 0.5-1 um de diametro (121)
sendo encontradas em gbénadas, hemdcitos e no sistema nervoso central do
hospedeiro (Badawi et al. 2015) sendo especialmente abundantes no periplasma de
odcitos, onde clusters de até 40 células de wWVulC sdo encontradas (Rigaud et al.
1991). O genoma w\VUIC, um dos maiores genomas deste género com cerca de 1.65
Mpb, possui 3 profagos e a maior densidade de elementos de insercdo ja
identificados neste género onde dois tercos dos elementos IS identificados séo
expressos, ndo importando o seu nivel de degradacdo genética (Cerveau et al.
2015). Recomendamos que isolados desta espécie possuam valores de ANI, rMLST

e cgMLST acima de 96, 95 e 95%, respectivamente com w\VuIC.

4.1.4 - Grupos génicos e composicao funcional do pan-genoma

O pan-genoma do género Wolbachia consiste em 4,820 grupos génicos isolado
especificos e/ou genes unicos, dos quais 3,548 foram excluidos pois possuiam uma
cobertura inferior ao limite de 70% com homodlogos encontrados no banco de
sequéncias SEED. A presenca destas sequéncias curtas, as quais foram excluidas
nesta etapa, refletem o processo de evolucao redutiva que afeta diferentes isolados
de Wolbachia (Andersson & Andersson 1999, Wernegreen 2002, Foster et al. 2005).
Os 1272 grupos de genes ortélogos restantes foram anotados funcionalmente em
todos os niveis de subsistemas funcionais do SEED (versao 70) (Tabela S1, Figura
15). O pan-genoma de isolados de Wolbachia é majoritariamente composto por
grupos génicos envolvidos com subsistemas de metabolismo priméario, como
“Metabolismo de proteinas” (95 genes), “Cofatores e vitaminas” (93 genes), e
“Carboidratos” (39 genes), correspondendo a 7.5%, 7.3% e 3.0% da composicéo
total do pan-genoma, respectivamente (Figura 13, Tabela S1). Em contraste, genes
pertencentes aos subsistemas “Amino acidos e derivativos” corresponde m a 0.94%
do pan-genoma, estando de acordo com estudos que demonstraram que isolados do

género Wolbachia perderam a maioria de suas vias biossintéticas para aminoacidos,
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mantendo apenas vias para biossintese de aminoacidos essenciais (Wu et al. 2004,
Foster et al. 2005).
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Figura 15 - Representacao grafica do pan-genoma do género Wolbachia. Genomas foram agrupados
através do método de méaxima verossimilhanga, genes foram agrupados utlizando o método

euclidiano padrdo encontrado na linguagem R. Seis grupos génicos (I-VI) foram definidos

manualmente a partir do perfil de presenca/auséncia de genes onde vermelho é a presenca de

determinado gene e azul a auséncia

Para que a comparacdo da composicéo funcional do genoma pan fosse possivel,
visualizamos e identificados manualmente seis grupos génicos no heatmap gerado a
partir da matriz de presenca/auséncia (I-VI, Figura 16), utilizamos a anotacdo dos
genes dentro destes grupos para calcular o enriquecimento/empobrecimento
funcional (métodos). Estes grupos génicos compreendem 0 genoma core e 0
genoma core flexivel (Grupo génico I, 549 genes sendo que 368 sdo encontrados
em todasas bactérias), o grupo génico Il (66 genes), e genes acessorios (grupos
génicos Il1-VI).
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O grupo génico | contém o genoma core estrito (368 genes) e um adicional de 181
genes compartilhados por >90% dos isolados (core-genoma flexivel). A analise
revelou que este grupo é significantemente enriquecido para funcdes metabdlicas
como “Nucleosideos e nucleotideos”, em especial para enzimas envolvidas na
biossintese de nucleotideos e reciclagem de monofosfatos. Outros subsistemas
funcionais enriquecidos foram o “Metabolismo de proteinas”, incluindo tRNA sintases
e proteinas envolvidas com biogénese de lipoproteinas e o subsistema “Respiracao”
(enriquecimento > 1, pvalue < 0.001) (Tabela S1, Figura 14). O subsistema “Fagos,
préfagos, elementos transponiveis e plasmideos” estava significantemente
empobrecido (enriquecimento <0, valor p < 0.01), de fato, genes identificados como
pertencentes a este subsistema pertenciam ao genoma core flexivel, ndo sendo
compartilhados por todasas bactérias analisados.

Os grupos génicos Il (66 genes) e lll (87 genes), estdo presentes quase que
inteiramente em todos os genomas de Wolbachia, as excessfes sdo 0s genomas de
endossimbiontes obrigatérias, como wOo e wCam. Sequéncias do grupo génico |l
nao sao encontrados nos genomas wOo e wCam (infectam nematoides) e genes do
grupo 1l ndo sdo encontrados em sua totalidade nestes e nos genomas wBm
(infecta nematoides) e wCle (infecta o inseto C. Lectularius). O Unico subsistema
significantemente enriquecida no grupo génico Il é o subsistema “Metabolismo de
DNA” (enriquecimento >1, valor p <0.001), enquanto o grupo génico Il é
significantemente enriquecido para “Divisédo e ciclo celular” (enriquecimento > 1,
valor p < 0.001) e “Sinalizacdo e regulacao celular” (enriquecimento > 1, valor p <
0.001) (Figura 14).

Os grupos génicos IV e V contém genes que sao encontrados apenas em
endossimbiontes facultativos. Estes grupos contém diversos genes envolvidos, mas
pouco enriguecidos, com o0s subsistemas “Fagos, profagos, elementos transponiveis
e plasmideos” (enriguecimento >0.2 e > 0.5, valor p <0.001 e <0.018,
respectivamente) (Figura 14), o dultimo grupo génico é empobrecido para

praticamente todos os subsistemas funcionais.

43



Empobrecido Enriquecido
—)

- Acidos graxos, lipideos e isoprenéides
.:l Amino &cidos e derivados
Aquisicdo e metabolismo de ferro
Carboidratos

Cofatores, vitaminas e grupos prostéticos
. Diviséo e ciclo celular
* Fagos, préfagos, elementos transponiveis e plasmideos
Metabolismo de compostos aromaticos
Metabolismo de enxofre
Metabolismo de DNA
Metabolismo de proteina
Metabolismo de RNA
Metabolismo secundario
® Nucleosideos e nucleotideos
* N/A
B Parede e capsula celular
Resposta ao estresse
Regulagéo e sinalizagdo celular
Regulagéo transcricional

T
_’ Respiragdo
e

I *
*

* o0

L 4

Transporte de Membrana
Variados
Viruléncia, doenga e resisténcia

Figura 16 - Composicdo funcional dos grupos génicos (I-VI) do pan-genoma, baseada nos
subsistemas de nivel 1 do banco de sequéncias SEED. Func¢des enriquecidas estdo marcadas em
tons de vermelho, funcdes empobrecidas em tons de azul. Fung8es significantes estdo marcadas em
tons de cinza.

Aplicamos esta metodologia de reamostragem mas focada em genomas, ao invés
do pan-genoma de forma geral, para que assim pudéssemos investigar a
diversidade funcional do género Wolbachia individualmente (Figura 17). Como
mostrado pela figura 17, isolados do género Wolbachia possuem perfis funcionais
similares.

Os subsistemas funcionais formaram 4 diferentes grupos (Figura 17) onde é possivel
se ver que essencialmente, isolados deste género possuem um potencial metabdlico
similar. O primeiro grupo envolve funcdes de metabolismo primario como “Aquisi¢ao
e metabolismo de ferro”, “Metabolismo de proteinas”, “Metabolismo de RNA” e
“Respiragao” sendo a maioria deles altamente enriquecidos (Enriquecimento > 0.5) e
com alto valor de suporte (pvalue < 0.001). O papel de isolados deste
endossimbionte na modulacdo do metabolismo de ferro do hospedeiro (Kremer et al.
2009), e também no provisionamento de moléculas de ATP, ja foram documentados
(Darby et al. 2012), dando suporte ao papel de tais subsistemas na interagcéo
hospedeiro-simbionte.

O segundo grupo € composto pelo subsistema “Fagos, préfagos, elementos
transponiveis e plasmideos” sendo altamente enriqguecidos na maioria dos
endossimbiontes facultativos, comoas bactérias wPip, wJHB e wWVulC, mas
praticamente ausente em isolados associadas a nematoides (Gavotte et al. 2007).
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O terceiro grupo é composto por subsistemas pouco enriquecidos ou empobrecidos,

como “Amino acidos e derivativos”, este subsistema comporta genes que estédo

envolvidos com a biossintese de amino &acidos (Wu et al. 2004, Foster et al. 2005),

foi demonstrado também que alguns isolados, na verdade, competem com o

hospedeiro pela aquisicdo de amino acidos ndo essenciais (Caragata et al. 2014). O

altimo grupo é composto pelo subsistema “Regulacdo e sinalizacdo celular”,

enriquecidos apenas nos genomas dos isolados wMel, wMelPop, wAu e wCle, este

subsistema funcional foi enriquecido devido a um grande numero de coOpias de

genes do sistema toxina antitoxina tipo Il, 6 copias (Tabela S1) nestes genomas,

este nimero varia entre 0 e 3 em outros genomas deste género.
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Figura 17 - Composicdo funcional genomas de isolados do género Wolbachia baseada nos

subsistemas de nivel 1 do banco de sequéncias SEED. E possivel observar que genomas de

endossimbiontes facultativos possuem as fun¢gbes “Regulacdo e sinalizacdo celular” e “Fagos,

profagos e plasmideos” altamente enriquecidos, enquanto este € empobrecido em genomas de

endossimbiontes obrigatérios.
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Estes resultados poderiam indicar as funcbes que isolados de Wolbachia
obrigatérias perderam ou estdo perdendo no curso de sua evolugcdo redutiva Ao
alinhar os genomas fragmentados de isolados do género Wolbachia utilizando o
software BRIG (Alikhan et al. 2011), é possivel observar as regibes perdidas por

endossimbiontes obrigatérios ao compara-los com o isolado tipo, wPip' (Figura 18).
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Figura 18 - Representacdo gréfica circular da diversidade dos genomas do género Wolbachia onde
cada genoma foi alinhado com o isolado tipo wPip', representado pelo primeiro circulo vermelho.
Supergrupos estdo representados por diferentes cores, os cinco circulos externos sdo genomas de
endossimbiontes obrigatdrios e € possivel se observar grandes regibes ausentes nestos isolados. Os
trés circulos finais representam proteinas hipotéticas, sequéncias repetitivas Ankyrin e elementos

moveis, respectivamente. O Ultimo circulo representado por setas representam profagos identificados
pelo software PHAST.
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Nesta figura, o primeiro circulo representa o genoma do isolado tipo, wPip', os
demais os genomas de isolados de Wolbachia sdo representados pelos circulos
posteriores a este, agrupados por cores que representam a que supergrupo/espécie
eles pertencem. Os quatro ultimos circulos sdo genes hipotéticos, sequéncias
repetitivas Ankyrin, genes que pertencem ao subsistema “Fagos, profagos,
plasmideos e elementos transponiveis” e fagos identificados pelo sotware PHAST,
respectivamente. E possivel se observar que as regides instaveis em seus genomas
contém elementos genéticos modveis e mobilizaveis (Transpdésons e préfagos),
estando em sua grande maioria ausentes em endossimbiontes obrigatorios,
corroborando os resultados de nossa analise funcional, onde a diferenca diferenca
funcional mais importante entre endossimbiontes facultativos e obrigatérios é a
presenca de elementos genéticos méveis e fagos.

