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RESUMO

O género Yersinia compreende espécies amplamente distribuidas em
diferentes ambientes e hospedeiros, incluindo patégenos de relevancia médica e
veterinaria, como Y. pestis, Y. enterocolitica e Y. pseudotuberculosis, além de
espécies associadas a diversos estilos de vida. Essa diversidade ecoldgica reflete
a ampla variabilidade genémica observada no género, particularmente no genoma
acessorio, o qual pode estar associado a adaptacdo a diferentes nichos
ecoldgicos. Neste estudo, investigamos a diversidade genbmica do género
Yersinia a partir da integracdo de analises de similaridade nucleotidica média
(ANI), reconstrucado filogenbmica, caracterizagdo do pangenoma, anotagao
funcional e analise de metadados associados a fonte de isolamento e ao
hospedeiro disponiveis em bancos de dados publicos. Para isso, foi utilizado um
conjunto de genomas publicos, o qual passou por deduplicacdo para reducao de
redundancia e viés de amostragem. Foi possivel observar um forte viés na
distribuicdo dos genomas depositados, com predominancia de Y. enterocolitica e
Y. pestis, seguido por uma expressiva redugado do conjunto apés a filtragem. A
analise baseada em ANI permitiu delimitar clusters gendmicos compativeis com
espécies previamente descritas, os quais foram corroborados pela estrutura
flogenbmica. O pangenoma apresentou comportamento aberto, com
predominancia de genes acessorios em relacdo ao genoma persistente. Além
disso, 0 conteudo génico organizou os genomas em trés grandes clusters,
congruentes com os principais clados evolutivos do género. Em termos funcionais,
0 genoma persistente € majoritariamente representado por categorias
relacionadas ao metabolismo e ao processamento de informagbes celulares,
enquanto 0s genes acessorios apresentaram alta variabilidade, além de uma
associagdo com elementos genéticos moveis. A analise de metadados revelou
padroes sutis de distribuicdo, parcialmente estruturados entre as espécies,
embora com ampla sobreposicdo entre diferentes fontes de isolamento e
hospedeiros. Em conjunto, os resultados indicam que a diversidade gendémica do
género Yersinia é estruturada em niveis hierarquicos, com concordancia entre
organizagado do conteudo génico, estrutura filogenética e delimitagdo taxondémica,

além de padrdes ecoldgicos parcialmente consistentes.



Palavras-chave: Yersinia; diversidade genbmica; evolugdo bacteriana;

pangenoma; variagao funcional.



ABSTRACT

The genus Yersinia comprises species widely distributed across diverse
environments and hosts, including medically and veterinary relevant pathogens
such as Y. pestis, Y. enterocolitica, and Y. pseudotuberculosis, as well as species
associated with broad lifestyles. This ecological diversity reflects the extensive
genomic variability observed within the genus, particularly in the accessory
genome, which may be associated with adaptation to different ecological niches. In
this study, we investigated the genomic diversity of the genus Yersinia through the
integration of average nucleotide identity (ANI) analyses, phylogenomic
reconstruction, pangenome characterization, functional annotation, and metadata
analysis related to isolation sources and hosts available in public databases. To
this end, a publicly available genome dataset was used and deduplicated to
reduce redundancy and sampling bias. A strong bias in genome distribution was
observed, with a predominance of Y. enterocolitica and Y. pestis, followed by a
substantial reduction of the dataset after filtering. ANI-based analysis allowed the
delineation of genomic clusters compatible with previously described species,
which were further supported by phylogenomic structure. The pangenome
exhibited an open behavior, with a predominance of accessory genes over the
persistent genome. In addition, gene content organized the genomes into three
major clusters, congruent with the main evolutionary clades of the genus.
Functionally, the persistent genome was mainly represented by categories related
to metabolism and cellular information processing, whereas accessory genes
showed higher variability and part was associated with mobile genetic elements.
Metadata analysis revealed subtle distribution patterns, partially structured among
species and clusters, although with extensive overlap across isolation sources,
hosts, and environments. Overall, the results indicate that the genomic diversity of
the genus Yersinia is structured at hierarchical levels, with agreement between
gene content organization, phylogenetic structure, and taxonomic delimitation, as

well as partially consistent ecological patterns.

Keywords: Yersinia; genomic diversity; pangenome; bacterial evolution; functional

variation.
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1. INTRODUGAO

1.1 O género Yersinia

O género Yersinia (familia Yersiniaceae, ordem Enterobacterales)
compreende 27 espécies descritas de cocobacilos Gram-negativos, nao
formadores de esporos e anaerébios facultativos (Le Guern et al., 2020; Rivas e/
al., 2026). Esses microrganismos apresentam ampla distribuicdo em ambientes
terrestres e aquaticos, sendo frequentemente isolados de solo, agua, alimentos e
de uma grande diversidade de hospedeiros, incluindo mamiferos, aves, peixes e
insetos, refletindo a sua versatilidade ecoldgica (Sulakvelidze, 2000).

Historicamente, o género ganhou destaque em fungao da relevancia clinica
de algumas espécies, como a Yersinia pestis, responsavel pelas formas bubbnica,
septicémica e pneumobnica da peste (Yang et al., 2023). Entre as espécies
associadas a infecgbes humanas, destacam-se ainda Y. pseudotuberculosis,
agente da febre escarlatiniforme do Extremo Oriente (Amphlett, 2016) e Y.
enterocolitica, associada a yersiniose gastrointestinal (Bottone, 1999). Analises
filogenbmicas sugerem que a patogenicidade surgiu de forma independente
nessas linhagens. Enquanto Y. pestis e Y. pseudotuberculosis formam um mesmo
complexo evolutivo, Y. enterocolitica pertence a uma linhagem mais divergente
dentro do género, apresentando biotipos patogénicos (biotipos 1B, 2 a 5) e
ambientais (biotipo 1A); no entanto, essa categorizagdo é controversa, uma vez
que isolados do biotipo 1A tém sido recuperados de casos sintomaticos (Reuter et
al., 2014; Alenizi et al., 2016). A evolugdo da patogenicidade nestes clados
envolveu, de forma convergente, a aquisicdo do plasmideo virulento pYV/pCD1,
que codifica o sistema de secrecdo do tipo Ill (T3SS) Ysc-Yop, essencial para a
viruléncia desses patogenos (Bottone, 1999).

Ainda, outras espécies desempenham papel importante como patdogenos
em hospedeiros ndo mamiferos, como Y. ruckeri (Wrobel et al., 2019), associada a
infeccoes sistémicas em peixes, e Y. entomophaga, patégeno de insetos (Hurst et
al., 2011). Nessas espécies, a patogenicidade esta associada a diferentes fatores
de viruléncia adaptados aos seus respectivos hospedeiros. Em Y. entomophaga,
destaca-se o complexo toxico Yen-TC, um sistema multiproteico codificado em

uma ilha de patogenicidade cromossémica descrito como um dos principais
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determinantes da atividade entomopatogénica, com agdo em larvas de Costelytra
zealandica (Scarabaeidae: Melolonthinae) (Hurst et al., 2011).

A partir desses exemplos, infere-se que a patogenicidade no género
Yersinia ndo esta restrita a um Unico grupo evolutivo, bem como nao depende de
um conjunto conservado de determinantes genéticos, o que reflete diferentes
trajetérias de adaptacdo a hospedeiros e nichos ecologicos (Reuter et al., 2014,
Alenizi et al., 2016; Hurst et al., 2011; Wrobel et al., 2019). No entanto, apesar do
amplo conhecimento acerca das espécies de importancia médica, a diversidade
do género Yersinia permanece pouco caracterizada. Espécies ambientais ou
associadas a hospedeiros ndao humanos ainda sao subamostradas e
frequentemente negligenciadas em estudos ecoloégicos e gendmicos, resultando
em lacunas quanto a sua distribuicdo e diversidade genética. Apesar disso, a
ampla diversidade de hospedeiros e nichos ecologicos torna o género um
importante modelo para investigar processos de diversificagdo e adaptagao

bacteriana.

