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RESUMO

MORAIS, Anderson Carvalho. Gendmica comparativa de tripanossomatideos
portadores de endossimbiontes e sua implicagio no genoma de Angomonas
ambiguus. 2018, XX f. Dissertacdo (Mestrado em Bioinformatica) — Programa

Interunidades em Bioinformatica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2018.

Tripanossomatideos hospedeiros de endossimbiontes (SHT) possuem caracteristicas
Unicas, em aspectos morfoldgicos, bioquimicos e moleculares, quando comparados a
tripanossomatideos regulares. Dentre as sete espécies conhecidas atualmente, sé
Angomonas ambiguus (Filo FEuglenozoa; Familia Trypanosomatidae) parece
apresentar uma incongruéncia evolutiva entre os genomas do hospedeiro (nticleo) e
seu endossimbionte (TPE), uma B-proteobactéria. Para entender esta incoeréncia,
dentre outros aspectos genomicos e evolutivos, este trabalho iniciou uma andlise
comparativa entre os genomas de seis espécies de SHTs e seus respectivos TPEs,
através de ferramentas de bioinformatica. Com o0s genomas sequenciados e
montados, foram preditos e anotados os genes de rRNAs, tRNAs e codificadores de
proteinas; identificados os genes ortélogos, com objetivo de realizar uma
comparacao do contetdo génico, e também para realizar a comparagao posterior
por meio de inferéncia filogenética por maéaxima verossimilhanca entre todos os
grupos ortologos encontrados entre A. ambiguus, A. deanei, A. desouzai,
Strigomonas Galati, S. oncopelti e S. culicis, e entre os respectivos endossimbiontes.
Foram feitas também analises filogenomicas através da construcao de superarvores.
O genoma do endossimbionte é bem reduzido, com perda no conteido GCe de
genes ortdlogos, como visto em os outros TPEs. A anotacdo funcional dos genes a
partir das vias metabdlicas do KEGG e utilizando o programa ASGARD mostrou
que o TPE contribui fornecendo genes para completar muitas das vias de
aminoacidos do SHT, como em alguns aminoacidos essenciais, tal qual prolina,
arginina, valina, leucina, e outros nao essenciais, comprovando a relacao
mutualistica entre endossimbionte e hospedeiro, como é visto em outros trabalhos.
Também, comprovou-se por filogenia multigénica que A. ambiguus estd mais
relacionada com A. desouzai, enquanto Candidatus Kinetoplastibacterium crithidii
‘amb’ estd diretamente relacionado com o endossimbionte de A. deanei. No caso
das espécies do género Strigomonas, cada flagelado possui sua proépria espécie de
endossimbionte, em perfeita coespeciagdo. O que provavelmente aconteceu foi a
hibridizacdo entre as espécies A. desouzai e A. deanei, permanecendo o ntucleo da
primeira e o endossimbionte da segunda espécie.

Palavras-chave: Angomonas ambiguus, endossimbionte, genoma, bioinformética.



ABSTRACT

MORAIS, Anderson Carvalho. Comparative genomics of trypanosomatids with
endosymbionts and their implication in the genome of Angomonas ambiguus. 2018,
XX f. Dissertacdo (Mestrado em Bioinformética) — Programa Interunidades em

Bioinformatica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2018.

Symbiont-harboring trypanosomatids (SHT) have unique characteristics in
morphological, biochemical and molecular aspects when compared to regular
trypanosomatids. Among the seven known species, Angomonas ambiguus (Filo
Euglenozoa, Family Trypanosomatidae) seems to present an evolutionary
incongruence between the genomes of the host (nucleus) and its B-proteobacterial
endosymbiont (TPE). To understand this incoherence, among other genomic and
evolutionary aspects, this work performed a comparative analysis between the
genomes of six species of SHTs and their respective TPEs, using bioinformatics
tools. With sequenced and assembled genomes, genes for rRNAs, tRNAs or
encoding proteins were predicted and annotated; the orthologous genes were
identified, aiming at a comparison of the gene content and to carry out a
phylogenetic inference by maximum likelihood among all orthologous groups found
in A. ambiguus, A. deanei, A. desouzai, Strigomonas galati, S. oncopelti and S.
culicis, and the respective endosymbionts. Phylogenomic analyses were also
performed through the construction of supertrees. The genome of the endosymbiont
is well reduced, with loss in GC content and orthologous genes, as seen in other
TPEs. Functional annotation of genes from KEGG metabolic pathways and using
the ASGARD program have shown that the TPE contributes by providing genes to
complete many of the SHT essential amino acid pathways such as proline, arginine,
valine, leucine, as well as other nonessential amino acid pathways, proving the
mutual relationship between endosymbiont and host, as seen in other studies.
Analysis of multigenic phylogenies suggested that A. ambiguus is more related to
A. desouzai, whereas Candidatus Kinetoplastibacterium crithidii 'amb' is directly
related to the A. deanei endosymbiont. In the case of species from the genus
Strigomonas, each flagellate has its own species of endosymbionts, in perfect
coespeciation. What probably happened was the hybridization between the species
A. desouzai and A. deanei, remaining the nucleus of the first and the endosymbiont