Identificamos também que grande parte das regides génicas perdidas em
endossimbiontes obrigatérios contém genes que codificam proteinas hipotéticas que
nao possuiam nenhum homodlogo e pseudogenes, cujos tamanhos variavam entre
98 e 3524 pares de base.

4.1.6 - Identificacao de genes adquiridos por HGT

Utilizamos o software FACIL (Dutilh et al. 2011) para predizer a preferéncia pelo uso
de codons em todos os genomas de Wolbachia analisados. Este software encontrou
suporte para o0 uso do codigo genético padrao para bactérias em quase todos 0s
genomas (Figura 19), a excecdo notavel foi o isolado wPipMol, onde o cédon de
terminacdo Opal (TGA) foi predito para codificar triptofano, utilizando, segundo o
resultado, um cédigo genético similar ao de uma mitocondria (Jukes & Osawa 1990).
Buscas por similaridade foram feitas utilizando wPipMol contra genomas completos
de mitocdndrias disponiveis no banco de sequéncias do NCBI, identificando assim
guatro regides que seriam responsaveis por esta predicdo de mudanca de codigo

genético.
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Figura 19 - Imagem gerada pelo software FACIL, onde cédons possiveis e 0s aminoacidos que estes
estariam codificando. C6dons de terminacao e de inicio estdo marcados em branco, a diferencga entre
estes trés genomas reside no genoma wPipMol, onde o cédon de terminacdo OPAL (TGA) foi

identificado pelo software como codificante para o aminécido triptofano.

Identificamos 6 genes nestas regides, estes codificariam componentes da cadeia de
transporte eletrénica encontrados em mitocondrias e procariotos, como citocromos
B, C e subunidades de NadH D, H e M. Buscas por homologia foram feitas contra
genomas de mitocéndrias no banco de sequéncias de genomas completos do NCBI,
os melhores hits foram recuperados, alinhados com as sequéncias de mtDNA do
genoma do isolado wPipMol e utilizadas na construgdo de arvores de maxima
verossimilhanca. As arvores resultantes revelaram que cinco destas sequéncias de
origem mitocondrial sdo homodlogas a genes de mitocéndrias encontradas em
nematoides (Figuras 20-23), tendo como Best hit a mitocondria do nematoide

Teladorsagia circumcinta, um parasita que infecta ovelhas (Tzelos et al. 2016).

Identificamos também uma sequéncia, que codificaria a proteina NadH subunidade
M (Figura 24), sendo homdloga a genes de mitocondrias encontradas em mosquitos,
mas ndo mosquitos do complexo de espécies Culex pipiens. Este complexo de
espécies de mosquitos é conhecido por serem vetores de transmissdo de muitos
patdogenos como, nematoides que causam elefantiase (Simonsen & Mwakitalu 2013)
e diversos virus (Turell 2012) e, devido a isto, tais genes poderiam ser
contaminantes. Entretanto, o genoma wPipMol foi purificado a partir de embrides de
C. pipiens molestus, sugerindo que estes genes nao sao contaminantes, mas sim

adquiridos por HGT ap0s a divergéncia dos isolados wPipMol, wPip e wJHB.
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Os pseudogenes de origem mitocondrial encontrados no genoma da Wolbachia
wPipMol estdo localizados em um préfago (Figura 25) semelhante ao fago WO,
encontrado comumente em isolados deste género (Ishmael et al. 2009), sugerindo
que estes genes foram adquiridos através de um evento de transducdo. Uma
hipétese alternativa € de que DNA foi adquirido pela bactéria e integrado em seu
DNA, onde foi integrado ao préfago, entretanto, esta hipotese nao explica qual
mecanismo foi capaz de permitir a transferéncia de genes da mitocdndria de um

nematoide para a Wolbachia de um inseto.
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Figura 20 - Arvore de maxima verossimilhanca e o alinhamento da proteina Citocromo oxidase C originado de uma mitocondria de uma espécie de nematoide,

supostos cddons de terminagdo estdo marcados com uma seta vermelha. A arvore foi construida utilizando o modelo WAG, suporte nos nés foram calculados

utilizando 1000 replicatas de bootstrap.
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Figura 21 - Arvore de maxima verossimilhanga e o alinhamento da proteina Citocromo oxidase B originado de uma mitocondria de uma espécie de nematoide,

supostos codons de terminagédo estdo marcados com uma seta vermelha. A arvore foi construida utilizando o modelo WAG, suporte nos nés foram calculados

utilizando 1000 replicatas de bootstrap.
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Figura 22 - Arvore de méaxima verossimilhanca e o alinhamento da proteina NadH subunidade H originado de uma mitocéndria de uma espécie de nematoide,

supostos cddons de terminagédo estdo marcados com uma seta vermelha. A arvore foi construida utilizando o modelo WAG, suporte nos nés foram calculados

utilizando 1000 replicatas de bootstrap.
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Figura 23 - Arvore de méaxima verossimilhanca e o alinhamento da proteina NadH subunidade D originado de

uma mitocdndria de uma espécie de nematoide,

supostos cddons de terminagédo estdo marcados com uma seta vermelha. A arvore foi construida utilizando o modelo WAG, suporte nos nés foram calculados

utilizando 1000 replicatas de bootstrap.
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Figura 25 - Imagem gerada pelo Blast ring image generator (BRIG) a partir do genoma wPipMol.

Genes provenientes de fagos estdo marcados em verde, predicdes de fagos feitos pelos softwares

Phast (Vermelho), Virsorter (Cinza) e Physpy (azul) estdo marcadas, indicando que a aquisicao

destes insertos pode ter sido devido a um evento de transducéo.

4.2 - Klebsiella

Considerando a dificuldade em se identificar corretamente espécies de Klebsiella em

funcdo da complexidade taxonOGmica deste género, este estudo aplicou diversas

métricas de taxonomia genémica considerando 764 genomas disponiveis em bancos

publicos de sequéncias das espécies K. pneumoniae, K. quasipneumoniae e K.

variicola com o objetivo de fornecer informacdes mais robustas acerca deste género.
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Como no inicio deste projeto de doutorado havia somente um genoma anotado
como K. variicola (At-22), que correspondia a um isolado ambiental, e nenhum de K.
quasipneumoniae,as bactérias Bz19 e K142 foram sequenciados e incluidos nas
analises de taxonomia gendémica e filogenémica do genéro Klebsiella. Este estudo
gerou o primeiro genoma de um isolado clinico de K. variicola no Brasil, o isolado
Bz19 (GCA_00074291)(Andrade et al. 2014).

4.2.1 - Sequenciamento e identificacao dos genomas Bz19 e K142

O sequenciamento do genoma de K. variicola Bz19 gerou 70.5 Mbp de informacgéao
gendmica distribuidos em cerca de 176 mil reads, com cerca de 400 pares de base
por read e uma cobertura de cerca de 13x. Os reads foram submetidos a uma
montagem de novo, gerando 208 contigs, totalizando 5,48 Mbp com um contetdo
GC de 57.3%. A predicdo génica identificou a existéncia de 5392 CDS, incluindo

genes codificantes e nao codificantes.

O sequenciamento do isolado K142 gerou 6.7 Gbp de informagdo gendmica
distribuidos em 4 milh&es de reads, com cerca de 150 pares de base por read e uma
cobertura de cerca de 1100x. A montagem gerou 75 sequéncias consenso (contigs e
scaffolds), totalizando 5.48 Mbp com 57.8% de conteudo GC. Predi¢cdes génicas e

anotacao deste genoma identificaram 5160 CDS.

4.2.2 - Filogendmica

Foram identificados 2124 genes compartilhados entre 89 genomas pertencentes as
espécies K.pneumoniae, K. quasipneumoniae, K. variicola e K. oxytoca (core-
genoma). Estes genes foram alinhados e concatenados gerando um alinhamento de
2.302.713 pb. Uma anadlise de maxima verossimilhanca utilizando o arquivo original
seria computacionalmente intenso, extraimos 370.502 SNPs do super alinhamento
do genoma core para as analises subsequentes. A construcdo da arvore de maxima
verossimilhanca levou aproximadamente 400 horas/nucleo em um computador de 8
ndcleos com 32gb de ram. Esta andlise resultou em uma arvore com topologia bem

definida e altos valores de suporte nos nos internos, onde 4 grandes grupos foram
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definidos (Figura 26). Estes grupos correspondem as quatro espécies K.
pneumoniae, K. quasipneumoniae, K. variicola e K. oxytoca. Esta analise revelou
gue 37 genomas de isolados classificados como K. pneumoniae e 4 de Klebsiella sp.
correspondiam a outras espécies como K. quasipneumoniae (14 genomas) e K.
variicola (23 genomas). Além disto, nossos resultados obtidos com a filogenémica
corroboraram um estudo prévio que demonstrou através da abordagem de MLST
gue o genoma 10982 diverge de outras espécies do género Klebsiella, j& que
assume uma posicdo intermediaria entre as espécies K. pneumoniae e K. variicola
(Hazen et al. 2014).

Identificamos 41 rps compartilhados por todosas bactérias do género Klebsiella
analisados. A concatenacdo do alinhamento destes genes gerou uma sequéncia
com um tamanho de 19.130 pb e com 758 snps, uma razdo de 1 snp a cada 121 pb
contrastando com o genoma core, onde encontramos 1 snp a cada 6 pb. O fato das
sequéncias codificadoras serem conservadas neste género influenciou a topologia
da arvore filogendmica (Figura 27), devido a estes resultados, nés néo os utilizamos

nas analises taxonomia gendmicas.
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Figura 26 — Arvore filogendmica construida a partir do superalinhamento dos genes do genoma core

do género Klebsiella (cgMLST). A arvore foi construida utilizando o método de méaxima
verossimilhanga com o modelo GTR, o suporte nos nés foi obtido através de 1000 replicatas de
bootstrap. A arvore nos mostra trés grupos bem definidos representando as espécies K. pneumoniae,
quasipneumoniae e variicola. Isolados de K. oxytoca foram utlizados como grupo externo.
Identificadores marcados em vermelho séo referentes a isolados previamente classificados como K.

pneumoniae mas que agruparam com linhagens tipo de espécies diferentes.
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Figura 27 —

(rMLST). A éarvore foi construida utilizando o modelo GTR, o suporte nos nds foi obtido através de

Identificadores marcados em vermelho séao referentes a isolados

1000 replicatas de bootstrap.

previamente classificados como K. pneumoniae mas que agruparam com linhagens tipo de espécies

diferentes.