1.2 Plasticidade genémica e evolugao bacteriana

Em bactérias, processos adaptativos geralmente envolvem alteragbes no
repertorio génico das linhagens, o que contribui para a diversidade observada
nesses microrganismos e pode influenciar caracteristicas relacionadas a interagao
com hospedeiros, utilizacdo de recursos ambientais e ocupacao de diferentes
nichos ecologicos (Arnold; Huang; Hanage, 2022; Mclnerney; McNally; O’Connell,
2017). Nas ultimas duas décadas, a crescente disponibilidade de genomas
bacterianos, decorrente dos avangos da genOmica, impulsionou o0
desenvolvimento da gendmica comparativa e permitiu a investigagado dos padrbes
evolutivos relacionados a variacdo no seu conteudo génico (Mclnerney; McNally;
O’Connell, 2017). A partir desses trabalhos, constataram-se as limitacbes, em
termos de diversidade genética, do estudo de um unico genoma, tendo em vista
que mesmo individuos intimamente relacionados filogeneticamente diferem
quanto ao repertorio génico (Tettelin et al., 2005).

Nesse contexto, surgiu o conceito de “pangenoma”, definido como o

conjunto de genes e variantes gendmicas encontradas em multiplos
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representantes de uma espécie, de modo a propiciar uma compreensao mais
abrangente da diversidade genética microbiana de um dado conjunto (Golicz et
al., 2020; Matthews et al., 2024). Embora originalmente proposto para espécies,
esse conceito tem sido expandido para analises em subconjuntos ou em escalas
taxonébmicas mais amplas, como o género. Essa colecdo de genes pode ser
subdividida em genes core— compartilhados por todos os genomas, € genes
acessorios— presentes somente em parte dos genomas amostrados (Golicz et al.,
2020). E neste ultimo compartimento que se concentra a variabilidade genética do
grupo estudado (Tettelin et al., 2005).

A dindmica do genoma acessério €& diretamente influenciada pela
transferéncia horizontal de genes (Horizontal Gene Transfer, HGT), um dos
principais mecanismos promotores de fluxo génico em procariotos (Arnold; Huang;
Hanage, 2022). Através desse processo, diferentes linhagens compartilham genes
por meio de elementos genéticos moveis (Mobile Genetic Elements, MGEs),
incluindo plasmideos, transposons, ilhas gendmicas e bacteridfagos, o que
possibilita uma rapida e ampla diversificagdo do repertério génico desses
microrganismos (Brockhurst et al., 2019). Genes associados a especializacédo
metabdlica, resisténcia a antimicrobianos, interacdo com hospedeiros e fatores de
viruléncia sdo comumente mobilizados, influenciando a adaptacéo dos recipientes
a novos ambientes e nichos ecolégicos (Mclnerney; McNally; O’Connell, 2017).

Além da HGT mediada por MGEs, a recombinagdo homdloga— processo no
qual fragmentos de DNA sdo incorporados ao genoma de modo a substituir
sequéncias homoélogas pré-existentes, formando genomas mosaico—, representa
um importante mecanismo de diversificagdo genédmica em bactérias (Michod et al.,
2008; Didelot; Maiden, 2010). Como resultado, esse processo contribui para a
diversidade genética entre as linhagens e pode alterar fungdes celulares e
fendtipos associados a interacdo com os hospedeiros ou ao uso de recursos
ambientais (Didelot; Maiden, 2010).

Adicionalmente, processos de perda génica também s&o importantes
mecanismos de adaptagdo bacteriana (Akeno et al, 2014). Em linhagens
associadas a nichos mais especializados, como organismos intracelulares e

simbiontes, a redugéo génica progressiva pode decorrer do relaxamento seletivo e
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da deriva genética, resultando na perda de fungdes ndo essenciais aquele
contexto ecologico e em profunda especializagdo (Gil et al, 2002). Esse
fendbmeno € observado, por exemplo, em bactérias intracelulares obrigatérias do
género Rickettsia, cujos genomas apresentam tamanho reduzido e elevados
indices de pseudogenizagdo, bem como perda de vias metabdlicas supridas pela
célula hospedeira (Diop; Raoult; Fournier, 2018).

Semelhantemente, em Y. pestis, processos de pseudogenizacéo estiveram
associados a transicdo para um novo estilo de vida patogénico (Parkhill et al.,
2001). Demeure e colaboradores demonstraram que essa espécie emergiu
recentemente de um clone de Y. pseudotuberculosis ha cerca de 6.000 anos,
pouco antes das primeiras pandemias de peste registradas em humanos
(Demeure et al., 2019; Carcauzon et al., 2019). Tal episédio foi acompanhado pela
perda ou inativacdo de genes metabdlicos e envolvidos na sobrevivéncia
intestinal e, consequentemente, intensa redu¢cado gendmica (Demeure et al., 2019;
Achtman et al, 1999). Em paralelo, a espécie passou por um processo de
adaptacdo a um novo nicho ecolégico, marcado pela transmisséo vetorial e pela
infeccao sistémica no hospedeiro vertebrado, o que foi possibilitado pela aquisicao
horizontal de elementos genéticos moveis, associados a colonizagdo no vetor e a
disseminagao no hospedeiro (Chen et al., 2014). Tais exemplos demonstram que
a plasticidade genémica bacteriana nao se limita a expansao do repertorio génico,
mas envolve também processos de perda e reorganizagao funcional associados a

adaptacao a diferentes nichos ecoldgicos e estilos de vida.

1.3 Diversidade ecoldgica e adaptagao bacteriana

A diversidade genética observada nos procariotos  constitui
simultaneamente um produto do processo evolutivo e um determinante da
dindmica ecolégica dessas populagdes (Brockhurst et al, 2019). Na natureza,
esses microrganismos participam de redes ecoldgicas complexas— envolvendo
hospedeiros, competidores, predadores e disponibilidade diferencial de recursos
ambientais—, cujas interagcdes sao diretamente moduladas pela variagao genética
(Xu, 2006).
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Em contrapartida, a dindmica do fluxo génico bacteriano também parece
ser influenciada pelo contexto ecolégico em que essas populagdes estado
inseridas. Cordero e Polz argumentam que a transferéncia horizontal de genes
tende a ocorrer com maior frequéncia entre linhagens que compartilham nichos
ecologicos semelhantes ou apresentam oportunidades recorrentes de contato, de
modo que a conectividade ecoldgica entre populagdes estrutura a circulagao de
genes no pangenoma (Cordero; Polz, 2014).

Assim, processos como competicdo, cooperagdo e predagcdo por
bacteriéfagos podem favorecer diferentes variantes génicas em escalas espaciais
reduzidas, impedindo a fixacdo uniforme de determinados gendtipos (Dalziel;
Rogers; Schulte, 2009). Como muitos desses fendtipos ecoldgicos estido
associados ao genoma acessoério, a dindmica dessas interagdes influencia
diretamente a frequéncia e disseminacdo de diferentes /oci nas populacdes
bacterianas (Cordero; Polz, 2014). Desse modo, enquanto alguns genes
acessorios permanecem amplamente distribuidos em multiplas linhagens, outros
apresentam distribuicido restrita ou transitéria, refletindo contrastes na intensidade
e estabilidade das pressdes seletivas atuantes em cada contexto ecoldgico
(Dewar et al, 2024). Isso ocorre porque a aquisicdo de novos genes nao
necessariamente resulta em vantagem adaptativa, uma vez que a manutengao
desses elementos depende da compatibilidade funcional com o background
genético do organismo receptor e dos possiveis custos associados a incorporagao
de DNA exdgeno (Wiedenbeck; Cohan, 2011).

Em escalas evolutivas mais amplas, essas dinamicas ecoldgicas também
se refletem na propria organizacdo do pangenoma bacteriano. Dewar et al.
demonstraram que bactérias associadas a ambientes ecologicamente
heterogéneos ou submetidas a multiplas interagdes bibticas tendem a apresentar
repertorios génicos mais amplos e dinadmicos, enquanto linhagens altamente
especializadas frequentemente exibem conjuntos génicos mais restritos e estaveis
(Dewar et al., 2024). Dessa forma, fatores ecoldgicos influenciam desde a
dindmica de genes individuais até a organizagcdo evolutiva do pangenoma

bacteriano.
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Em Yersinia, essas dindmicas sao evidenciadas pela coexisténcia de
espécies ecologicamente sobrepostas, ainda que pertencentes a linhagens
evolutivas distintas. Y. enterocolitica e Y. pseudotuberculosis, por exemplo, podem
ser isoladas dos mesmos reservatérios animais, uma vez que estdo associadas
ao trato gastrointestinal de vertebrados, compartilhando pressbes ecoldgicas
relacionadas a colonizacdo intestinal e a interagdo com hospedeiros
(Platt-Samoraji et al., 2019; Galindo et al, 2011). Além disso, ambas sé&o
consideradas patdégenos transmitidos por alimentos, conectando animais,
ambiente, cadeias alimentares e infec¢do humana (Fukushima; Schimizu; Inatsu,
2011).