of the second species.

Key-words: Angomonas ambiguus, endosymbiont, genome, bioinformatics
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1 INTRODUCAO

O termo simbiose (do grego sym, junto, e bios, vida) foi empregado pela
primeira vez por Heinrich Anton de Bary em 1879 para designar a associacao entre
diferentes organismos coexistindo e/ou, até mesmo, originando uma nova espécie,
ap6s a descrigao realizada pelo botanico Simon Schwendener (1867) de liquens,
unido de um fungo e um organismo fotossintetizante — alga ou cianobactéria
(HONEGGER, 2000). Hoje sabemos que a simbiose aparece em espécies de todos
os ecossistemas, tanto terrestres quanto aquaticos, desempenhando um papel
fundamental no surgimento das atuais formas de vida e na geracao da diversidade
biolégica.

Normalmente as relagdes entre diferentes espécies sao classificadas como
comensalismo, quando uma das espécies é beneficiada, sem causar danos a outra
(também conhecida como cooperagdo ou protocooperagdo); parasitismo, tipo de
relacdo na qual uma das espécie se beneficia ao custo de outra; e mutualismo,
interacao na qual ambos os organismos se beneficiam (D H BOUCHER; S JAMES;
KEELER, 1982). Chamamos de endossimbionte um organismo que vive dentro do
corpo ou célula de outro organismo.

O evento de endossimbiose talvez mais admiravelmente exemplificavel foi o
que levou a evolucdo das organelas eucariontes — mitocondrias e cloroplastos,
oriundos de o-proteobactéria e cianobactéria, respectivamente (MORAN, 2006). A
hip6tese para origem dos grupos eucariotos foi proposta primeiramente por Lynn
Margulis no seu ensaio “Symbiosis in cell evolution” (1981), o qual se embasou em
diversos trabalhos publicados anteriormente (SCHIMPER, 1883;

MERESCHKOWSKY, 1905; WALLIN, 1925).
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Passados mais de 30 anos, vemos cada vez mais como estudos,
principalmente os moleculares, aumentaram nosso conhecimento sobre a
importancia e evolugao, origem e funcdo da endossimbiose em grupos animais,
vegetais e de microrganismos. Ela pode alterar diversos efeitos ecoldgicos e
evolutivos sobre o hospedeiro, influenciando desde aspectos da interagao ecoldgica
(BAKER 2003), nutricao (FIORE et al., 2010), defesa (MUSCATINE; MCNEIL,
1989), reprodugao (BAZINET, 2004), até com consequéncias sobre as estruturas
populacionais, como isolamento reprodutivo e especiacdo (KUTSCHERA; NIKLAS,
2005), dependendo de se a interagdo “héspede-hospedeiro” evoluir para
mutualismo, parasitismo ou relagoes intermedidrias. No caso da primeira situagao,
normalmente o endossimbionte propicia algumas vantagens ao hospedeiro, o qual
oferece um ambiente protegido e cheio de nutrientes.

Quando tratamos de endossimbiose, as bactérias sdo os seres normalmente
mais bem estudados e relatados, sendo conhecidos casos de endossimbionte
bacteriano em diversos grupos, como insetos (MORAN; MCCUTCHEON;
NAKABACHI, 2008), esponjas (TAMAS et al., 2002), moluscos (KUWAHARA et
al., 2008; NEWTON et al., 2007), nematoides (TAYLOR; BANDI; HOERAUF,
2005), e o foco deste trabalho, tripanossomatideos (DE SOUZA; MOTTA, 1999).