Klebsiella

ica do género

ia genOmica

4.2.3 - Taxonom

57



Isolados das espécies K. quasipneumoniae e K. variicola sdo genetica e
metabolicamente similares a espécie K. pneumoniae e, devido a esta proximidade, a
identificacdo por testes bioguimicos ndo seria o suficiente para discrimina-las. Este
fato, aliado a posicdo periférica que o isolado 10982 apresentou na arvore
filogendmica, nos motivou a revisitar o estado taxondmico deste grupo de espécies e
delinea-los utilizando abordagens acuradas e complementares de taxonomia
genbmica, como GGDP, ANI e AF. Tais abordagens foram aplicadas a todos os pares

de genomas de Klebsiella de diferentes espécies, segundo a metodologia descrita
previamente (Métodos), onde os genomas de K. pneumoniae (HS112867), K.

quasipneumoniae (01A030"T) e K. varicolla (DSM15968") foram utilizados como
modelos para delineacdo dos genomas analisados. Dos 89 genomas, 32

apresentaram valores >99 e >90 de ANI e GGDP, respectivamente, ambos acima

dos limites sugeridos previamente com a linhagem tipo de K. pneumoniae HS11286 T
(Meier-Kolthoff et al. 2013, Varghese et al. 2015),. Estes resultados, juntamente com
a alta similaridade do super alinhamento do genoma core (>95%) e um valor de AF >
0.95 (Tabela 7, Figuras 28, 29 e 30), indicam que estes genomas, assim como 0S

671 n&o utilizados devido a sua redundancia, sao de fato K. pneumoniae.
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Dois genomas de isolados previamente delineados como K. quasipneumoniae
(18A69 e FI HV 2014), quatro genomas classificados como K. pneumoniae
(MGH113, MGH96, 865 KPNE e UCICRE_14) e o genoma da linhagem K142
sequenciado por nosso grupo apresentaram valores acima dos limites de definicdo
de espécie considerando o genoma tipo de K. quasipneumoniae subsp.

quasipheumoniae (01A030") para todas as abordagens taxonomia gendmicas aqui
utilizadas. Esta subespécie corresponde ao que antes era conhecido como grupo
filogenético KPII-A. Outros 11 genomas possuiam valores acima dos limites de

definicdo considerando o genoma 07A044, linhagem tipo da K. quasipneumoniae
subsp. similipneumoniae. Isolados destas duas subespécies possuem valores
limitrofes para as abordagens taxonomia gendmicas utilizadas (Tabela S3),

indicando que estes organismos estao no limite de especiacao (Figura 29).

Em relagdo a K. variicola, 12 genomas classificados como pertencentes a esta
espécie, 23 genomas previamente classificados como K. pneumoniae e o0 genoma

Bz19 sequenciado por nosso grupo possuiam valores acima dos limites

estabelecidos para definicdo de espécies considerando o genoma tipo DSM 159687
(Figura 30).
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A abordagem de alinhamento de fracdo (AF) nado foi resolutiva o suficiente para
delinear espécies do género Klebsiella. Genomas de isolados de K. pneumoniae, K.
quasipneumoniae, K. variicola e K. oxytoca compartiham um grande numero de
genes ortologos, sendo 0 genoma core composto por mais de 2000 genes. Como
consequéncia, os genomas destas espécies apresentaram um AF superior ao limite
de 0.6, variando de 0.79 a 0.89.

O isolado 10982 foi definido, previamente, como um genoma intermediario entre as
espécies K. pneumoniae e K.variicola ao ser comparado a 12 isolados destas
espécies (Hazen et al. 2014). Aqui noés utilizamos um conjunto de dados maior e
incluimos isolados da espécie K. quasipneumoniae. Os resultados aqui obtidos
aplicando abordagens mais robustas de taxonomia gendmica e filogendmicas
( <94% ANI, < 55% GGD, <95% cgMLST), mostraram que o0 genoma de 10982
apresentou valores abaixo dos limites de definicdo de espécie para todas as
métricas utilizadas e se mostrou genomicamente distinto de K. pneumoniae, K.
variicola, K. quasipneumoniae e K. oxytoca (Tabela S3). Portanto, estes achados
sugerem que o isolado 10982 poderia ser considerado uma nova espécie do género
Klebsiella (Figuras 28, 29 e 30). Este isolado, assim como outras espécies deste
género, carreia um gene cromossdmico codificador de uma B-lactamase de classe A
gue possui uma identidade de 95%, 89% e 88% com blaen, blasywy € blaoke, de K.
variicola, K. pneumoniae e K. quasipneumoniae, respectivamente. Este gene bla foi
caracterizado como um alelo variante de LEN (blaen-2s) apesar de sua identidade
intermediaria (92%). Outros alelos de blaen2s compartiham uma identidade que
varia entre 98 e 100%, indicando que este alelo pode, assim como em outras
espécies do género Klebsiella, ser um marcador para esta espécie.

4.2.4 - Caracterizacao do plasmideo pl9

Uma sequéncia consenso contendo 50.687 pb, gerada foi identificada como sendo
parte do mobiloma deste isolado. Este contig possui um contetdo GC de 51.4%,
contrastando com os 57.3% do conteudo global do genoma de Bz19. Esta regido
apresentou identidade de 99% com o plasmideo 9 (pl9) (numero de acesso
FJ223607) encontrado em uma linhagem multirresistente de K. pneumoniae (Gootz

et al. 2009). Este plasmideo, nomeado como pBzl9 (nimero de acesso
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NZ_JDWAO01000031), assim como pl9, pertence ao grupo de incompatibilidade IncN,
encontrados em diferentes hospedeiros como bactérias dos géneros Klebsiella,

Escherichia e Salmonella.

Os plasmideos pl9 e pBz19 compartilham grande parte do seu contetddo génico,
incluindo 79 ORFs que codificam fatores transcricionais, transposases, proteinas
regulatorias, a endonuclease Eco-RIl e o sistema de secrecéo do tipo IV (T4SS-tra)
envolvido com os eventos de conjugacéo (Craig et al. 2004) (Figura 31). A diferenca
entre os dois reside em duas regides idénticas correspondendo ao fago Th4401, que
€ responsavel pela disseminacdo do gene blakec. encontrado no pl9. Neste
plasmideo os transposons Tn4401 contendo o gene blakpc» €stdo inseridos entre
dois fragmentos de um gene codificador de uma transcriptase reversa. No plasmideo
pBz19, entretanto, este gene codificador encontra-se intacto devido a auséncia do
elemento Th4401. O plasmideo pBZ19 foi o primeiro relato de um plasmideo em K.
variicola (Andrade et al. 2014).

PI9
100% identity
70% identity
Tn4401 50% identity
PBZ19
B 100% identity
70% identity
50% identity

T4SS-Tra

PI9 vs PBZ19
70655/50687 bp

Tn4401

Figura 31 — Representacao circular dos plasmideos conjugativos PI9, encontrado em isolados de K.
pneumoniae e PBZ19, primeiro plasmideo identificado em K. variicola. O plasmideo pl9 possui dois
elementos Tn4401, profagos, que comportam a carbapenemase blaxec, 0 qual ndo é encontrado em
PBZ19, sendo a Unica diferenca entre estes.
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5 - Conclusoes

Este trabalho explorou a evolugéo e a diversidade genomica e funcional de genomas
de Wolbachia, revelando que bactérias deste género possuem, em geral, potencial
metabdlico similar. A diferenca funcional encontrada entre endossimbiontes
facultativos e obrigatérios, foi a presenca de muitas sequéncias repetitivas Ankyrin,
elementos moveis e transposases, entre os facultativos, o que € mais uma evidéncia

de sua recente evolugéo.

Identificamos , no genoma de Wolbachia wPipMol, genes de origem mitocondrial.
Esta seria a primeira evidéncia da aquisicdo de genes desta organela por uma
bactéria intracelular. Wolbachia wPipMol infecta mosquitos da espécie Culex pipiens,
vetor de diversos patdgenos. Essa transferéncia pode ter sido mediada por fago ja
gue identificamos sequencias relacionadas a fagos junto associadas a estas

sequencias mitocondriais.

A aplicacdo da taxonbmia gendémica para o género Wolbachia identificou o genoma
wVulC como de uma nova espécie e as andlises filogenémicas definiram que a
mesma pertenceria a um novo supergrupo. Sugerimos o nome de Ca. ‘W. vulgaris'
para esta espécie.

A aplicacdo da taxonomia genémica aplicada para o género Klebsiella, revelou que
36 genomas de K. pneumoniae sado das espécies proximas, K. quasipneumoniae e

K. variicola. O genoma da Klebsiella sp.10982, apresentou assinaturas que o
definiriam como uma nova espécie do género Klebsiella.
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Material Suplementar

Tabela S1 - Pan-genoma de isolados do género Wolbachia contendo 1272 grupos génicos. A tabela

contém o identificador (Locus tag), e os niveis de anotacéo de subsistemas Seed 1-3.

Identificado Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3

r

wCam_0071 Acidos graxos, lipideos e Acidos graxos Biossintese de &cidos graxos FASII

1 isoprenoides

wCam_0005 Acidos graxos, lipideos e Acidos graxos Biossintese de acidos graxos em Plantas

7 isoprenoides (plastidial)

wCam_0029  Acidos graxos, lipideos e Acidos graxos Biossintese de &cidos graxos em Plantas

1 isoprenoides (plastidial)

wCam_0032  Acidos graxos, lipideos e Acidos graxos Biossintese de acidos graxos em Plantas

5 isoprenoides (plastidial)

wCam_0067  Acidos graxos, lipideos e Acidos graxos Biossintese de acidos graxos em Plantas

9 isoprenoides (plastidial)

wCam_0078  Acidos graxos, lipideos e Acidos graxos Biossintese de acidos graxos em Plantas

1 isoprenoides (plastidial)

wCam_0082  Acidos graxos, lipideos e Acidos graxos Biossintese de acidos graxos em Plantas

1 isoprenoides (plastidial)

wAlb_00750  Acidos graxos, lipideos e Acidos graxos Oxidase putativa COG2907
isoprenoides

wCle_00897  Acidos graxos, lipideos e Acidos graxos Oxidase putativa COG2908
isoprenoides

wAlb_00433  Acidos graxos, lipideos e Fosfolipideos Metabolismo de glicerolipideo e
isoprenoides glicerofosfolipideo

wCam_0004  Acidos graxos, lipideos e Fosfolipideos Metabolismo de glicerolipideo e

6 isoprenoides glicerofosfolipideo

wCam_0004  Acidos graxos, lipideos e Fosfolipideos Metabolismo de glicerolipideo e

7 isoprenoides glicerofosfolipideo

wCam_0005 Acidos graxos, lipideos e Fosfolipideos Metabolismo de glicerolipideo e

4 isoprenoides glicerofosfolipideo

wCam_0039  Acidos graxos, lipideos e Fosfolipideos Metabolismo de glicerolipideo e

4 isoprenoides glicerofosfolipideo

wAu_01187  Acidos graxos, lipideos e Isoprenoides Lipideos de arquéia
isoprenoides

wCam_0005 Acidos graxos, lipideos e Isoprenoides Lipideos de arquéia

5 isoprenoides

wCam_0028 Aminoacidos e derivados Alanina Serina

1

wCam_0031 Aminoécidos e derivados Alanina Serina

7

wCle_00702  Aminoécidos e derivados Alanina Serina

wAu_00485  Aminoécidos e derivados Arginina Ciclo da uréia

wCam_0008 Aminoécidos e derivados Arginina Ciclo da uréia

3

wCam_0077 Aminoécidos e derivados Arginina Ciclo da uréia

3

wAlb_00647  Aminoécidos e derivados Glutamina Glutamato

wCam_0021 Aminoacidos e derivados Glutamina Glutamato

0

wCam_0068 Aminoécidos e derivados Glutamina Glutamato

3

wAlb_00597  Aminoécidos e derivados Lysina Threonina

wAlb_00598 Aminoécidos e derivados Lysina Threonina

wCam_0026  Aminoécidos e derivados Prolina e 4-hydroxyProlina Prolina

2



wCam_0081
7

wCam_0076
8

wCam_0055
4

wCam_0005
6

wCam_0019
4

wCam_0038
5

wCam_0038
6

wAlb_00116
wAIb_00599

wCam_0009
3

wCam_0009
9

wAlb_00600

wCam_0007
2

wCle_00148
wHa_00380
wRi_00321

WTRS_0062
3

wCam_0004
8

wCam_0014
1

wCam_0042
6

wCam_0050
0

wJHB_00425

wCam_0001
9

wCam_0012
4

wCam_0082
2

wCam_0058
9

wJHB_00935

wCam_0044
5

wAlb_00125
wAlb_00543
wAlb_00544
wAlb_00548
wAlb_00552
wAlb_00588
wAu_00251
wAu_00256

wBolb_0029
3

Aquisic@o e metabolismo

de ferro

Aquisi¢éo e metabolismo

de ferro

Carboidratos

Carboidratos

Carboidratos

Carboidratos

Carboidratos

Carboidratos
Carboidratos

Carboidratos

Carboidratos

Carboidratos

Carboidratos

Carboidratos
Carboidratos
Carboidratos

Carboidratos

Carboidratos

Carboidratos

Carboidratos

Carboidratos

Carboidratos

Carboidratos

Carboidratos

Carboidratos

Carboidratos

Carboidratos

Carboidratos

Carboidratos
Carboidratos
Carboidratos
Carboidratos
Carboidratos
Carboidratos
Carboidratos
Carboidratos