Entretanto, apesar da sobreposicdo ecolégica e das oportunidades
recorrentes de contato entre diferentes linhagens de Yersinia, a distribuicdo de
fatores associados a viruléncia, por exemplo, permanece altamente heterogénea.
Isso se evidencia dentro da prépria espécie Y. enterocolitica, na qual diferentes
biotipos podem ocorrer em contextos ecologicos associados a hospedeiros,
incluindo isolados portadores ou ndo do plasmideo de viruléncia pYV, embora
apresentem diferengas marcantes no repertério génico acessorio (Reuter et al.,
2014; Alenizi et al, 2016). De forma semelhante, embora espécies
filogeneticamente proximas associadas a ambientes n&o clinicos, como Y.
intermedia, Y. frederiksenii e Y. kristensenii, apresentem diversidade gendmica
significativa, sua relevancia funcional e seu papel na patogenicidade humana
permanecem nao totalmente esclarecidos (Nguyen et al., 2020; Fukushima;
Schimizu; Inatsu, 2011).

Em conjunto, esses padroes sugerem que a diversidade ecoldgica
observada no género Yersinia esta associada a diferentes trajetérias evolutivas do
conteudo génico, nas quais linhagens sob pressdes ecolégicas e seletivas
distintas podem apresentar variagdes no repertério génico acessorio, refletindo
diferencas em capacidade de colonizacdo de hospedeiros, persisténcia ambiental
e potencial patogénico. Entretanto, ainda sao limitados os estudos comparativos
que integrem a estrutura filogendmica de Yersinia com a dindmica do pangenoma

e com a diversidade de nichos ecolégicos observados no género.

18


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22567322/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22567341/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32701425/

2. HIPOTESE
A organizagdo do pangenoma de Yersinia reflete a estrutura filogenética
das linhagens e a heterogeneidade ecologica observada entre os isolados do

género.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Investigar a organizagdo do pangenoma do género Yersinia e sua relagdo com a

estrutura filogenética e o contexto ecoldgico dos isolados.

3.2 Objetivos Especificos

e |Inferir a estrutura filogenbmica e a delimitacdo taxondmica do género
Yersinia;

e Caracterizar a estrutura do pangenoma do género Yersinia e analisar a
anotacgao funcional do genoma persistente e dos genes exclusivos de suas
respectivas especies;

e Associar os dados genbmicos com as categorias ecoldgicas associadas

aos isolados.
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4. METODOLOGIA

4.1 Obtenc¢ao e curadoria dos genomas

Para analise comparativa, todos os genomas disponiveis de Yersinia spp.
foram recuperados do banco de dados do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) em 29/03/2026, utilizando a ferramenta de linha de comando
NCBI Datasets (Sayers et al., 2025). Inicialmente, foram excluidos genomas
montados a partir de metagenomas (Metagenome-Assembled Genomes, MAGs) e
registros considerados atipicos ou inconsistentes com os critérios de inclusao
estabelecidos, resultando em um conjunto de 9.955 genomas. Para reduzir a
redundancia genémica e garantir a diversidade do conjunto de dados, os genomas
foram deduplicados utilizando o software skani (Shaw; Yu, 2023), com base em
critérios de similaridade genémica. Foram considerados redundantes os genomas
que apresentaram identidade média de nucleotideos (Average Nucleotide Identity,
ANI) =2 99,5% e fragdo alinhada (Aligned Fraction, AF) =2 95% (Rodriguez e/l al.,
2023), sendo agrupados em clusters de alta similaridade. Para cada cluster, foi
selecionado um genoma representativo com base em critérios de qualidade e
confiabilidade da montagem. As métricas de completude e contaminacado, bem
como estatisticas de qualidade, incluindo numero de contigs e N50, foram obtidas
a partir do CheckM2 v1.1.0 (Chklovski et al., 2023) e utilizadas como critérios de
selecao. Genomas classificados como estirpes-tipo foram priorizados sempre que
disponiveis. Adicionalmente, foram excluidos genomas com contaminacao = 5% e
completude < 90%, resultando em um conjunto final de 1.013 genomas para as

analises subsequentes.

4.2 Reconstrucao filogenética e delimitagdo taxonémica do género
Yersinia
A reconstrucao filogenética foi realizada por maxima verossimilhanga a
partir de um alinhamento concatenado de genes ortélogos bacterianos. Os genes
ortdlogos foram identificados utilizando o pipeline UBCG2 (Kim et al., 2021), o
qual seleciona um conjunto de genes marcadores bacterianos amplamente
conservados para analises filogenbmicas. Cada ortélogo foi alinhado
individualmente utilizando MAFFT v7.505 (Katoh & Standley, 2013), por meio da
implementagédo integrada no pipeline UBCG2. Em seguida, os alinhamentos
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individuais foram concatenados para geragcédo de uma matriz multilocus, utilizada
na inferéncia filogenética. A arvore foi reconstruida utilizando IQ-TREE v3.0.1
(Minh et al., 2020), com selecdo automatica do melhor modelo evolutivo pelo
ModelFinder (Kalyvaanamoorthy et al., 2017). O suporte dos ramos foi estimado
com 1.000 replicagbes de ultrafast bootstrap (UFBoot) e 1.000 testes SH-like
approximate likelihood ratio test (SH-aLRT). A arvore foi enraizada utilizando as
estirpes-tipo de Serratia marcescens (GCF_004684145.1) e Ewingella americana
(GCF_008693045.1) como grupos externos (outgroups), representando,
respectivamente, o grupo-irmao de Yersinia e o grupo-irmao do clado formado por
Yersinia e S. marcescens.

Para avaliar a delimitacdo de espécies dentro do género Yersinia, foi
realizada uma analise de identidade média de nucleotideos (Average Nucleotide
Identity, ANI) entre os 1.013 genomas nao redundantes. As comparagoes par a
par foram utilizadas para construir uma matriz de ANI, a partir da qual os
genomas foram agrupados por relagdes de ANI = 95% (Jain et al., 2018). Cada
cluster de ANI representa uma espécie gendmica proposta. Os agrupamentos
obtidos foram comparados as designacdes taxonémicas disponiveis nos registros
do NCBI, permitindo identificar concordancias e genomas potencialmente

classificados de forma inadequada e reclassifica-los.

4.3 Construgao e estrutura do pangenoma

Para avaliar a estrutura genémica no nivel do conteudo génico, foi realizada
uma analise exploratéria do pangenoma utilizando o PPanGGOLIN v2.3.0
(Gautreau et al., 2020), a partir de genomas de Yersinia spp. em formato FASTA
(.fna), previamente obtidos e filtrados na etapa de desreplicagdo. A predicao e
anotagcdo génica foram realizadas internamente pela ferramenta utilizando
Pyrodigal (Larralde, 2022). As familias de genes ort6logos foram definidas com
base em 80% de identidade e cobertura de sequéncia. A partir dessas
informacoes, foi construido um grafo de pangenoma, no qual cada né representa
uma familia génica e as arestas indicam a adjacéncia entre genes nos genomas.

O particionamento do pangenoma foi realizado pelo proprio PPanGGOLIN
em trés categorias: persistent (correspondente ao genoma core na nomenclatura

adotada pela ferramenta), shell e cloud, com base na frequéncia de ocorréncia
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das familias génicas entre os genomas. As familias persistent correspondem a
genes altamente conservados, enquanto shell e cloud representam familias de
frequéncia intermediaria e rara, respectivamente.