Este grupo de protozoarios flagelados é exclusivamente composto por
parasitas de plantas ou animais, predominantemente invertebrados, durante todo
seu ciclo de vida. Uma pequena excecdo sdo os tripanossomatideos que possuem
dois hospedeiros, um deles podendo ser seres humanos. Dentre os com modo de
vida monoxénico, encontramos um grupo com sete espécies de tripanossomatideos
que carregam bactéria endossimbionte, B-proteobacteria, distribuidas nos géneros
Strigomonas, Angomonas (TEIXEIRA et al., 2011) e Kentomonas (VOTYPKA et

al., 2014).
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A relagdo intrinseca entre os dois organismos através da simbiose faz com
que o tripanossomatideo e sua respectiva bactéria endossimbionte sejam mantidos
juntos, visto que o endossimbionte é incapaz de viver fora de seu hospedeiro e, da
mesma maneira, culturas de tripanossomatideos tratadas com antibiéticos
(apossimbidticas) sdo incapazes de colonizar insetos (DE SOUZA; MOTTA, 1999).
Quando tratamos de microrganismos, os estudos a respeito da endossimbiose foram,
por muito tempo, dificultados devido a impossibilidade de cultivar a maioria deles,
e ainda hoje nao foi possivel cultivar muitos procariotos e eucariotos unicelulares.
Entretanto, com o advento do sequenciamento genomico e da bioinformatica,
viabilizou-se uma andlise detalhada das interacoes desses organismos.

Estudos envolvendo bioinformatica mostram como ocorre a colaboracgao
entre os SHTs e TPEs (ALVES et al., 2013; KOSTYGOV et al., 2017), através de
uma abordagem comparativa dos genomas entre as espécies é possivel verificar,
além do conteuido genético — o que ha igual ou diferente—, inferir as relagoes
evolutivas entre as mesmas, analisar o conjunto proteico compartilhado, analisar
quais vias metabdlicas estdo associadas entre SHT e TPE, verificar o grau de
sintenia entre os genomas, dentre uma série de investigacoes que dados oriundos de
sequenciamento podem proporcionar.

A andlise in silico de genomas surge tentando solucionar uma série de
questionamentos que abordagens tradicionais nao conseguem, principalmente
quando tratamos de microrganismos que sao pouco estudados por nao serem de
interesse médico ou veterinario. Estabelecer um método eficaz de andlise de
sequenciamento e bioinforméatica, baseado nas mais recentes tecnologias, é de
grande importancia para a ampliacdo dos projetos envolvendo o estudo desse
grupo, que é encontrado parasitando uma série de hospedeiros de diversos grupos

animais e vegetais.



17

Ainda, a bioinformética contribui imensamente na analise e na descoberta de
novos dados para estudo do genoma de diversos organismos, incluindo grupos
pouco estudados nos grandes projetos de pesquisa. A grande quantidade de dados
que o sequenciamento de um genoma produz é enorme; assim, a andlise dos
mesmos deve ser adequada de acordo com as atuais ferramentas computacionais,
para extrair o maximo de informacoes que esses dados podem trazer ao

entendimento da evolugao dos organismos e relacbes com outros grupos.

1.1 FILO EUGLENOZOA

O filo Euglenozoa (Eukaryota, Excavata) (CAVALIER-SMITH, 1981)
engloba trés grupos monofiléticos, euglenideos, diplonemideos e cinetoplastideos,
consistindo de seres eucariotos, unicelulares e com uma grande variedade de modos
de nutricdo, incluindo predacao, osmotrofia, parasitismo e fotoautotrofia
(LEANDER, 2004). Como principais sinapomorfias do grupo temos um padrao de
raiz flagelar com dois corpos basais e trés arranjos de raizes microtubulares
assimétricos; haste paraxial em um ou ambos os flagelos; e organelas extrusivas,
tubulares e de paredes espessas, como tricocystos, mucocystos etc. (SIMPSON,
1997)

Os euglenideos (classe Euglenoidea) sdo bem conhecidos devido a seus
membros fotossintetizantes, como Fuglena. Eles sao agrupados por apresentarem
um revestimento particular: um sistema superficial formado por quatro
componentes principais — a membrana plasmatica, um padrao de tiras proteicas
sobrepostas, associadas a cisternas tubulares do reticulo endoplasmatico e
microtibulos (LEANDER; FARMER, 2000); a presenca dessa estrutura da um

aspecto estriado a célula e propicia movimentos de ondulacoes ao organismo. Este
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grupo evoluiu de um grupo de organismos fagotréficos que absorveram algas
eucarioticas, o que levou, eventualmente, a aquisicao do cloroplasto, através de uma
endossimbiose secundaria (GIBBS, 1981).