Carboidratos

Ferric iron ABC transporter

Ferric iron ABC transporter

Acidos organicos
Acidos organicos
Acidos organicos
Acidos organicos
Acidos organicos

Acidos organicos

Acucares de alcool

Acucares de alcool
Acucares de alcool

Acucares nucleotidicos

Amino aglcares

Amino aglcares
Amino aglcares
Amino aglcares

Amino agucares

Fixacdo de CO2

Fixacéo de CO2

Fixagcdo de CO2

Fixacdo de CO2

Fixacéo de CO2
Fot

Metabolismo central de

carboidratos

Metabolismo central de

carboidratos

Metabolismo de carbono Gnico

Metabolismo de carbono Gnico

Monossacarideos

Polissacarideos
Polissacarideos
Polissacarideos
Polissacarideos
Polissacarideos
Polissacarideos
Polissacarideos
Polissacarideos

Polissacarideos

Proteina de ligagao ao ferro

Proteina permeabilizadora

Metabolismo de citrato KE

Metabolismo de citrato KE3

Metabolismo de citrato KE3

Metabolismo de citrato KE3

Metabolismo de citrato KE3

Tricarballylato, utilizagdo
Aquisicdo e metabolismo de glicerol

Aquisicdo e metabolismo de glicerol

Catabolismo de inositol

UDP-D-glucuronate

Utilizag&o de quitina e N-acetilglucosamina

Utilizac&o de quitina e N-acetilglucosamina
Utilizagdo de quitina e N-acetilglucosamina
Utilizagao de quitina e N-acetilglucosamina

Utilizagao de quitina e N-acetilglucosamina

Ciclo de Calvin-Benson-Bassham em plantas

Ciclo de Calvin-Benson

Ciclo de Calvin-Benson

Fotorespiracao

Fotorespiragao

Fotorespiragao

Biossintese de Acetyl-CoA em plantas

Glicdlise e glicogénese em plantas

Metabolismo de carbono Gnico em Plantas
mediado por folato

Serine-glyoxylate cycle

D-Sorbitol(D-Glucitol) e L-Sorbose utilizagdo

Frutose-bifosfato aldolase
Frutose-bifosfato aldolase
Frutose-bifosfato aldolase
Frutose-bifosfato aldolase
Frutose-bifosfato aldolase
Frutose-bifosfato aldolase
Frutose-bifosfato aldolase
Frutose-bifosfato aldolase

Frutose-bifosfato aldolase



wJHB_00897
wJHB_01399
wMel_00252
WTRS_0026
0
wCle_00952
wCle_00953
wCle_00956
wCle_00957
wCam_0067
1
wAlb_00053
wAlb_00054
wCle_00301
wAlb_00478
wCam_0017
8
wCam_0031
1
wCam_0041
3
wCam_0042
0
wCam_0052
7
wCam_0074
3
wCam_0003
2
wCle_00299
wAu_00512
WTRS_0094
9
wCam_0003
1
wCam_0074

Carboidratos
Carboidratos
Carboidratos

Carboidratos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,

Polissacarideos
Polissacarideos
Polissacarideos

Polissacarideos

Biotina

Biotina

Biotina

Biotina

Biotina

CLO thiaminPP biossintese

CLO thiaminPP biossintese

CLO thiaminPP biossintese

Coenzyme A

Cofatores Quinona

Cofatores Quinona

Cofatores Quinona

Cofatores Quinona

Cofatores Quinona

Cofatores Quinona

Cofatores Quinona

Experimental ThMP RZ

Experimental ThMP RZ

Experimental ThMP RZ

Folato e pterinas

Folato e pterinas

Frutose-bifosfato aldolase
Frutose-bifosfato aldolase
Frutose-bifosfato aldolase

Frutose-bifosfato aldolase

Biotina biossintese em Plantas

Biotina biossintese em Plantas

Biotina biossintese em Plantas

Biotina biossintese em Plantas

Biotina sintese & utilizacéo

Thiaminase Il (EC 3.5.99.2) emvolved em

salvage of thiamin pyrimidine moiety

Thiaminase Il (EC 3.5.99.2) emvolved em
salvage of thiamin pyrimidine moiety

Thiaminase Il (EC 3.5.99.2) emvolved em

salvage of thiamin pyrimidine moiety

CoA Pantothenate HMP

CH UbiG

CH UbiG

CH UbiG

CH UbiG

CH UbiG

CH UbiG

Coenzyme PQQ sintese

Hydroxyethylthiazole kinase (EC 2.7.1.50)

Thiamin pyrofosfokinase (EC 2.7.6.2)

Thiamin pyrofosfokinase (EC 2.7.6.2)

5-FCL-like protein

5-FCL-like protein



wCam_0020
0

wCam_0020
1

wCam_0020
2

wCam_0020
3

wHa_00878

wHa_00879

wCam_0055
6

wCam_0001
1

wCam_0007
3

wCam_0014
5

wCam_0016
9

wCam_0024
2

wCam_0057
0

wCam_0059
0

wCam_0073
3

wCam_0078
0

wCam_0078
5

wCam_0020

5

wAlb_00035

wAlb_00094

wAlb_00795

WAU_00132

grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e

Folato e pterinas

Folato e pterinas

Folato e pterinas

Folato e pterinas

Folato e pterinas

Folato e pterinas

Folato e pterinas

Folato e pterinas

Folato e pterinas

Folato e pterinas

Folato e pterinas

Folato e pterinas

Folato e pterinas

Folato e pterinas

Folato e pterinas

Folato e pterinas

Folato e pterinas

NAD e NADP

Riboflavina FMN FAD

Riboflavina FMN FAD

Riboflavina FMN FAD

Riboflavina FMN FAD

Folato Tryp Chlamydiae

Folato Tryp Chlamydiae

Folato Tryp Chlamydiae

Folato Tryp Chlamydiae

Folato Tryp Chlamydiae

Folato Tryp Chlamydiae

Pterin metabolism 3

Ygfz

Yofz

Ygofz

Yofz

Ygfz

Ygfz

Ygfz

Ygfz

Ygfz

Ygfz

NAD consumption

Test - Riboflavina

Test - Riboflavina

Test - Riboflavina

Test - Riboflavina



wAu_00998
wBolb_0120

2

wCam_0023
6

wCam_0027
9

wCam_0032
8

wCam_0082
8

wHa_00837
WTRS_0002

4

WTRS_0002

5

wAlb_00278

wAlb_00453

wAlb_00675

wAlb_00747

wAlb_00826

wAu_00138

wAu_00412

wAu_00443

wAu_00536

WAU_00619

wAu_00799

wAu_00802

wAu_00837

pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Riboflavina FMN FAD

Riboflavina FMN FAD

Riboflavina FMN FAD

Riboflavina FMN FAD

Riboflavina FMN FAD

Riboflavina FMN FAD

Riboflavina FMN FAD

Riboflavina FMN FAD

Riboflavina FMN FAD

Tetrapirrois

Tetrapirrois

Tetrapirrois

Tetrapirrois

Tetrapirrois

Tetrapirrois

Tetrapirrois

Tetrapirréis

Tetrapirréis

Tetrapirréis

Tetrapirris

Tetrapirris

Tetrapirrois

Test - Riboflavina

Test - Riboflavina

Test - Riboflavina

Test - Riboflavina

Test - Riboflavina

Test - Riboflavina

Test - Riboflavina

Test - Riboflavina

Test - Riboflavina

CbiZ Main |

CbiZ Main |

CbiZ Main |

ChiZ Main |

CbhiZ Main |

CbhiZ Main |

CbhiZ Main |

CbhiZ Main |

CbiZ Main |

Cbiz Main |

CbizZ Main |

Cbiz Main |

CbiZ Main |



wAu_00866

wAu_01163

wAu_01175

wAu_01236

wCam_0034
7

wCitri_00345

wCle_00133

wCle_00135

wCle_00373

wCle_00776

wCle_00955

wCle_00967

wHa_00510

wNo_00233

wRec_00174

WTRS_0011
4

WTRS_0021
8

WTRS_0106
8

w\VulC_0060
0

wCam_0001
5

wCam_0010
0

wCam_0012
8

wCam_0018

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,

Tetrapirrois

Tetrapirréis

Tetrapirréis

Tetrapirréis

Tetrapirréis

Tetrapirréis

Tetrapirrois

Tetrapirrois

Tetrapirrois

Tetrapirrois

Tetrapirrois

Tetrapirrois

Tetrapirrois

Tetrapirréis

Tetrapirréis

Tetrapirréis

Tetrapirris

Tetrapirrois

Tetrapirrois

Tetrapirrois

Tetrapirrois

Tetrapirrois

Tetrapirrois

CbhiZ Main |

CbiZ Main |

CbiZ Main |

Cbiz Main |

CbizZ Main |

Cbiz Main |

CbiZ Main |

CbiZ Main |

CbiZ Main |

ChiZ Main |

CbhiZ Main |

CbhiZ Main |

CbhiZ Main |

CbiZ Main |

CbiZ Main |

Cbiz Main |

CbizZ Main |

Cbiz Main |

CbiZ Main |

Experimental tye

Experimental tye

Experimental tye

Experimental tye



wCam_0031
8

wCam_0034
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wCam_0053
1

wCam_0076
2

wCam_0055
5

wAlb_00141

wCam_0012
9

wAu_01262

wCam_0074
5

wHa_01223

WTRS_0006
1

wAu_00066

wCam_0062
1

wAu_00435

WTRS_0028
5

wAlb_00710

WTRS_0101
5

wAlb_00711

WTRS_0101
6

wCam_0011
1

wCam_0056
0

wAu_00489

wJHB_01292

WAU_00222

wAu_00298

wJHB_01289

wBolb_0037
8

grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e
pigmentos

Dano de metabdlitos e
seu reparo ou mitigagao

Dano de metabdlitos e
seu reparo ou mitigacao

Divisao e ciclo celular

Diviséo e ciclo celular

Divisao e ciclo celular

Divisao e ciclo celular

Diviséo e ciclo celular

Diviséo e ciclo celular

Divisao e ciclo celular

Diviséo e ciclo celular

Divisao e ciclo celular

Diviséo e ciclo celular

Divisao e ciclo celular

Divisao e ciclo celular

Diviséo e ciclo celular

Divisao e ciclo celular

Fagos, profagos,
elementos transponiveis e
plasmideos

Fagos, profagos,
elementos transponiveis e
plasmideos

Fagos, profagos,
elementos transponiveis e
plasmideos

Fagos, profagos,
elementos transponiveis e
plasmideos

Fagos, profagos,
elementos transponiveis e
plasmideos

Fagos, profagos,
elementos transponiveis e

Tetrapirrois

Tetrapirrois

Tetrapirrois

Tetrapirrois

Tetrapirrois

Copias de proteina RidA

TN RidA: todos o0s supergrupos

Citoesqueleto bacteriano

Citoesqueleto bacteriano

Citoesqueleto bacteriano

Citoesqueleto bacteriano

Citoesqueleto bacteriano

Citoesqueleto bacteriano

Citoesqueleto bacteriano

Citoesqueleto bacteriano

Citoesqueleto bacteriano

Citoesqueleto bacteriano

Citoesqueleto bacteriano

Citoesqueleto bacteriano

Citoesqueleto bacteriano

Citoesqueleto bacteriano

Bacteriofagos, proteinas
estruturais

Bacteriofagos, proteinas

estruturais

CBSS- Fago terminase

CBSS- Fago terminase

CBSS- Fago terminase

CBSS- Fago terminase

Experimental tye

Experimental tye

Experimental tye

Experimental tye

Heme biossintese: protoporfyrin- e
coproporfyrin-dependent pathways

Carbonic anhydrase (EC 4.2.1.1)