A matriz de presenga/auséncia génica foi utilizada para analises estatisticas
no ambiente R v4.4.3. A estrutura gendmica foi explorada por meio de analise de
coordenadas principais (PCoA), baseada em distancias de Jaccard (Prokopenko
et al.,, 2016). As diferengas na composigdo génica entre os clusters foram
avaliadas por meio de uma analise de variancia permutacional multivariada
(PERMANOVA). Como a significancia da PERMANOVA pode ser influenciada por
diferencas na dispersao dos grupos, a homogeneidade das dispersoes
multivariadas foi testada utilizando uma analise permutacional de dispersbes
multivariadas (PERMDISP), baseada nas distancias gendmicas aos respectivos
centréides. Quando detectadas diferengas significativas, comparagdes pareadas
entre os grupos foram realizadas utilizando teste de TukeyHSD (Honestly
Significant Difference) aplicado as distancias do centréide. Assim, a interpretagao
dos resultados da PERMANOVA foi realizada em conjunto com o PERMDISP.

Em seguida, para estimar as curvas de acumulagdo do pangenoma, foram
geradas 100 permutagbes aleatdrias da ordem de inclusdo dos genomas. Para
cada ordenamento, foram calculados o numero total de genes unicos (tamanho do
pangenoma) e o numero de genes presentes em todos os genomas incluidos
(tamanho do genoma core). As curvas finais de acumulacéo representam a média
entre as permutagdes, corrigindo o viés associado a ordem de amostragem. A
abertura do pangenoma foi avaliada por meio do ajuste da lei de Heap a curva
média de acumulagdo do pangenoma e seu desvio padrao, conforme descrito por
Tettelin e colaboradores (Tettelin et al., 2008). O modelo de lei de poténcia

relaciona o numero de genomas analisados (N) ao tamanho do pangenoma (P(N))

segundo a expressao: P(N) = kN¥ . Os parametros do modelo foram estimados
por regressao linear em escala log-log, e a abertura do pangenoma foi inferida a

partir do expoentea = 1 — yem que a < 1 indica um pangenoma aberto.

4.4 Anotacao funcional
Para a analise funcional, foram consideradas duas abordagens

complementares. Em um primeiro nivel, o genoma persistente do conjunto
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completo de genomas de Yersinia spp. foi analisado de forma agregada,
representando o repertério génico conservado do género. Em um segundo nivel,
foram recuperados os genes exclusivos de cada espécie (cluster ANI), sendo o
complexo Y. pseudotuberculosis analisado separadamente, uma vez que seus
membros s&o tratados como espécies distintas na literatura. A anotacéo funcional
foi realizada utilizando o eggNOG-mapper v2.0.8 na plataforma Galaxy, com o
algoritmo de alinhamento DIAMOND v2.0.7 e parametros padrao. Os genes
persistentes anotados foram mapeados para categorias de Grupos de Ortélogos
(COGs), sendo que genes associados a multiplos COGs foram contabilizados em
todas as categorias correspondentes. Ja para os genes exclusivos foi realizada
uma curadoria manual quanto a associagdo com elementos genéticos moéveis
baseada na anotagao funcional. Quando aplicavel, os genes foram classificados
em: transposases e sequéncias de insercao (IS), elementos integrativos, proteinas
associadas a bacteriéfagos (estruturais e de montagem), genes relacionados a

lise fagica, componentes plasmidiais, sistemas de conjugagao e ilhas genémicas.

4.5 Classificagao ecolégica dos isolados

Para caracterizar os contextos de procedéncia dos genomas de Yersinia
spp., foram obtidos os metadados disponiveis nos registros do NCBI BioSample
por meio dos respectivos numeros de acesso. Foram coletadas, quando
disponiveis, as informagdes referentes aos campos host e isolation source, 0s
quais foram compilados e tratados de forma independente. As descri¢cdes
presentes nesses campos foram revisadas manualmente e organizadas em uma
classificagao hierarquica composta por trés niveis de detalhamento, baseada nas
informacgdes registradas nos metadados originais.

No primeiro nivel (origem do isolado), os isolados foram agrupados em
categorias amplas de procedéncia, incluindo hospedeiro, ambiente, alimento e
clinico. No segundo nivel (compartimento ecolégico), as categorias foram
refinadas com base em descricbes mais especificas, derivadas do campo isolation
source, incluindo, ambiente aquatico, esgoto, solo, alimentos de origem animal e
derivados, alimentos de origem vegetal e derivados, ambiente intestinal, sangue e
tecido. No terceiro nivel (hospedeiro), as informagdes provenientes do campo host
foram utilizadas para identificar os grupos de hospedeiros associados aos

isolados, incluindo humanos, demais mamiferos, peixes, aves e insetos. Registros
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sem informac&o ou cuja descricdo foi insuficiente para permitir a classificagdo em
determinado nivel foram categorizados como "ndo determinado”, conforme
aplicavel.

Os metadados classificados foram integrados as analises de estrutura de
ordenagdo do pangenoma. Essa integragdo permitiu avaliar a distribuicdo dos
diferentes contextos ecoldégicos no espaco multivariado definido pelo conteudo
génico dos genomas de Yersinia spp. Adicionalmente, a origem de isolamento dos
genomas foi mapeada sobre a arvore filogenbmica do género. Essas analises
foram utilizadas de forma exploratoria para investigar a relagéo entre a estrutura
do pangenoma, o contexto ecoldgico dos isolados e a organizagao filogenética do

género Yersinia.
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5. RESULTADOS

5.1 Impacto da desreplicagdao na representatividade gendmica de

Yersinia

Foram recuperados 9.955 genomas pertencentes ao género Yersinia
disponiveis no NCBI. A distribuicdo entre as espécies foi assimétrica, com
predominancia de Y. enterocolitica (5.375 genomas) e Y. pestis (3.638 genomas),
que em conjunto representaram aproximadamente 90,5% dos acessos. As demais
espécies apresentaram baixa representatividade, variando de um a algumas
centenas de genomas.

Apds a desreplicagdo, foram obtidos 1.013 genomas nao redundantes,
correspondendo a uma redugao de quase 90% em relagdo ao conjunto inicial.
Esse padrao variou entre as espécies, sendo particularmente pronunciado em Y.
pestis, cujo numero de genomas foi reduzido para apenas 11 (0,3% dos registros
originais). Em contraste, Y. enterocolitica manteve-se como a espécie mais
representativa apdés a deduplicagdo, com 688 genomas (68% do conjunto final).
As demais espécies apresentaram redugdes intermediarias, compativeis com

seus niveis de amostragem e diversidade intraespecifica.

Espécie N‘.’ genomas N° genon?as a~pés Percentual de
depositados no NCBI deduplicagao retencao (%)
Y. aldovae 11 10 90,91
Y. aleksiciae 15 11 73,33
Y. alsatica 20 10 50
Y. artesiana 4 1 25
Y. bercovieri 21 16 76,19
Y. canariae 3 3 100
Y. enterocolitica 5.375 688 12,80
Y. entomophaga 3 2 66,67
Y. frederiksenii 25 19 76
Y. fenwicki 1 1 100
Y. hibernica 4 4 100
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Y. intermedia 48 36 75
Y. kristensenii 55 26 47,27
Y. massiliensis 17 14 82,35
Y. mollaretii 37 14 37,84
Y. nurmii 2 1 50
Y. pekkanenii 3 1 33,33
Y. pestis 3.638 M 0,3
Y. proxima 19 7 36,84
Y. pseudotuberculosis 370 66 17,84
Y. rochesterensis 14 6 42 86
Y. rohdei 13 12 92,31
Y. ruckeri 208 25 12,02
Y. similis 10 8 80
Y. thracica 4 2 50
Y. vastinensis 10 4 40
Y. wautersii 3 2 66,67
Yersinia sp. 22 18 81,82

Quadro 1: Impacto da desreplicagdo gendmica na representatividade das espécies de Yersinia.

5.2 Estrutura taxonémica e filogenémica do género Yersinia

A analise do conjunto desreplicado utilizando o limiar de ANI = 95% permitiu
a identificagdo de agrupamentos gendmicos compativeis com os limites de
espécie geralmente adotados para procariotos com base na similaridade
nucleotidica média. A matriz de ANI revelou estruturacido consistente entre os
agrupamentos, com elevada similaridade nucleotidica intra-cluster (média de
98,55%) e menor identidade entre clusters distintos (média de 85,98%) (Figura 1).