Os clados Euglenoidea e Kinetoplastea compartilham varias caracteristicas
morfolégicas, incluindo flagelos com numerosas projecoes finas semelhantes a pelos,
haste paraxial heteromoérfica e cristas mitocondriais discoidais (forma de pd)
(KIVIC; WALNE, 1984). Enquanto Diplonemea possui uma grande mitocondria
com cristas achatadas e flagelos que, aparentemente, sdo lisos (MARANDE;
LUKES; BURGER, 2005). Apesar das grandes diferencas entre os trés grupos, o
filo Euglenozoa é considerado monofilético baseado em andlises filogenéticas
moleculares, incluindo analise com gene SSU rRNA e genes codificadores de
proteinas (BREGLIA; YUBUKI; LEANDER, 2013).

Os cinetoplastideos (que incluem seres de vida livre, como os bodonideos, e
parasiticos, como Trypanosoma e Leishmania) apresentam como sinapomorfia a
alteracdo do DNA mitocondrial em cinetoplasto ou kDNA, uma rede de moléculas
de DNA circular associadas a proteinas, formando um corpusculo denso dentro da
mitocondria (SIMPSON; LUKES; ROGER, 2002), localizado na base do flagelo.
Nele existem os maxicirculos e os minicirculos (Fig. 1), sendo que os primeiros
variam de 20 e 35 kb de comprimento, dependendo da espécie. E nele que estd
presente a maioria dos genes codificadores de proteinas mitocondriais, como rRNAs
e subunidades do complexo respiratério (JENSEN; ENGLUND, 2012). Os
minicirculos sdo mais variaveis, tanto em tamanho quanto em contetudo; na familia
Trypanosomatidae, variam de 400 bp a 10 kb (GREIF et al., 2015). O papel deles é
codificar uma pequena molécula de RNA identificada como RNA guia (gRNA), a
qual direciona a edi¢do dos transcritos vindos dos maxicirculos (adigdo/delecao de

uridinas) (MADINA et al., 2014).
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Fig. 1: Micrografia eletronica de parte do kDNA de Angomonas deanei. Os pequenos loops sio os

miniciculos, a seta indica parte do maxicirculos.
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Estudos moleculares baseados na andalise genética do gene de RNA 18S
separaram os cinetoplastideos em dois grandes grupos, Prokinetoplastina —
compreendendo a ordem Prokinetoplastida— e Metakinetoplastina, com quatro
ordens: Eubodonida, Parabonida, Neobodonida e Trypanosomatida (que
compreende a familia Trypanosomatidae) (Moreira et al., 2004). Os bodonideos,
representados pelas trés primeiras ordens, sdo geralmente espécies de vida livre,
biflageladas, encontrados em ambiente aquatico, e desempenham papel ecologico

fundamental nesses ambientes, e é considerado o grupo mais ancestral aos

tripanossomatideos (D’AVILA-LEVY et al., 2009).

1.1.1 FAMILIA TRYPANOSOMATIDAE

As espécies classificadas na familia Trypanosomatidae apresentam uma
grande diversidade de organismos, com importancia médica, veteriniria e
economica. Todos sao parasitas obrigatorios; e depois dos nematoides, os
tripanossomatideos sao os eucariotos que apresentam a maior diversidade de

hospedeiros, infectando animais invertebrados como artrépodes hematéfagos ou
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fitofagos, plantas, sanguessugas e todas as classes de vertebrados (VICKERMAN,
1994; SIMPSON; STEVENS; LUKES, 2006; STEVENS, 2008; CAVALIER-SMITH,
2010).

Tripanossomatideos heteroxénicos representam um dos grupos com maior
interesse em pesquisa, no filo Euglenozoa, visto que ha interesse médico, veterinario
e econOmico, que inclui géneros 7Trypanossoma, Leishmania, Endotrypanum e
Porcisia, parasitas de mamiferos, e Phytomonas, parasitas de plantas -—
completando seu ciclo de vida em insetos vetores (KAUFER et al., 2017). As
espécies apresentando modo de vida monoxénico, que sao as predominantes,
incluindo 14 géneros, sao bons modelos para o estudo da diversidade parasitica de
protistas, associacdo hospedeiro-parasita e evolugdo de eucariotos (MOTTA, 2010).
O ciclo de vida dos tripanossomatideos, tanto heteroxénicos quanto monoxénicos, é
complexo, visto que apresentam diversas formas que variam de acordo com a
espécie e com a fase do ciclo de vida, podendo ser tripomastigota, promastigota,
amastigota, opimastigota, epimastigota e coanomastigota (DE SOUZA et al.,
2002).