981 genomes carbamoyl-P

Proteina de divisdo celular Ftsl [Peptidoglycan
sintetase] (EC 2.4.1.129)

Proteina de divisdo celular Ftsl [Peptidioglicano
sintetase] (EC 2.4.1.129)

Proteina de divisdo celular Ftsl [Peptidioglicano
sintetase] (EC 2.4.1.129)

Proteina de divisdo celular Ftsl [Peptidioglicano
sintetase] (EC 2.4.1.129)

Proteina de divisdo celular FtsL

Proteina de divisdo celular FtsQ

Proteina de divisdo celular FtsW

Proteina de divisdo celular FtsW
Chromosome (plasmideo) proteina de particao

ParA

Cromossomo(plasmideo) proteina de particdo
ParA

Cromossomo(plasmideo) proteina de particao
ParB

Cromossomo(plasmideo) proteina de particdo
ParB

Rod shape-determining protein MreB

Rod shape-determining protein RodA

Proteinas de capsideo de fagos

Proteinas de capsideo de fagos

Proteina Portal
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UDP-N-acetylmuramate from
Frutose-6-fosfate biossintese

UDP-N-acetylmuramate from
Frutose-6-fosfate biossintese

At2g23840

At3g21300

At3g50560

Enzimas reguladas por zinco

Feromonios sexuais em
Enterococcus faecalis
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Biogénese de citocromo C
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Glucosamine--Frutose-6-fosfate
aminotransferase [isomerizing] (EC 2.6.1.16)

UDP-N-acetylenolpyruvoylglucosamine
reductase (EC 1.1.1.158)

fosfolipase/carboxylesterase Familia protein (EC
3.1.-.-)

Aspartyl-tRNA(Asn) amidotransferase
subunidade B (EC 6.3.5.6)

Glutathione S-transferase Familia protein

C4-Tipo zinc finger protein

Membrane-associated zinc metalloprotease

Murein hydrolase regulation e cell death

Toxin-antitoxin replicon stabilization Sistemas
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Toxin-antitoxin replicon stabilization Sistemas

Toxin-antitoxin replicon stabilization Sistemas

Transcrigao termination factor Rho

ABC transporter emvolved em Citocromo ¢

biogenesis
ABC transporter emvolved em Citocromo ¢
biogenesis
Aconitate hydratase (EC 4.2.1.3)
Citrate synthase (si) (EC 2.3.3.1)

Citocromo ¢ heme lyase subunidade CcmF
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Resposta ao estresse

Subsistemas baseados

em agrupamentos

Subsistemas baseados

em agrupamentos

Biogénese de citocromo C
Biogénese de citocromo C
Biogénese de citocromo C
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Biogénese de citocromo C
Biogénese de citocromo

oxidases

Biogénese de citocromo
oxidases

Biogénese de citocromo
oxidases

Biogénese de citocromo
oxidases

Familia de Quinona
oxidoredutases

Reac0es eletro aceptoras
Reacdes eletro aceptoras

Reacdes eletro aceptoras

Reagdes eletro doadoras

Reacdes eletro doadoras

Reagdes eletro doadoras
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Estresse oxidativo

Estresse oxidativo
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Estresse oxidativo
Estresse oxidativo
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Estresse oxidativo
Estresse periplasmico
Flavohemoglobina

Flavohemoglobina

a carboxypeptidase

A degradation cluster

Citocromo c-Tipo biogenesis protein CcmC
Citocromo c-Tipo biogenesis protein CcmE
Ferrochelatase
Periplasmic divalent cation tolerance protein

CUtA

Periplasmic thiol:disulfide emterchange protein
DsbA

Periplasmic thiol:disulfide oxidoreductase DsbB

Citocromo oxidase biogenesis protein Cox11-
CtaG

Citocromo oxidase biogenesis protein
Scol/SenC/PrrC
Citocromo oxidase biogenesis protein Surfl
Heme A synthase

Quinone oxidoreductase (EC 1.6.5.5)

Citocromo c oxidases d@O copy
Citocromo c oxidases d@O copy

Terminal Citocromo C oxidases

Respiratory Complex |

Respiratory dehydrogenases 1

Respiratory dehydrogenases 1

Succinate dehydrogenase

Succinate dehydrogenase

Glutaredoxins

Glutaredoxins

Glutathione analogs: mycothiol
Glutathione analogs: mycothiol
Estresse oxidativo

Estresse oxidativo

Estresse oxidativo

Estresse oxidativo

Estresse oxidativo

Periplasmic Stress Response

Chaperone protein HscB

Flavohemoprotein (Hemoglobin-like protein)
(Flavohemoglobin) (Nitric oxide dioxygenase)
(EC 1.14.12.17)

a reductase

CBSS-89187.6.peg.2182: a Degradation cluster
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Aerotolerance operon em
Bacteroides e potentially
orthologous operons em other
orANIsms

Aerotolerance operon em
Bacteroides e potentially
orthologous operons em other
orANIsms

Aerotolerance operon em
Bacteroides e potentially
orthologous operons em other
orANIsms

Aminoacetilagdo de tRNA e
metabolismo de prolina

Aromatic conversions e
predicted Co2 transporter
cluster

biossintese of galactoglycans e
related lipopolysacharides

Catabolism of an unknown
compound
CBSS-208964.1.peg.1012
CBSS-208964.1.peg.4832
CBSS-208964.1.peg.4832
CBSS-211586.1.peg.3133
CBSS-211586.1.peg.3133
CBSS-211586.1.peg.3133
CBSS-211586.1.peg.69
CBSS-214092.1.peg.3450
CBSS-214092.1.peg.3450
CBSS-214092.1.peg.3450
CBSS-214092.1.peg.3450
CBSS-227321.4.peg.3751
CBSS-228410.1.peg.134
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CBSS-228410.1.peg.134
CBSS-228410.1.peg.134
CBSS-272943.3.peg.1367

CBSS-272943.3.peg.1367

TPR domain protein em aerotolerance operon

TPR domain protein em aerotolerance operon

TPR domain protein em aerotolerance operon

FIG107367: Single-streed DNA-binding protein

Tyrosine recombinase XerD

CBSS-258594.1.peg.3339

CBSS-262316.1.peg.2929

4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate synthase (EC
43.3.7)

F1G028883: Permeases of the drug/metabolite
transporter (DMT) superFamilia

FIG028883: Permeases of the drug/metabolite
transporter (DMT) superFamilia

2-C-methyl-D-erythritol 4-fosfate
cytidylyltransferase (EC 2.7.7.60)

5-nucleotidase Surk (EC 3.1.3.5)

Proteina de divisao celular DivIC (FtsB)

FIG032621: Hydrolase

FIG137864: putative endonuclease containing a
URI domain

FIG137864: putative endonuclease containing a
URI domain

FIG137864: putative endonuclease containing a
URI domain

FIG137864: putative endonuclease containing a
URI domain

Outer membrane receptor proteins
DNA polymerase Il epsilon subunidade (EC

2.7.7.7)

DNA polymerase Il epsilon subunidade (EC
2.7.7.7)

DNA polymerase Ill epsilon subunidade (EC
2.7.7.7)
Ribonuclease HI (EC 3.1.26.4)
Ribonuclease HI (EC 3.1.26.4)
Ribonuclease HI (EC 3.1.26.4)
Ribonuclease HI (EC 3.1.26.4)
Ribonuclease HI (EC 3.1.26.4)
Rossmann fold nucleotide-binding protein Smf

possibly emvolved em DNA uptake

Rossmann fold nucleotide-binding protein Smf
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CBSS-290633.1.peg.1906

CBSS-292414.1.peg.563

CBSS-315749.4.peq.3658

CBSS-316057.3.peg.563

CBSS-316057.3.peg.563

CBSS-349161.4.peg.2427

CBSS-349161.4.peg.2427

CBSS-350688.3.peg.1509

CBSS-350688.3.peg.1509

CBSS-350688.3.peg.1509

CBSS-350688.3.peg.1509

CBSS-364106.7.peg.3204

CBSS-36873.1.peg.6699

CBSS-393121.3.peg.1913

CBSS-56780.10.peg.1536

CBSS-783.1.peg.807

CBSS-783.1.peg.807

CBSS-783.1.peg.807

Cell division-ribosomal stress
proteins cluster

Cell division-ribosomal stress
proteins cluster

Cell division-ribosomal stress
proteins cluster

Cell division-ribosomal stress
proteins cluster

Cell division-ribosomal stress
proteins cluster

Cell division-ribosomal stress
proteins cluster

Cell division-ribosomal stress
proteins cluster

Cell division-ribosomal stress
proteins cluster

Cell division-ribosomal stress
proteins cluster

Cell division-ribosomal stress
proteins cluster

CTP synthase (EC 6.3.4.2)
cluster

Divisao celular bacteriana

Divisao celular bacteriana

possibly emvolved em DNA uptake
GTP-binding protein EngA

RNA polymerase sigma factor RpoH
Toprim domain protein
Cytochrome c oxidase polypeptide Il (EC
1.9.3.1)

TIdD protein
Glycyl-tRNA sintetase alfa chain (EC 6.1.1.14)
Glycyl-tRNA sintetase beta chain (EC 6.1.1.14)
DNA polymerase Il alfa subunidade (EC
2.7.7.7)

FIG007013: polysaccharide deacetylase
Ribosome-binding factor A
Transcrigdo termination protein NusA
Adenosine (5)-pentafosfo-(5")-adenosine
pyrofosfohydrolase (EC 3.6.1.-)
Parvulin-like peptidyl-prolyl isomerase
ATP-dependent DNA helicase UvrD/PcrA
Metal-dependent hydrolase YbeY
Preprotein translocase subunidade YajC (TC

3.A5.1.1)

Protein-export membrane protein SecD (TC
3.A5.1.1)