A partir disso, foram definidos 25 clusters genémicos, cuja identidade
taxondémica foi atribuida com base na presenca de estirpes-tipo, resultando na

designacao de Y. artesiana, Y. aldovae, Y. aleksiciae, Y. alsatica, Y. canariae, Y.
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enterocolitica, Y. entomophaga, Y. intermedia, Y. frederiksenii, Y. fenwickii, Y.
hibernica, Y. kristensenii, Y. massiliensis, Y. mollaretii, Y. nurmii, Y. pekkanenii, Y.
proxima, Y. pseudotuberculosis (incluindo Y. pestis, Y. similis e Y. wautersii), Y.
rochesterensis, Y. rohdei, Y. ruckeri, Y. thracica e Y. vastinensis. Genomas com
classificagao taxonémica inconsistente foram reavaliados e reatribuidos com base
na sua associagao ao respectivo cluster contendo a estirpe-tipo (Quadro A1).

Notavelmente, Y. pseudotuberculosis, Y. pestis, Y. wautersii e Y. similis
foram recuperadas em um mesmo cluster definido pelo critério de ANI 295% e
formaram um unico clado na reconstrugao filogenética. Dessa forma, esses taxons
foram tratados como pertencentes a um mesmo agrupamento gendmico
(complexo Y. pseudotuberculosis) no contexto deste estudo.

Adicionalmente, dos 18 genomas previamente anotados como Yersinia sp.,
7 foram redistribuidos para clusters correspondentes a espécies ja descritas com
base na similaridade gendmica, substituindo a classificagdo original do NCBI
(Quadro A1). Os 11 genomas remanescentes agruparam-se em um unico cluster
independente na analise de ANI. Esse agrupamento também foi recuperado como
um clado fortemente sustentado na reconstrugao filogenética (bootstrap = 100).
Assim, enquanto os demais clusters puderam ser associados a espécies
reconhecidas do género Yersinia por meio de suas respectivas estirpes-tipo, esse
grupo permaneceu sem correspondéncia com qualquer estirpe-tipo incluida na
analise, sugerindo a existéncia de uma linhagem gendmica distinta e ainda n&o
descrita dentro do género analisado.

Adiante, a reconstrucao filogenética dos 1.013 genomas recuperou uma
topologia congruente com os agrupamentos definidos pela analise de ANI (Figura
2). Dos 25 clusters delimitados por ANI, 24 foram recuperados como grupos
monofiléticos na arvore filogenética. A excegédo correspondeu a Y. fenwickii, cujo
genoma foi inserido no interior do clado de Y. enterocolitica.

Além disso, a projecao dos dados ecologicos de origem de isolamento na
arvore evidenciou padrdes de distribuicdo distintos entre os taxons. Y.
enterocolitica apresentou distribuicdo ubiqua, com isolados recuperados de
amostras clinicas, alimentares e ambientais, além de uma diversidade de
hospedeiros mamiferos (incluindo humanos), sugerindo elevada heterogeneidade
ecologica. Por outro lado, o cluster correspondente a Yersinia sp. esteve

predominantemente associado a isolados oriundos de hospedeiros mamiferos
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considerando o conjunto analisado. De forma similar, Y. ruckeri teve todos os
isolados analisados provenientes de peixes. Ja, em relagdo as caracteristicas
gendmicas, observou-se variagdo no tamanho dos genomas entre os clusters,
com destaque para Y. ruckeri e Y. aldovae, que apresentaram genomas

relativamente maiores em comparagao aos demais grupos.
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Figura 1: Heatmap de identidade nucleotidica média (ANI) entre genomas de Yersinia. Cada
célula representa a ANI entre pares de genomas. Os agrupamentos gendmicos foram delimitados
utilizando o limiar de ANI = 95%, resultando em 25 clusters. Os dendrogramas representam o
agrupamento hierarquico aplicado a matriz de similaridade para fins de visualizagdo. Observa-se
elevada similaridade intra-cluster (ANl média = 98,55%) e menor identidade entre clusters distintos
(ANI média = 85,98%).
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Figura 2: Estrutura filogenémica do género Yersinia. Arvore de maxima verossimilhanca
reconstruida a partir de 1.013 genomas de Yersinia. utilizando o IQ-TREE, com S. marcescens e E.
americana como grupos externos. Os valores de suporte correspondem as métricas SH-aLRT = 90
e UFBoot = 90. As anotagdes, do interior para o exterior da arvore, correspondem a: (1) clusters
gendmicos delimitados por ANI = 95; (2) tamanho do genoma; e (3) fonte de isolamento. Os
setores coloridos delimitam os agrupamentos gendmicos identificados pelas analises de ANI.

5.3 Estrutura, diversidade e dinamica do pangenoma de Yersinia

O pangenoma de Yersinia apresentou uma distribuicdo assimétrica na
frequéncia génica. Com um total de 58.301 genes, o pangenoma foi segmentado
em 2.458 genes persistentes (4,22%), 10.298 genes shell (17,66%) e 45.545
genes cloud (78,12%) (Quadro 2). Os genes acessorios (shell e cloud), em
conjunto, representaram quase a totalidade do pangenoma (95,78%), destacando
a predominancia do conteudo genémico acessério. A analise de acumulagao do
pangenoma revelou uma taxa de crescimento elevada no tamanho do
pangenoma, enquanto o numero de genes persistentes rapidamente atinge um
plateau (Figura 3). Esse padrdo sugere a estabilizagdo do genoma persistente,
juntamente a um conjunto altamente dindmico de genes acessoérios que continua
a se expandir com o aumento da amostragem. O ajuste da lei de Heaps a curva
de acumulagao resultou em um valor a de 0,621 + 0,012 (y = 0,379 + 0,012),
evidenciando um pangenoma aberto, no qual a incorporagdo de novos genomas

tende a adicionar continuamente novas familias génicas.

Particao Numero de familias génicas Percentual (%)

Persistent 2458 4.22
Shell 10298 17.66
Cloud 45545 78.12
Total 58301 100

Quadro 2: Distribuicao das familias génicas nas particbes do pangenoma de Yersinia
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Figura 3. Dinamica de crescimento do pangenoma de Yersinia. Curvas de acumulagdo do
pangenoma e do genoma persistente obtidas a partir de permutacdes aleatdrias da ordem de
adicdo dos genomas, ajustadas pela lei de Heaps. As areas sombreadas representam a média +
desvio padrao.

A andlise de coordenadas principais (PCoA) baseada na matriz de
presenca e auséncia de genes revelou uma estruturagao consistente do conteudo
génico entre os genomas de Yersinia (Figura 4). Os dois primeiros eixos da
ordenagéo explicaram conjuntamente 37,5% da variagdo observada no conteudo
génico (Coord1 = 27,5%; Coord2 = 10,0%). A ordenagdo evidenciou a formagéao
de trés clusters do pangenoma —assim denominados para distingui-los dos
clusters definidos por ANI— no espacgo do repertério génico, cuja separagéao foi
suportada pela andlise de PERMANOVA (Figura 4, R? = 0,343; F = 264,03; p <
0,001). Ainda, a analise de PERMDISP indicou diferengas significativas na
dispersdo dos grupos. Comparacdes pareadas das distadncias ao centroide
mostraram que o Cluster 1 apresentou menor dispersdo em relagao ao Cluster 3
(Figura 4, p ajustado = 0,00016), enquanto o Cluster 2 apresentou dispersao

intermediaria e nao diferiu significativamente dos demais clusters do pangenoma.

O Cluster 1 (do pangenoma), composto por Y. pestis, Y.
pseudotuberculosis, Y. similis e Y. wautersii, corresponde a um complexo
genbmico também suportado por analises de ANI e reconstrugcao filogenética,

caracterizando um grupo evolutivo consistente em diferentes niveis de
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organizagdo gendmica. De modo semelhante, o Cluster 2 (do pangenoma),
formado por Y. ruckeri, Y. entomophaga e Y. nurmii, corresponde a um
agrupamento monofilético na filogenia, indicando concordancia entre conteudo
génico e historia evolutiva. Por outro lado, o Cluster 3 (do pangenoma) agrupou as
demais espécies do género e apresentou maior dispersao no espago multivariado,
refletindo maior heterogeneidade no repertério génico e representando um
conjunto mais diverso de linhagens dentro de Yersinia. Dentro desse conjunto, Y.
enterocolitica apresentou posicionamento mais extremo ao longo do primeiro eixo
da ordenagdo, resultando em uma maior divergéncia no espago de conteudo

génico em relagao as demais espécies do cluster.
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Figura 4. Diversidade do contetido genético em Yersinia inferida a partir da anélise do pangenoma.
A Analise de Coordenadas Principais (PCoA), baseada em dados de presenca/auséncia de genes,
evidencia a separagdo dos genomas em trés clusters distintos (PERMANOVA, R? = 0,343; F =
264,03; p < 0,001), considerando 1.013 genomas. As cores representam as diferentes espécies e
as formas indicam os clusters genémicos encontrados.