Acredita-se que o modo de vida parasitico tenha se originado a partir de um
ancestral de vida livre, hoje relacionado ao grupo dos eubodonideos; os primeiros
grupos monoxénicos teriam surgido depois que insetos ingeriram essas espécies de
vida livre, as quais se adaptaram ao intestino destes artrépodes (STEVENS, 2008).
Com a capacidade de se alimentar de sangue, os insetos passaram a inocular os
parasitas em vertebrados; os que se adaptaram comecaram a circular entre os
vertebrados e invertebrados, originando as espécies heteroxénicas (HAMILTON et
al., 2004). Analises filogenéticas da familia mostram que o parasitismo heteroxénico
surgiu multiplas vezes e em diferentes momentos na evolucao do grupo (SIMPSON;

STEVENS; LUKES, 2006; STEVENS, 2008).
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1.1.2 TRIPANOSSOMATIDEOS PORTADORES DE ENDOSSIMBIONTES

Tem-se conhecimento de que sete espécies de tripanossomatideos dos géneros
Angomonas, Strigomonas e Kentomonas, todos parasitas somente de insetos, sdo
portadores de uma bactéria endossimbionte (CHANG, 1975; FIORINI et al., 1989;
FARIA E SILVA et al., 1991; MOTTA et al., 1991; TEIXEIRA et al. 2011,
VOTYPKA et al, 2014), denominados SHT, do inglés Symbiont-Harboring
Trypanosomatids. As bactérias por sua vez sdo denominadas Candidatus
Kinetoplastibacterium ou TPE, do inglés Trypanosomatid Proteobacterial
FEndosymbiont. Pertencentes a classe [R-proteobactéria, sao intracitoplasmaticos
obrigatérios, nao sobrevivendo fora do hospedeiro, além de possuir uma dupla
membrana separada por um espaco eletrolitico e dividem-se sincronicamente com
seu hospedeiro (DE SOUZA; MOTTA, 1999), e hé, normalmente, somente um TPE
por SHT (MOTTA et al., 2010).

O primeiro endossimbionte descrito em um tripanossomatideo foi
caracterizado como um diplossomo (estrutura formada por dois centriolos), em
Strigomonas culicis isolado de Triatoma infestans (NOVY; MACNEAL; TORREY,
1907). Posteriormente, em Strigomonas oncopelti uma estrutura similar foi
denominada corpo bipolar, capaz de se auto reproduzir e composta por
ribonucleoproteinas (NEWTON; HORNE, 1957). Logo, as mesmas estruturas
foram reportadas em Angomonas desouzai e Angomonas deanei (espécies entao
classificadas no género Crithidia, ver abaixo). Apés o tratamento por antibidticos
de culturas com essas espécies, conclui-se que, na verdade, os diplossomos e corpos
bipolares correspondiam & mesma estrutura, endossimbiontes (Fig. 2) (MUNDIM

et al., 1974).
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Fig. 2: Microscopia de luz de tripanossomatideos do género Angomonas e Strigomonas portadores
de endossimbiontes. 1-2, A. deanei. 3-4, S. oncopelti e ndo portadores de endossimbiontes. Setas

apontam para para formas opistomorfas. Escala = 10um.

Fonte: Borghesan, 2013.

Analises moleculares do DNA ribossomico mostraram que os TPEs de S.
culicis e A. deanei compartilham alta identidade (DU; MASLOV; CHANG, 1994),
o que sugere que tenham se originado do mesmo ancestral, uma p-proteobactéria
(DU; MCLAUGHLIN; CHANG, 1994). Em conjunto, os dados moleculares sugerem
que a endossimbiose em tripanossomatideos tenha surgido somente uma vez, no
periodo Cretaceo, no qual um hospedeiro ancestral adquiriu uma proteobactéria,
sucedendo na coevolucao de ambos e por fim também na coespeciacao.