Protein-export membrane protein SecF (TC
3.A5.1.1)
Proteina de divisdo celular FtsH (EC 3.4.24.-)
Proteina de divisao celular FtsH (EC 3.4.24.-)
Proteina de divisdo celular FtsH (EC 3.4.24.-)
Proteina de divisdo celular FtsH (EC 3.4.24.-)
Proteina de diviséo celular FtsH (EC 3.4.24.-)
Proteina de divisdo celular FtsH (EC 3.4.24.-)
Proteina de diviséo celular FtsH (EC 3.4.24.-)
Peptidyl-tRNA hydrolase (EC 3.1.1.29)

SSU ribosomal protein S1p

tRNA(lle)-lysidine sintetase (EC 6.3.4.19)

Inner membrane protein translocase component

YidC

Proteina de diviséo celular BolA

Fator de diviséo celular (EC 5.2.1.8)
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Divisao celular bacteriana

DNA gyrase subunidades

DNA gyrase subunidades

EC49-61

Exportacdo protéica

Exportagéo protéica

Exportacdo protéica

Fatty acid metabolic cluster

Fatty acid metabolic cluster

Fatty acid metabolic cluster

Glutaredoxin 3 containing
cluster

Grupo de proteinas hipotéticas
de proteobactérias

Grupo de proteinas hipotéticas
de proteobactérias

Grupo de proteinas hipotéticas
de proteobactérias

Grupo relacionado a parede
celular

Grupo relacionado a parede
celular

Grupo relacionado a parede
celular

Grupo relacionado a parede
celular

Grupo relacionado a parede
celular

Grupo relacionado a parede
celular

heat shock
Hidrolases Zn-dependentes
Hidrolases Zn-dependentes
Hidrolases Zn-dependentes
Hidrolases Zn-dependentes
Hidrolases Zn-dependentes
Hidrolases Zn-dependentes
hipotético Related to

Dihydroorate Dehydrogenase

Pode estar relacionado a
acetilacdo NAD-dependente

Pode estar relacionado a
acetilagdo NAD-dependente

Pode estar relacionado a

rRNA small subunidade methyltransferase H
DNA gyrase subunidade A (EC 5.99.1.3)
DNA gyrase subunidade B (EC 5.99.1.3)

ApaG protein
CBSS-393121.3.peg.2760
CBSS-393121.3.peg.2760
CBSS-393121.3.peg.2760

COG1399

COG1399

COG1399

Protein export cytoplasm chaperone protein
(SecB

CBSS-52598.3.peg.2843
CBSS-52598.3.peg.2843
CBSS-52598.3.peqg.2843
F1G022606: AAA ATPase0
FIG022606: AAA ATPasel
FIG022606: AAA ATPase2
FIG022606: AAA ATPase3
FIG022606: AAA ATPase
FIG022606: AAA ATPase

cell division

Proteina de diviséo celular FtsK
Metallo-beta-lactamase Familia protein
Peptide deformylase (EC 3.5.1.88)

Polyribonucleotide nucleotidyltransferase (EC

2.7.7.8)

TsaB protein
TsaD/Kael/Qri7 protein
hipotético Related to Dihydroorotate
dehydrogenase
CBSS-216591.1.peg.168

CBSS-216591.1.peg.168

CBSS-216591.1.peg.168
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Subsistemas
experimentais

Subsistemas
experimentais

Subsistemas

acetilacdo NAD-dependente

Pode estar relacionado a
acetilacdo NAD-dependente

Proteina de checkagem de
integridade do DNA

Proteina de checkagem de
integridade do DNA

Proteina de checkagem de
integridade do DNA
Putative hemin transporter
Replicagdo de DNA cluster 1
Replicacdo de DNA cluster 1

Ribosome-related cluster

RNA modification e

Cromossomopartitioning cluster

RNA modification e

Cromossomopartitioning cluster

RP Divisao celular bacteriana

Subsistemas baseados em
agrupamentos

Subsistemas baseados em
agrupamentos

Subsistemas baseados em
agrupamentos
USS-DB-6
(Bacterio)rhodopsin
271-Bsub
271-Bsub
271-Bsub
271-Bsub
271-Bsub
271-Bsub
271-Bsub
271-Bsub
271-Bsub
271-Bsub
271-Bsub
271-Bsub
271-Bsub

271-Bsub

271-Bsub

CBSS-216591.1.peg.168

Reparo de DNA protein RadA

Reparo de DNA protein RadA

Reparo de DNA protein RadA

Hemolysins e related proteins containing CBS
domains

Iniciador de replicagdo cromossomal

DNA polymerase Il beta subunidade (EC
2.7.7.7)

A Gammaproteobacteria Cluster Relating to
Translation

GTPase e tRNA-U34 5-formylation enzyme
TrmE

tRNA uridine 5-carboxymethylaminomethyl
modification enzyme GidA

Heat shock protein FtsJ/RrmJ

CBSS-280355.3.peg.2835

CBSS-280355.3.peg.2835

CBSS-280355.3.peg.2835

ABC-Tipo transport sistema emvolved em
resistance to orANIc solvents

Oxidoreductase

1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4-difosfate
synthase (EC 1.17.7.1)

Biotina-protein ligase (EC 6.3.4.15) / Biotina
operon repressor

Biotina-protein ligase (EC 6.3.4.15) / Biotina
operon repressor

DNA polymerase Il delta prime subunidade (EC
2.7.7.7)

DNA topoisomerase | (EC 5.99.1.2)

DNA-directed RNA polymerase alfa subunidade
(EC 2.7.7.6)

GTP-binding protein EngB

Heat shock protein 60 Familia chaperone GroEL

Heat shock protein 60 Familia co-chaperone
GroES

Methionyl-tRNA formyltransferase (EC 2.1.2.9)

Preprotein translocase subunidade SecE (TC
3.A5.1.1)

Pyruvate dehydrogenase E1 component alfa
subunidade (EC 1.2.4.1)

Replicative DNA helicase (EC 3.6.1.-) [SA14-24]

Ribonuclease P protein component (EC
3.1.26.5)

Ribonuclease P protein component (EC
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4
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Subsistemas
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experimentais

Subsistemas
experimentais

Subsistemas
experimentais

Subsistemas
experimentais

Subsistemas
experimentais

Subsistemas
experimentais

Subsistemas
experimentais

Subsistemas

271-Bsub

271-Bsub

271-Bsub

271-Bsub

271-Bsub

At3g61080 homolog

At4g19540 (COG0489)

At4g19540 (COG0489)

At4g19540 (COG0489)

Biofilme ketran

Biofilme ketran

C0OG3236-small-temp

CRnot mitoch clusters Euk 1

CRnot mitoch clusters Euk 1

CRnot mitoch clusters Euk 1

CRnot mitoch clusters Euk 1

CRnot mitoch clusters Euk 1

CRnot mitoch clusters Euk 1

CRnot mitoch clusters Euk 1

CRnot mitoch clusters Euk 1
Deaminase

DUF1537-pdxA2
DUF490

DUF89CLO
DUF89CLO

EC 4.2.1.51-75 Hydro-lyases

EC 6.3.2.- Acid--D-amino-acid

ligases (peptide synthases)
Experimental-COG3533

Experimental-DCE degrader

Experimental-EFP

3.1.26.5)

Ribonuclease P protein component (EC
3.1.26.5)

Ribosome recycling factor

Signal recognition particle receptor protein FtsY
(=alfa subunidade) (TC 3.A.5.1.1)

Translation elongation factor Ts
Translation emitiation factor 3

Mitochondrial processing peptidase-like protein
(EC 3.4.24.64)

HfIC protein

HfIK protein

HtrA protease/chaperone protein

exopolysaccharide sintese protein ExoD-related
protein

exopolysaccharide sintese protein ExoD-related
protein

Ribose-fosfate pyrofosfokinase (EC 2.7.6.1)

2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component
(EC1.2.4.2)

2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component
(EC1.24.2)

Dihydrolipoamide dehydrogenase of 2-
oxoglutarate dehydrogenase (EC 1.8.1.4)

Dihydrolipoamide succinyltransferase
component (E2) of 2-oxoglutarate
dehydrogenase complex (EC 2.3.1.61)

Dihydrolipoamide succinyltransferase
component (E2) of 2-oxoglutarate
dehydrogenase complex (EC 2.3.1.61)

Malate dehydrogenase (EC 1.1.1.37)

NAD-dependent glyceraldehyde-3-fosfate
dehydrogenase (EC 1.2.1.12)

Succinate dehydrogenase iron-sulfur protein
(EC 1.3.99.1)

tRNA-specific adenosine-34 deaminase (EC
3.5.4.-)

Nucleoside-difosfate-sugar epimerases

Large exoproteins emvolved em heme utilizacéo
or adhesion

Lipoprotein releasing sistema ATP-binding
protein LolD

Lipoprotein releasing sistema transmembrane
protein LolE

Uroporfyrinogen-1ll synthase (EC 4.2.1.75)
fosforibosylaminoimidazole-succinocarboxamide
synthase (EC 6.3.2.6)
Arabinose-proton symporter

probable iron-sulfur binding protein YPO1417

Transcrigao termination protein NusB
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3
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experimentais

Subsistemas
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Subsistemas
experimentais

Ferro-enxofre

Ferro-enxofre

Ferro-enxofre

Ferro-enxofre

Frankia C1 regulator

Frutose-bisfosfate aldolase
protein Familia
Iron-sulfur cluster assembly
Isomerase Glucose P Euk?
Isomerase Glucose P Euk?
Isomerase Glucose P Euk?
Isomerase Glucose P Euk7
Isomerase Glucose P Euk?
Isomerase Glucose P Euk7
Isomerase Glucose P Euk?
Isomerase Glucose P Euk?
Isomerase Glucose P Euk?
Isomerase Glucose P Euk?
Isomerase Glucose P Euk7
Isomerase Glucose P Euk?
Isomerase Glucose P Euk?
Isomerase Glucose P Euk?
Isomerase Glucose P Euk?
Isomerase Glucose P Euk?
Isomerase Glucose P Euk?
Isomerase Glucose P Euk7
Isomerase Glucose P Euk?
Isomerase Glucose P Euk?
Isomerase Glucose P Euk?
Isomerase Glucose P Euk?