5.4 Anotacao funcional do genoma persistente e dos genes exclusivos
das espécies de Yersinia

Em seguida, foi analisada a composicao funcional do genoma persistente
de Yersinia. Os ortdlogos pertencentes ao genoma persistente foram classificados

em diferentes categorias funcionais COG (Figura 5). Embora a categoria COG S
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(fungdo desconhecida) tenha sido a mais abundante individualmente, as
categorias relacionadas ao metabolismo representaram, em conjunto, a maior
fracdo do genoma persistente, totalizando 1.131 genes (46%). Além das fungdes
metabodlicas, o genoma persistente apresentou elevada representatividade de
genes associados ao armazenamento e processamento de informagdes, incluindo
transcricdo (COG K; 182 genes), tradugdo, estrutura ribossomal e biogénese
(COG J; 192 genes), bem como replicagéo, recombinacao e reparo (COG L; 95
genes). Também foram identificados genes envolvidos na biogénese da parede

celular e da membrana (COG M; 164 genes).
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Figura 5. Distribuicdo funcional dos ortélogos do genoma persistente do género Yersinia.
Visao circular dos 2.458 ortélogos compartilhados do genoma persistente, classificados de acordo
com as categorias funcionais do COG. O circulo interno indica o numero total de genes por
categoria, enquanto o anel externo destaca as subcategorias metabdlicas.

Quanto ao genoma acessorio, 0s genes exclusivos das espécies de
Yersinia foram anotados funcionalmente e classificados, quando cabivel, quanto a
associagdo com MGEs (Figura 6). O numero total de genes exclusivos variou
substancialmente entre os grupos, desde algumas centenas a dezenas de
milhares de genes, refletindo diferengas no nimero de genomas representados
em cada grupo, bem como a diversidade intraespecifica. Nao foram identificados
genes exclusivos para Y. wautersii no conjunto analisado. Em relagcdo a
composicao funcional, os MGEs corresponderam a aproximadamente 6—-18% do
conteudo exclusivo entre as espécies.

Entre os genes classificados como MGEs, componentes estruturais de
fago representaram a categoria mais abundante na maioria das espécies
analisadas. Transposons e sequéncias de insergéo (IS), assim como elementos
integrativos e conjugativos, componentes plasmidiais e elementos associados a
lise fagica também foram identificados, embora em proporcdes variaveis entre as
espécies. Por outro lado, ilhas genémica foram identificadas apenas em algumas
espécies, incluindo Y. hibernica, Y. rohdei, Y. pekkanenii e o complexo Y.

pseudotuberculosis (em particular, Y. pestis).
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Figura 6. Distribuicdo dos elementos genéticos moéveis (MGEs) entre os genes exclusivos
das espécies de Yersinia. As barras representam a proporgao relativa de genes exclusivos
classificados em diferentes categorias de MGEs, incluindo elementos conjugativos, elementos
integrativos, componentes estruturais de fago, transposons/sequéncias de insergao (IS), ilhas
gendmicas, elementos associados a lise de fago e plasmideos. A direita, a tabela apresenta o
numero total de genes exclusivos por cluster e suas respectivas contagens associadas as

categorias de MGEs.
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5.5 Associagcao entre composicao génica e categorias ecolégicas dos
isolados de Yersinia

Dos 1.013 genomas, 670 apresentaram informagao classificavel para
origem do isolamento, 350 para compartimento ecolégico e 463 para hospedeiro.
A projecdo dos metadados ecoldgicos recuperados do NCBI no espaco de
ordenacdo multivariada baseado na matriz de dissimilaridade do pangenoma
revelou padrdes sutis de distribuicdo associados a origem do isolamento, ao

compartimento ecoldgico e ao hospedeiro (Figura 7).

Em relagdo a classificagdo dos genomas quanto a origem de isolamento,
observou-se a presenga de isolados clinicos nos clusters (do pangenoma) 1
(complexo Y. pseudotuberculosis) e 3 (Y. enterocolitica-like). Ainda, considerando
a classificacédo por compartimento ecolégico, alguns genomas do cluster 1 foram
recuperados de amostras de sangue, consistente com a associacdo dessas
linhagens a infec¢des sistémicas invasivas na literatura. Por outro lado, isolados
provenientes de fontes como ambiente, alimento e hospedeiro apresentaram
distribuicdo ubiqua nos clusters, tanto na classificagdo geral de origem do
isolamento (Figura 7a), quanto na classificagdo detalhada dos compartimentos
ecoldogicos (Figura 7b). Esses padrdes refletem a ocorréncia de diferentes
espécies em fontes de isolamento semelhantes, bem como a recuperagédo de uma
mesma espéecie em multiplos contextos de isolamento.

Por fim, no que diz respeito a estratificagcdo por hospedeiro (Figura 7c),
observa-se que o cluster formado por Y. ruckeri, Y. entomophaga e Y. nurmii
apresentou predominancia de isolados associados a peixes e insetos. Em
contrapartida, isolados provenientes de humanos e outros mamiferos estéo
consistentemente distribuidos nos clusters 1 (complexo Y. pseudotuberculosis) e 3
(que inclui Y. enterocolitica) (Figura 7c), estando principalmente associados a
amostras recuperadas das fezes e intestino dos hospedeiros (Figura 7b).
Notavelmente, observa-se uma ampla distribuicdo de diversas espécies em

hospedeiros mamiferos (incluindo humanos).
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Figura 7. Mapeamento dos metadados ecoldgicos sobre a estrutura do pangenoma de
Yersinia. A ordenacao foi obtida a partir de um PCoA baseado no conteudo génico dos genomas,
utilizando a distancia de Jaccard calculada a partir da matriz de presenga/auséncia de genes. Em
cada painel, os pontos em cinza claro representam os genomas classificados como “ndo
determinado” para a variavel ecolégica em questdo, enquanto os pontos em cinza escuro
correspondem aos genomas pertencentes as demais categorias. Os pontos coloridos destacam,
individualmente, a categoria indicada em cada subpainel. As porcentagens entre parénteses
indicam a proporgdo de genomas classificados em cada categoria. (a) Origem do isolado; (b)
Compartimento ecolégico; (c) Grupo de hospedeiro.
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6. DISCUSSAO

O género Yersinia inclui espécies amplamente estudadas em fungao da sua
importancia clinica, como Y. pestis e Y. enterocolitica, além de linhagens
associadas a animais e a ambientes nao clinicos (Bottone, 1999; Wren, 2003;
McNally et al., 2016). Nesse contexto, por meio da integracdo de analises
filogenéticas, de similaridade nucleotidica e de pangenoma, o presente estudo
caracterizou a diversidade gendmica atualmente representada para o género e
analisou a variagdo do conteudo génico entre linhagens associadas a diferentes
contextos ecoldgicos.

Nesse sentido, a distribuicdo dos genomas recuperados evidenciou uma
forte concentragdo de registros em Y. enterocolitica e Y. pestis, enquanto 0s
demais taxons estiveram submostrados (Quadro 1). Esse padrdo € consistente
com a trajetoria histérica dos estudos em Yersinia, direcionados a espécies de
maior relevancia epidemiologica, especialmente os agentes etioldgicos da peste e
da yersiniose humana (Bottone, 1999; Wren, 2003; McNally et al., 2016). Além
disso, a baixa retencdo de genomas para Y. pestis apés a deduplicagdo é
compativel com a reduzida diversidade gendmica previamente descrita para a
espécie, cuja origem recente a partir de uma linhagem ancestral de Y.
pseudotuberculosis foi acompanhada por forte estruturagao clonal (Achtman et al.,
1999; Demeure et al., 2019). Em contrapartida, a maior retengdo observada em Y.
enterocolitica é coerente com a elevada heterogeneidade genética documentada
para a espécie, que inclui linhagens associadas a diferentes reservatérios,
biotipos e potenciais patogénicos (Reuter et al., 2014; Alenizi et al., 2016). Em
resumo, esses resultados demonstram que a desreplicacéo foi capaz de reduzir o
forte desequilibrio amostral presente nos bancos publicos sem eliminar a
diversidade representativa das espécies.

A partir disso, a analise combinada dos agrupamentos gendmicos e da
reconstrucdo filogenética revelou uma organizagdo taxonOmica consistente,
confirmando a delimitacdo de Yersinia em clados nitidamente distintos, a maioria
dos quais corresponde a espécies previamente definidas (Figuras 1 e 2) (Savin et
al., 2019; Rivas et al., 2026). Todavia, embora a ANI constitua uma métrica
importante para delimitar o status taxonémico de determinadas linhagens
filogenéticas bacterianas, a aplicagdo de um limiar fixo para definir categorias

taxondémicas (por exemplo, espécie) pode nao capturar integralmente a estrutura
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hierarquica observada em alguns complexos de Yersinia, produzindo
inconsisténcias em relagao a taxonomia vigente (Rivas et al., 2026). No conjunto
analisado, o limiar de ANl = 95% n&o foi o suficiente para recuperar as
subdivisbes internas do complexo Y. pseudotuberculosis compativeis com
filogenia e com a literatura, refletindo a sensibilidade desse critério em regides de
alta similaridade genémica (Murray et al., 2021). Esse resultado corrobora
observagdes prévias de que a delimitacdo de linhagens proximas € dependente
do threshold adotado, incluindo a separagao de Y. similis, recuperada somente
sob limiares mais restritivos (296%) (Savin et al., 2019). Portanto, a interpretagéo
do clusters baseados em ANI deve ser realizada junto a biologia dos organismos,
suas caracteristicas fenotipicas — incluindo a patogenicidade — bem como sua
amplitude filogenética e estrutura interna, de modo a refletir de forma mais
consistente a organizagao taxonémica do taxon em questao.

A reconstrugdo do pangenoma revelou uma estrutura aberta, fortemente
dominada por genes acessorios (95,78% dos genes do pangenoma), indicando
elevada diversidade genética (Quadro 2, Figura 3). Embora anadlises de
pangenoma sejam tradicionalmente conduzidas em escala intraespecifica, a
abordagem empregada neste estudo teve carater comparativo e exploratério,
buscando descrever a organizagao do repertério génico considerando-se a
diversidade atualmente representada para Yersinia (Medini et al., 2005;
Brockhurst et al., 2019). Nesse sentido, a incorporacdo de organismos mais
distantes filogeneticamente ndo s6 amplia o repertorio génico total, mas reduz o
genoma persistente, 0 que naturalmente favorece a recuperacdo de um
pangenoma aberto. Logo, a interpretagdo desse conjunto deve considerar também
a diversidade evolutiva e ecoldgica representada na amostragem. Analises
realizadas em outros géneros bacterianos, como Flavobacterium e Listeria, nos
quais a diversidade interespecifica representa um dos principais fatores
associados a expansao do genoma acessorio corroboram tal constatagao (Kim et
al., 2023; Liao et al., 2021). Em Flavobacterium, por exemplo, a ocupagao de
diferentes nichos ecoldgicos esta associada ao acumulo progressivo de genes
acessoérios ao longo da diversificagdo evolutiva do grupo (Kim et al.,, 2023),
enquanto em Listeria a integracdo de multiplas linhagens e sorotipos resulta em
um pangenoma dinamico, cujo genoma acessoério é dominado por elementos

genéticos moveis e regides gendmicas variaveis (Liao et al., 2021). Assim, a
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elevada propor¢gdo de genes acessorios observada em Yersinia deve ser
interpretada como consequéncia tanto da diversidade ecoldgica quanto da
amplitude filogenética representada no conjunto analisado.

A analise funcional associada a caracterizagdo do pangenoma tem sido
amplamente utilizada para investigar como as categorias funcionais se distribuem
entre 0os genomas core e acessoério de um clado (Medini et al., 2005; Tettelin et al.,
2008; Tettelin et al., 2012). Nossos resultados demonstram que o genoma
persistente de Yersinia € composto majoritariamente por genes envolvidos em
funcbes metabdlicas, destacando-se processos associados a aquisicdo e
processamento de nutrientes, incluindo aminoacidos, carboidratos e ions
inorganicos (Figura 5). Esse perfil funcional € compativel com a plasticidade
metabdlica descrita para espécies do género Yersinia, cuja fisiologia € modulada
pela disponibilidade de nutrientes e pelas condicbes ambientais (Heroven &
Dersch, 2014; Chen et al., 2016). Ainda, foram observados genes relacionados a
transcricado, tradugao, biogénese ribossomal, replicacéo, recombinagao e reparo
do DNA, bem como a formacao da parede celular e da membrana. Esse conjunto
funcional reflete a conservagao dos principais componentes da maquinaria celular
necessarios a manutencao da viabilidade celular, corroborando o papel do core
genome em fungdes celulares essenciais (Aggarwal et al., 2022). Assim, neste
trabalho, a anotacdo génica do genoma persistente fornece uma descricdo do
repertério funcional compartilhado entre as espécies de Yersinia atualmente
representadas.

O genoma acessorio bacteriano é moldado por processos de aquisi¢ao,
perda e reorganizacdo génica ao longo da evolugdo, nos quais elementos
genéticos méveis desempenham papel importante (Brockhurst et al., 2019; Arnold
et al., 2022). Sob essa perspectiva, a analise funcional dos genes exclusivos
possibilita caracterizar como a fragao variavel do pangenoma se distribui ao longo
da diversidade atualmente representada no género Yersinia. No presente estudo,
constatou-se uma variagdo expressiva no numero de genes exclusivos entre as
espécies analisadas, reflexo tanto do numero de genomas representados por
espécie quanto do grau de diversidade genémica existente entre suas estirpes.

A composicao funcional do genoma cloud revelou que aproximadamente
6—18% desse conjunto correspondeu a genes associados a elementos genéticos

moveis, cuja composigao variou entre as espécies. Componentes estruturais de
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bacteriéfagos constituiram a categoria mais abundante, enquanto transposons,
sequéncias de insergao, elementos integrativos e conjugativos, componentes
plasmidiais e ilhas genémicas foram identificados em diferentes proporgcdes
(Figura 6). Em bactérias, esses elementos constituem importantes mediadores da
transferéncia horizontal de genes (Arnold et al., 2022). Entretanto, a presenca
desses elementos ndo permite inferir diretamente a ocorréncia, a intensidade ou o
impacto adaptativo de eventos de transferéncia horizontal nas linhagens
analisadas. Em conjunto, esses resultados complementam a caracterizagao de
um pangenoma aberto ao demonstrar que a variabilidade do conteudo acessorio
ndo se restringe ao numero de genes exclusivos presentes em cada cluster, mas
também a composi¢ao dessa fragcdo do genoma. Apesar disso, a classificagao
funcional dos MGEs depende da cobertura e da curadoria das bases de anotacao
utilizadas, de modo que elementos néo caracterizados podem ter permanecido
sem identificagdo. Ainda assim, tal heterogeneidade fornece o contexto para
interpretar a estrutura do conteudo génico entre os grupos e sua relagdo com a
diversidade ecoldgica representada no género.

Até o momento, os resultados demonstraram que o pangenoma de Yersinia
apresenta elevada diversidade genética, caracterizada pela expansédo do genoma
acessorio e pela sua heterogeneidade funcional. Entretanto, essas analises nao
descrevem como essa diversidade se organiza entre os genomas. Nesse
contexto, analises de ordenagédo constituem uma abordagem complementar ao
identificar padrbes de similaridade baseados na presenga e auséncia de genes,
permitindo avaliar a relagédo entre o conteudo génico, a histoéria evolutiva e a
distribuicao ecoldgica das linhagens (Medini et al., 2005; Brockhurst et al., 2019).