Isomerase Glucose P Euk7

Bacterioferritin-associated ferredoxin

experimental

experimental

probable iron binding protein from the HesB IscA

SufA Familia

IMP cyclohydrolase (EC 3.5.4.10) /
fosforibosylaminoimidazolecarboxamide
formyltransferase (EC 2.1.2.3)

Frutose-bisfosfate aldolase class | (EC 4.1.2.13)

Believed to be emvolved em assembly of Fe-S

clusters

Repeticbes Ankyrin

Repeti¢cdes Ankyrin

Repeti¢cbes Ankyrin

Repeticdes Ankyrin

Repeti¢cbes Ankyrin

Repeticdes Ankyrin

Repeti¢cdes Ankyrin

Repeti¢cdes Ankyrin

Repeticdes Ankyrin

Repeti¢cbes Ankyrin

Repeti¢cdes Ankyrin

Repeticbes Ankyrin

Repeticdes Ankyrin

Repeti¢cdes Ankyrin

Repeti¢cbes Ankyrin

Repeticdes Ankyrin

Repeti¢cdes Ankyrin

Repeticbes Ankyrin

Repeti¢cdes Ankyrin

Repeticdes Ankyrin

Repeticdes Ankyrin

Repeti¢cbes Ankyrin

Repeticdes Ankyrin
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Listeria autolisinas

Maf

Metagendmica
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Repeti¢cdes Ankyrin

UDP-N-acetylglucosamine 1-
carboxyvinyltransferase (EC 2.5.1.7)

Septum formation protein Maf

EGS prediction

EGS prediction

EGS prediction

EGS prediction

EGS prediction

EGS prediction

EGS prediction
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Metagendmica
MiaA RpoS
MiaA RpoS
MiaB-association
MiaB-association
MiaB-association
MiaB-association
Modelo B
Modificagdo de tRNA em

Escherichia coli
Modificacdo de tRNA em

Escherichia coli
Modificationexploration
Modificationexploration

MutH-MutL
N-acetyltransferase
N-acetyltransferase

N/A
N/A

NADP(H) fosfatase

Peroxiredoxina

Peroxiredoxina

Peroxiredoxina

Peroxiredoxina

Peroxiredoxina

plasmideo related

Possiveis alvos

Possiveis alvos

Possiveis alvos

Possiveis alvos

Possiveis alvos

Possiveis alvos

EGS prediction
tmRNA-binding protein SmpB
tRNA dimethylallyltransferase (EC 2.5.1.75)
Aspartate carbamoyltransferase (EC 2.1.3.2)
Glutathione sintetase (EC 6.3.2.3)
Putative Holliday junction resolvase YqgF
Ribosomal RNA small subunidade

methyltransferase E (EC 2.1.1.-)
Ubiquinone/menaquinone biossintese
methyltransferase UbiE (EC 2.1.1.-)
tRNA dihydrouridine synthase B (EC 1.-.-.-)
tRNA pseudouridine synthase A (EC 4.2.1.70)
Aspartyl-tRNA(Asn) amidotransferase
subunidade A (EC 6.3.5.6)
Aspartyl-tRNA(Asn) amidotransferase

subunidade A (EC 6.3.5.6)
DNA mismatch repair protein MutL
Acetyltransferase
Acetyltransferase
N/A
N/A

NAD kinase (EC 2.7.1.23)

Dihydrolipoamide acetyltransferase component
of pyruvate dehydrogenase complex (EC
2.3.1.12)

Dihydrolipoamide acetyltransferase component
of pyruvate dehydrogenase complex (EC
2.3.1.12)

Dihydrolipoamide dehydrogenase (EC 1.8.1.4)
Thiol peroxidase
Transketolase (EC 2.2.1.1)

Inner membrane protein forms channel forTipo
IV secretion of T-DNA complex (VirB3)
Possiveis alvos
Possiveis alvos
Possiveis alvos
Possiveis alvos

Possiveis alvos

Possiveis alvos
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Possiveis alvos
Possiveis alvos
Possiveis alvos
Potassium homeostasis Pavel
PTS Sistemas em Bacteroides
Pyrimidines
Pyrimidines
Pyrimidines
Replicacdo de DNA
Replicagdo de DNA
Resisténcia a antibidticos e
compostos toxicos
rRNA methylation em clusters
rRNA methylation em clusters
rRNA methylation em clusters
SA hipotético
SA hipotético
SA hipotético
SA hipotético
Small Multidrug Resistance
Test - Biotina
Thiamin biossintese Human
non-gut microbiome
Transportadores em Modelos
Transportadores em Modelos
Transportadores em Modelos
Transportadores em Modelos
Transportadores em Modelos
Transportadores em Modelos
Transportadores em Modelos
Transportadores em Modelos

Transportadores em Modelos

Transportadores em Modelos

Possiveis alvos
Possiveis alvos
Possiveis alvos
Glutathione-regulated potassium-efflux sistema
protein KefKL
Site-specific recombinase Mpi
pyrimidine conversions v2
pyrimidine conversions v2
pyrimidine conversions v2
archaeal Isaac
archaeal Isaac
Acriflavin resistance cluster
Integrase/recombinase xerD
Putative deoxyribonuclease YcfH
Translation elongation factor P
DNA primase (EC 2.7.7.-)
GTP-binding protein Era
Pyruvate
RNA polymerase sigma factor RpoD
Quaternary ammonium compound-resistance

protein Sugk

Substrate-specific component BioY of Biotina
ECF transporter

Hydroxymethylpyrimidine fosfate kinase ThiD
(EC2.7.4.7)
amino acid ABC transporter
ATP synthase alfa chain (EC 3.6.3.14)
ATP synthase B' chain (EC 3.6.3.14)
ATP synthase beta chain (EC 3.6.3.14)
ATP synthase delta chain (EC 3.6.3.14)
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fosfate ABC transporter
fosfate transport ATP-binding protein pstB (TC
3.A1.7.1)

fosfate transport sistema permease protein pstA
(TC3.A.1.7.1)

fosfate transport sistema permease protein pstC
(TC3.A1.7.1)

Potassium uptake protein TrkH
Potassium uptake protein TrkH
Sodium-dependent fosfate transporter
sodium/Alanina symporter Familia protein
sodium/Alanina symporter Familia protein
sodium/Alanina symporter Familia protein
Succinate dehydrogenase flavoprotein
subunidade (EC 1.3.99.1)
ubiquinol Citocromo C oxidoreductase
Ubiquinol--Citocromo c reductase
Ubiquinol-Citocromo C reductase iron-sulfur
subunidade (EC 1.10.2.2)

Zinc ABC transporter
Zinc ABC transporter
Zinc transporter zitB
Ribulose-5-fosfate 4-epimerase e related
epimerases e aldolases
Alanyl-tRNA sintetase (EC 6.1.1.7)
Deoxycytidine trifosfate deaminase (EC

3.5.4.13)

hipotético protein perhaps functionally coupled
to Transcri¢cdo elongation factor GreA

Carbamoyl-fosfate synthase large chain (EC
6.3.5.5)

Peptide chain release factor 1
Peptide chain release factor 1
Peptide chain release factor 2

Protein-N(5)-Glutamina methyltransferase PrmC

TsaC protein (YrdC domain) required for
threonylcarbamoyladenosine t(6)A37
modification em tRNA

Acyl-fosfate:glycerol-3-fosfate O-acyltransferase
PIsY
Aspartate aminotransferase (EC 2.6.1.1)

fosfate:acyl-ACP acyltransferase PlsX

DihydroFolato reductases



0

wAlb_00319
wBolb_0016
0
wCam_0023
8
wAlb_00006
wHa_00513
wAlb_00205
WTRS_0065
4
wCam_0011
9
wCam_0056
5
wCam_0069
8
wCam_0005
3
wMel_00421
wAu_00457
wCam_0002
7
wCam_0000
4
wCam_0019
6
wAlb_00402
wCam_0021
2
wAlb_00232
wCam_0041
9
wCle_00066
wAlb_00182
wMelPop_00
936
wCam_0017
9
wCam_0043
6
wCam_0052
6
wCam_0082
9
wAlb_00272
wAlb_00790
wCam_0009
2
wCam_0019

experimentais

Transporte de membrana

Transporte de membrana

Transporte de membrana

Transporte de membrana

Transporte de membrana

Transporte de membrana

Transporte de membrana

Transporte de membrana

Transporte de membrana

Transporte de membrana

Transporte de membrana

Transporte de membrana
Transporte de membrana

Variados

Variados

Variados

Variados

Variados

Variados

Variados

Variados

Variados

Variados

Variados

Variados

Variados

Variados

Variados

Variados

Variados

Variados

Sistema de secregéo de
proteinas

Sistema de secrec¢ado de
proteinas

Sistema de secregdo de
proteinas

Sistemas de transporte Ton e
Tol

Sistemas de transporte Ton e
Tol

Sistemas de transporte Ton e
Tol

Sistemas de transporte Ton e
Tol

Translocacéo de proteinas
através da membrana
citoplasmética

Translocacéo de proteinas
através da membrana
citoplasmatica

Transportadores ABC

Transportadores plastidiais
caracterizados em plantas

Uni- Sym e Antiporters
Uni-Sym e Antiporters

EC 6.3.4.- Ligases that form
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At1g69340 At2g40600

At1g69340 At2g40600

At4g17650 (YfjG)
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Reparo de metabolitos
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emtracelular
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em sintese protéica

Operon de virulencia envolvido

em sintese protéica

Operon de virulencia envolvido
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Resisténcia a antibiéticos e
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Resisténcia a antibiéticos e
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Resisténcia a antibitticos e
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Tipo 1l
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Omega-amidase KE2
Omega-amidase KE2
PROSC
PROSC
PROSC
PROSC
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PROSC
YebC
YebC
YebC
YofZ-Fe-S
Deoxyuridine 5'-trifosfate nucleotidohydrolase
(EC 3.6.1.23)
Pole remodelling regulatory diguanylate cyclase
Proposed Peptidioglicano lipid 1l flippase MurJ

Putative permease often clustered with de novo
purine sintese

Putative permease often clustered with de novo
purine sintese
Cytolysin e Lipase operon em Vibrio
Listeria surface proteins: emternalin-like proteins
Translation elongation factor G
Translation elongation factor Tu
Translation elongation factor Tu
Copper homeostasis: copper tolerance
Erythromycin resistance
MRSA
MRSA
Mycobacterial MmpL3 membrane protein cluster

Tipo IV

Tipo IV
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Tipo Il

Viruléncia, doenga e defesa

Viruloma de Legionella
pneumofila

Viruloma de Legionella
pneumofila

Viruloma de Legionella
pneumofila

Viruloma de Legionella
pneumofila

Viruloma de Legionella
pneumofila

Viruloma de Legionella
pneumofila

Tipo IV

Operon de virulencia envolvido em sintese
protéica

ATPase provides energy for both assembly
ofTipo IV secretion complex e secretion of T-
DNA complex (VirB11)

ATPase provides energy for both assembly
ofTipo IV secretion complex e secretion of T-
DNA complex (VirB4)

Cold shock protein CspA
SdbB protein
SdbB protein

Tipo IV secretion sistema protein VirD4




Tabela S2 - Métricas das abordagens de taxonomia genémica utilizadas em isolados do género