A integracdo entre a analise de ordenacédo, a filogenia e a similaridade
nucleotidica revelou diferentes niveis de organizacao da diversidade genémica em
Yersinia. Enquanto a ANI recuperou 25 agrupamentos correspondentes, em sua
maioria, as espécies atualmente reconhecidas, a analise de ordenacao sintetizou
essa diversidade em apenas trés clusters de conteudo génico (Figura 4). Essa
diferengca demonstra que a elevada plasticidade do genoma acessorio, sugerida
pelo numero de genes exclusivos das espécies, ndo corresponde a organizagao
global do repertério génico. Pelo contrario, a distribuicdo dos genomas no espaco

multivariado acompanha a sua estrutura filogenética.
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O cluster 1, formado pelo complexo Y. pseudotuberculosis (Y. pestis, Y.
pseudotuberculosis, Y. similis e Y. wautersii), além de constituir um agrupamento
monofilético na reconstrucao filogenética, apresentou elevada coesividade quanto
ao conteudo génico (Figura 4). Os metadados recuperados neste estudo
demonstraram predominancia de isolados clinicos, incluindo genomas
provenientes de sangue e fezes, compativeis com infecgdes sistémicas e
intestinais (Figuras 2 e 7). Esse padrao é consistente com a literatura, que
descreve as espécies desse complexo como 0s principais representantes
patogénicos do género, associados predominantemente a mamiferos, incluindo
seres humanos (Bottone, 1999; Galindo et al., 2011).

De forma analoga, o cluster 2, formado por Y. ruckeri, Y. enftomophaga € Y.
nurmii, também foi recuperado como um agrupamento monofilético e apresentou
elevado compartilhamento do conteudo génico (Figura 4). Os metadados
ecoldgicos indicaram predominancia de isolados provenientes de peixes e insetos,
em concordancia com a ecologia descrita para essas espécies (Figura 7). Y.
ruckeri € reconhecida como importante patdogeno de peixes, enquanto Y.
entomophaga foi originalmente descrita como patégeno de insetos (Hurst et al.,
2011; Wrobel et al., 2019).

Por outro lado, o cluster 3 reuniu as demais espécies do género, incluindo
aquelas tradicionalmente reconhecidas como pertencentes ao grupo Y.
enterocolitica-like (Figura 4) (Savin et al., 2019). Embora represente a maior
diversidade taxondmica recuperada neste estudo, esse agrupamento manteve
elevada similaridade quanto ao conteudo génico, apresentando, entretanto, maior
dispersao na analise de ordenagdo em comparagado aos demais clusters. Esse
comportamento acompanha a diversidade filogenética representada no conjunto,
indicando que a ampliacdo da diversidade taxondmica ocorreu sobre um
repertorio génico ainda amplamente compartilhado. Os metadados reforgcam essa
interpretacdo ao evidenciarem uma distribuicdo ubiqua de grande parte dessas
espécies, com isolados provenientes de ambientes aquaticos, solo, alimentos e
diferentes hospedeiros (Figura 7). Essa observagao é consistente com descri¢coes
classicas da ecologia de Y. frederiksenii, Y. kristensenii, Y. intermedia, Y. aldovae,
Y. mollaretii, Y. bercovieri e Y. rohdei, frequentemente recuperadas de multiplos

ambientes, alimentos e hospedeiros (Bottone, 1999; Sulakvelidze, 2000).
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Assim, a analise de ordenacdo demonstra que, embora a expansao do
pangenoma tenha sido acompanhada pela incorporagéo diferencial de genes
entre as linhagens, a organizagdo do conteudo génico permanece amplamente
consistente com a historia evolutiva do género.

Em resumo, os resultados demonstram que a diversidade genémica de
Yersinia esta estruturalmente organizada de tal modo que a arquitetura
taxonbmica, a composi¢cdo do pangenoma e a distribuicdo do conteudo génico
refletem, em diferentes escalas, a historia evolutiva do género. A integragao
dessas abordagens permitiu caracterizar comparativamente a diversidade
atualmente representada para Yersinia, buscando fornecer um panorama
sistematico da organizacdo gen6mica do género e estabelecer uma base para

futuras investigacoes sobre a evolugao e a diversificagao de suas linhagens.
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7. CONCLUSAO

Nossos resultados demonstram que o género Yersinia apresenta elevada
diversidade gen6mica, acompanhada de uma amostragem altamente heterogénea
nos bancos de dados disponiveis. Em geral, a organizacdo génica acompanha a
estrutura taxonémica e filogenética do género, evidenciando a congruéncia entre
agrupamentos gendmicos e os principais clados evolutivos. Além disso, 0 genoma
acessorio € predominante e parcialmente representado por elementos genéticos
moveis, sugerindo sua contribuicdo para a variabilidade do repertorio génico.
Parte dessa variacado parece estar associada aos diferentes contextos ecolégicos
dos isolados, com padrdes de distribuicdo observaveis nos metadados analisados.
Em conjunto, os resultados sustentam a hipdtese de que a organizagcdo do
genoma acessorio em Yersinia acompanha a estrutura filogenética das linhagens
e sugerem que parte dessa organizacdo também esta relacionada a

heterogeneidade ecoldgica observada entre os isolados.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS
Como perspectivas, os resultados obtidos reforcam a importancia do

genoma acessorio em Yersinia, o qual permanece parcialmente explorado. Nesse
contexto, a literatura sugere que elementos genéticos moéveis desempenham
papel central na dindmica do repertorio génico de algumas espécies do género,
com evidéncias de sua participacao na aquisicao de determinantes de viruléncia e
na modulagdo do repertorio génico de Y. pseudotuberculosis e Y. enterocolitica,
por exemplo (Moorman and Cohen, 2021). Além disso, a distribuicdo desses
elementos ndao é homogénea entre as linhagens e pode estar associada a
diferengas ecoldgicas e patogénicas, de modo que sua incorporagdo em analises
comparativas pode ampliar a resolucdo dos padrdes evolutivos em Yersinia. Em
contrapartida, esse fluxo génico nao é irrestrito, uma vez que sistemas de defesa
bacterianos, como o CRISPR-Cas, atuam como barreiras ao fluxo de MGEs,
podendo influenciar sua frequéncia e distribuicdo entre linhagens, sendo, portanto,
relevantes para a interpretagdo da dinamica evolutiva do genoma acessorio
(Faure et al., 2019).

Dado que a diversidade e a distribuicdo dos MGEs, especialmente em
espécies nao associadas a doengas em humanos, bem como 0s mecanismos que
regulam sua dindmica, ainda nao estdo completamente caracterizados, a
compreensao do mobiloma em Yersinia permanece incompleta, particularmente
no que se refere a extensdo da diversidade desses elementos ao longo das
diferentes linhagens do género. Nesse contexto, a integracdo entre a dinamica
dos MGEs, a estrutura do pangenoma e os sistemas CRISPR-Cas representa
uma abordagem relevante para esclarecer os processos que modulam a

diversificagao ecoldgica e evolutiva em Yersinia.
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APENDICES

APENDICE A- Reclassificagdo taxondmica dos genomas com base no clustering

por ANI

Acesso do
genoma

Classificagao do
NCBI

Cluster ANI

Atribuicao final

GCA_902170665

GCA_902170785

GCA_902170815

GCA_902170885

GCA_902170895

GCA_902170945

GCA_902170955

GCA_902170975

GCA_902170985

Yersinia enterocolitica

23

Yersinia proxima

GCA_001135485

GCA_001151185

GCA_001218185

GCA_001222845

GCA_001319565

GCA_001319985

GCA_002192925

GCA_002591095

GCA_002192835

GCA_902170305

GCA_902170295

Yersinia frederiksenii

Yersinia massiliensis

18

Yersinia alsatica

19

Yersinia vastinensis

GCA_001244565

Yersinia intermedia

Yersinia massiliensis

GCA_902170475

GCA_902170595

GCA_902170605

GCA_902170565

Yersinia kristensenii

Yersinia rochesterensis

Yersinia thracica

GCA_030433455

Yersinia sp.

Yersinia enterocolitica

GCA_026183365

GCA_946902935

Yersinia sp.

10

Yersinia rochesterensis

GCA_050586585

Yersinia sp.

17

Yersinia enfomophaga
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GCA_005937895

GCA_018224905

Yersinia sp.

15

Yersinia bercovieri

GCA_004100405

Yersinia sp.

19

Yersinia vastinensis

Quadro A1: Reclassificagdo taxonOmica de genomas do género Yersinia baseada em similaridade

nucleotidica.
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