Klebsiella.
KPI ANl AF GGD cgMLS KPIl ANl AF GGD cgMLS KPIl ANl  AF GGD cgMLS
C T C T C T
1084 99.2 09 934 99.43 HS11286 93.8 0.8 538 94 HS11286 93.86 0.8 53.8 94
4 6
1158 99.2 0.8 93.7 99.44 1084 939 08 538 94 1084 94.83 0.8 585 94
6 4
3219 998 0.9 984 99.43 1158 938 08 534 94 1158 94.77 0.8 584 94
2 9
3461 99.7 0.9 984 99.43 32192 938 0.8 533 94 32192 9475 0.8 582 94
8 8 8
88SG 99.7 0.9 979 99.43 34618 938 0.8 535 94 34618 9475 0.8 581 94
R 7 7
blaN 995 09 971 99.45 88SGR 939 0.8 538 94 88SGR 9473 08 579 94
DM-1 8 1
CG43 99.3 09 94 99.45 blaNDM-1 938 0.8 53.6 94 blaNDM-1 94.8 0.8 585 94
8
HK78 99.2 0.9 936 99.41 CG43 939 0.8 537 94 CG43 94.81 0.8 585 94
7 6 3
JM45 99.8 0.9 987 99.45 HK787 939 0.8 537 94 HK787 94.79 0.8 584 94
6 2
KCT 99.2 09 937 99.42 JIM45 939 08 534 94 IM45 94.75 0.8 582 94
c22 3 1
42
Kpl3 99.2 09 935 99.42 KCTC_ 224 938 0.8 534 94 KCTC 22 94.82 0.8 586 94
5 2 5 42
KPNI 99.7 09 982 99.43 Kp13 938 0.8 537 94 Kp13 9479 0.8 584 94
H1I 9 9
KPNI 99.7 09 982 99.41 KPNIH1 93.8 0.8 534 94 KPNIH1 9476 0.8 582 94
H10 9 6
KPNI 99.8 09 984 99.89 KPNIH10 93.8 0.8 534 94 KPNIH10 94.76 0.8 58.2 94
H24 6
KPNI 99.2 0.8 942 99.89 KPNIH24 938 0.8 534 94 KPNIH24 94.74 0.8 582 94
H27 9 9
KPNI 99.2 09 931 99.86 KPNIH27 939 0.8 537 94 KPNIH27 94.75 0.8 583 95
H29 1 1
KPNI 99.8 09 984 99.86 KPNIH29 938 0.8 536 94 KPNIH29 94.76 0.8 584 94
H30 9
KPNI 99.2 09 938 99.42 KPNIH30 93.8 0.8 533 94 KPNIH30 94.76 0.8 58.2 94
H31 3 7
KPNI 99.7 09 98 99.88 KPNIH31 938 0.8 535 94 KPNIH31 94.76 0.8 584 94
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The genome of a clinical Klebsiella variicola strain reveals
virulence-associated traits and a pl9-like plasmid
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Klebsiella species frequently cause clinically relevant human infections world-
wide. We report the draft genome sequence of a Brazilian clinical isolate
(Bz19) of the recently recognized species Klebsiella variicola. The comparison
of Bz19 genome content with the At-22 (environmental K. variicola) and sev-
eral clinical Klebsiella pneumoniae shows that these species share a set of viru-

lence-associated determinants. Of note, this K. variicola strain harbours a
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plasmid-like element that shares the same backbone present in a multidrug-

resistant plasmid found in a clinical K. pneumoniae isolated in USA.
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The genus Klebsiella belongs to the Enterobacteriaceae
family and comprises non-motile, Gram-negative bacteria
that present a polysaccharide-based capsule, which plays a
role in Klebsiella pneumoniae pathogenicity. The clinically
most important species are the opportunistic human
pathogens K. prneumoniae and Klebsiella oxytoca, of which
multidrug-resistant strains have been associated with hos-
pital-acquired infections. The Klebsiella species are also
characterized by class A chromosomal B-lactamase genes
that confer intrinsic resistance to penicillins (Babini &
Livermore, 2000).

Based on polyphasic characterization, including mul-
tilocus sequence analysis and metabolic traits, Klebsiella
nitrogen-fixing strains were defined as members of a new
species named Klebsiella  variicola  (Rosenblueth &
Martinez, 2004). This species is known to comprise clini-
cal and plant-associated strains and, to date, there is only
one complete genome assigned as K. variicola available in
NCBI, the At-22 (CP001891), which belongs to an envi-
ronmental strain isolated from a fungus garden of leaf-
cutters ants (Pinto-Tomads et al., 2009).

FEMS Microbiol Lett §ll (2014) 1-4

Herein, we present the draft genome sequence of a
clinical K. variicola strain, Bz19, isolated from faeces of a
hospitalized patient in Rio de Janeiro, Brazil (2005). The
Bz19 genome sequence will provide new and valuable
information that enables us to address, through genome
comparison, possible traits and differences between clini-
cal and environmental K. variicola strains and their rela-
tionship with the closely related K. pneumoniae species.

Bz19 strain was assigned as K. variicola based on phe-
notypic and genetic traits. The Bz19 shares 99.9% and
98.58% 16S rRNA gene nucleotide identity, and 99.9%
and 97% rpoB nucleotide identity with K. variicola At-22
and K. pneumoniae HS11286", respectively. Bz19 was
resistant to penicillins (ampicillin and amoxicillin), a
resistance profile compatible with the presence and activ-
ity of an intrinsic Class A B-lactamase, as found for other
Klebsiella species.

The Bz19 strain is deposited in the Environment and
Health Bacterial Collection (CBAS) at FIOCRUZ/Brazil.
Its genome sequencing was performed on the high-
throughput platform at Oswaldo Cruz Institute using

© 2014 Federation of European Microbiological Societies.
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Table 1. Genomic features of Klebsiella variicola Bz19 and Klebsiella
reference genomes

Kv Bz19 Kv AT-22 Kp 342 Kp HS11286

Genomic features*

Size, Mb c. 548 ¢ 546 c. 5.64 ¢ 568

Protein-coding genes 5221 5213 5567 5867

Plasmids 1 0 2 6

GC content, % 57.3 57.6 56.88  57.1

tRNAS 71 89 88 99

Nif cluster A i s -

Class A B-lactamase  + + + +

magA — - — +

alls - - _ +

mrkD i i + +

uge + + + +

ureA A s + +

ureD + + + +

wabG + + + +

wza + + + +

wzb + + + +

wzc + + + +

wzi A + a F

*Gene prediction and tRNA identification were performed using rcasp
(Angiuoli et al.,, 2008). Nitrogen-fixing nif cluster, antibiotic resistance
and virulence determinants identification were performed using siast+
(Camacho et al., 2009).

Roche 454-GS Junior sequencer. Genomic reads
(70.5 Mb) were de novo assembled using NEWBLER V2.7,
which generated 208 contigs, totalling 5.48 Mb with an
average GC content of 57.3% (Table 1). Gene prediction
and annotation was performed using the PGAAP (Angiu-
oli et al. 2008). A phylogenomic analysis was performed
using complete genomes of the environmental K. variicola
At-22 (CP001891), 12 K. pneumoniae and the K. oxytoca
KCTC1686 (CP003218) (Fig. 1). The orthologue genes
were identified using the get_homologs software (Contre-

ras-Moreira & Vinuesa, 2013), with the orthoMCL algo-

30660 (CP006923)
30684 (CP006918)
HS11286" (CP003200)

KP13 (CP003999)

— NIH27 (CP007731)
CG43 (CP006648)

99 E

10302 KCTC2242 (CP002910)

_,— 1084 (CP003785)

100 ' NTUHK2044 (AP006725)
— KP342 (CP000964)
100 [~ AT22 (CP001891)

81— BZ19 (JDWA00000000)

0.01
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JM45 (CP006656)

—— MGH78578 (CP000647)

KCTC1686 (CP003218)
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rithm, and the inparalogous sequences were excluded.
The sequences were concatenated, comprising 1 227 462
amino acids, and aligned using the MarrT software (Katoh
et al., 2005), and the phylogenomic tree was performed
using MEGA v5 with 1000 bootstrap replicates (Tamura
et al., 2011).

The K. pneumoniae/variicola core genome comprises
3762 proteins, and contains some virulence-associated
genes coding for secretion systems and fimbriae. The
T2SS entire cluster, composed of 13 genes, responsible for
the formation and secretion of pullulanase and several
exotoxins (Dunstan et al. 2013) and an entire T6SS clus-
ter coding for an apparatus that secretes toxins using a
needle-like mechanism resembling an injectosome (Bone-
mann ef al. 2010) were part of the K. pneumoniae/variico-
la core genome. In Klebsiella genus had already been
identified 13 putative T6SS gene cluster (Sarris et al.,
2011). The one found in Bz19 is identical to that from
At-22. In general, type I fimbriae assures attachment to
host cell surfaces, one of the first steps in the infection
process. Type III fimbriae, associated with biofilm forma-
tion, provides a greater tolerance towards antibiotics and
components of the host immune response (Schroll et al.
2010). These two fimbriae gene clusters were previously
reported in K. pneumoniae, enhancing virulence during
urinary tract infection, and mediating biofilm formation
on biotic and abiotic surfaces (Struve et al., 2008).

Interestingly, the Bz19 capsular polysaccharides biosyn-
thesis gene cluster (c. 18 kb) is more similar to the cap-
sule cluster of a clinical K. pneumoniae strain
(AB289650), which belong to the K54 capsular type
(100% of coverage and 92% identity), than to that of the
K. variicola At-22 (43% of coverage and 90% identity),
suggesting the occurrence of lateral gene transfer. The
capsule cluster is one of the major virulence factors
among K. pneumoniae strains (Mizuta et al., 1983), and

K. pneumoniae

K. variicola

Fig. 1. Neighbour-joining phylogenomic tree
based on the Klebsiella pneumoniae/variicola/
oxytoca core genome.

K. oxytoca
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the expression identity shared by clinical strains from
these two Klebsiella species is of note.

The phylogenomic tree shows that the K. pneumoniae
KP342 genome was within the K. variicola cluster
(Fig. 1). This strain had been assigned to the K. pneumo-
niae species by means of 16S rRNA gene and phenotypic
analysis (Fouts et al., 2008). The KP342 core genome pre-
sented c. 99.5% identity with K. variicola At-22 and Bz19,
and 98% identity with K. pneumoniae HS11286". Previ-
ous studies suggested that KP342 strain was a member of
K. variicola strain on the basis of genetic information of
some genes and metabolic profiles (Martinez et al., 2004;
Ramos et al., 2014). Herein, based on whole genome
analysis, we reinforce that KP342 belongs to the K. varii-
cola species and therefore it should be reclassified.

The main differences among K. pneumoniae/variicola
genome content is the absence of the nif cluster, associ-
ated with nitrogen fixation, in the K. pneumoniae
genomes (Table 1). Mutations in genes whose products
are antibiotic targets, such as gyrA and parC (quinolone
resistance) and the 16S rRNA gene (aminoglycoside
resistance), were not detected in Bz19 genome. However,
this genome has a putative gene presenting all motifs of a
class A chromosomal B-lactamase.

A contig yielding 50 687 bp was recovered as part of
the Bz19 mobilome. This plasmid-like element presented
51.4% GC content, contrasting with the 57.3% of the
chromosome. This element had a high identity with the
conjugative plasmid 9 (pl9) (FJ223607) found in a multi-
resistant clinical K. pneumoniae strain (Gootz et al.,
2009). The pBz19, as pl9, belong to the IncN incompati-
bility group, which has a broad host range and so
far have been detected in Klebsiella, Escherichia and
Salmonella genera. The pl9 and pBz19 replicons share the
entire gene content, including 79 ORFs coding for tran-
scriptional factors, transposases, regulatory proteins, Eco-
RII endonuclease and Type IV conjugation system (Craig
et al., 2004). They differ by two identical regions corre-
sponding to the Tn4401 (c. 62% GC content), which is
responsible for blaxpc, gene dissemination. In the pl9,
Tn4401 elements, harbouring the blaxpc.,, are inserted
within a putative reverse transcriptase gene. However, this
gene is intact in the pBz19 due to the absence of Trn4401
(Supporting Information, Fig. S1). A search in GenBank
using this plasmid sequence as a query only, returned sig-
nificant identities with K. pneumoniae plasmids and
therefore this is the first report of this plasmid in other
Klebsiella species.

Nucleotide sequence accession numbers: The whole
genome shotgun project has been deposited at GenBank
under accession JDWAO00000000, and sequencing reads
are available at the NCBI Sequence Read Archive under
accession number SRR1169872.
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Supporting Information

Additional Supporting Information may be found in the
online version of this article:

Fig. S1. Visual comparison of plasmids pl9 of Klebsiella
pneumoniae (yellow) and pBzl9 of Klebsiella variicola
BZ19 (pink) generated with BriG (http://sourceforge.net/
projects/brig/). Missing regions in pBzl9 corresponding
to the Tn4401 element, which harbours the blaxpc gene,
and the T4SS cluster are highlighted (black).
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