A presenca de um endossimbionte induz mudancas morfolégicas, bioquimicas
e moleculares no hospedeiro tripanossomatideo, quando tratados com antibidticos,
tornando a cultura apossimbiética, parte dessas caracteristicas tinicas sao perdidas
(ROITMAN; CAMARGO, 1985). Morfologicamente, o hospedeiro nao possui a
estrutura paraflagelar, localizado no flagelo; nem microtibulos abaixo da
membrana plasmatica, onde as ramificacbes das mitocondrias tocam; por ultimo, as
fibras do kDNA sdo mais dispersas, fazendo com que o mesmo seja mais frouxo,
quando comparado ao kDNA de outros tripanossomatideos (DE SOUZA; MOTTA,

1999).
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Quando tratamos de aspectos bioquimicos, alguns trabalhos demonstram
como os endossimbiontes contribuem com o metabolismo dos seus hospedeiros
(CHANG, 1975; ROITMAN; CAMARGO, 1985; ALVES et al., 2013). Um dos
primeiros trabalhos sobre como o TPE colabora nutricionalmente com o SHT,
mostra com os hospedeiros nao exigem adicao, ao meio de cultura, de ornitina,
arginina e citrulina, nutrientes intermedidrios do ciclo da ureia que sdo supridos
pelo endossimbionte (GALINARI; CAMARGO, 1978).

Um aspecto particularmente significativo é a importante relagado mutualistica
entre os dois organismos simbiontes, onde o tripanossomatideo fornece um habitat
propicio para a sobrevivéncia de TPEs, enquanto estes, por sua vez, fornecem
nutrientes essenciais para o metabolismo do seu hospedeiro (CHANG, 1975;
ROITMAN; CAMARGO, 1985; ALVES et al., 2013). Por exemplo, estudos sobre
requerimentos nutricionais mostraram que tripanossomatideos hospedeiros de TPEs
nao exigem adicdo, ao meio de cultura, de ornitina, arginina e citrulina, nutrientes
intermediarios do ciclo da ureia que sdo supridos pelo endossimbionte (GALINARI;
CAMARGO, 1978).

Outro importante nutriente fornecido pela bactéria endossimbionte de

tripanossomatideos é o grupamento heme (composto carregador de F62+ e

fundamental para a maioria dos seres vivos). Os SHTs nao requerem de hemina
(uma fonte de heme) no meio de cultura, indicando a capacidade do TPE de
sintetizar o heme. A via completa da sintese desse composto é encontrada na
maioria dos organismos e é altamente conservada (MUNDIM; ROITMAN, 1977;
MUNDIM et al., 1974; ALFIERI; CAMARGO, 1982; FARIA E SILVA et al.,
1991). Estudos recentes baseados em andlises de genomas completos mostraram a
presenca dos genes gltX, CPOX, PPOX e FeCH em espécies do género Angomonas

e Strigomonas, que codificam algumas das enzimas da via biossintética do heme,
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oriundos de transferéncia lateral (exceto gltX) de uma ou mais bactérias da classe
Gammaproteobacteria; enquanto que para genomas de TPEs, apresentam os outros
genes que complementam a via do heme (hemA, GSA, ALAD, PBGD, UROS,
UROD, hemN, FeCH), os TPEs também codificam o gltX (ALVES et al., 2011).
Apesar dos diversos estudos envolvendo a familia Trypanosomatidae, sao
poucos o0s que examinam o genoma total dos tripanossomatideos e seus
endossimbiontes. Alves e cols. (2013b) analisaram cinco genomas de TPEs,
mostrando que a evolugado genomica destas p-proteobactérias foi bem similar a de
endossimbiontes de grupos bem distintos dos tripanossomatideos, tais como amebas
e insetos. Como principais aspectos revelados pelo estudo temos: diminui¢ao do
genoma total por perda de genes e retencao preferencial de genes envolvidos na
colaboragao entre endossimbionte e hospedeiro, com adicional pressao seletiva
positiva em alguns casos. Outras caracteristicas semelhantes a outros simbiontes
incluem reducao do conteido de GC, a auséncia completa de rearranjo nos

genomas e a perda de alguns genes relacionados a recombinagao nao homoéloga.

1.1.3 CLASSIFICACAO TAXONOMICA

Devido a auséncia de registros fosseis, a grande maioria das pesquisas
relacionadas a taxonomia e filogenia de tripanossomatideos tem sido feita com base
em morfologia, ciclo de vida e preferéncia de hospedeiros. Entretanto, devido tanto
a limitacOoes nestes tipos de dados para a inferéncia filogenética quanto a
caracteristicas peculiares de tripanossomatideos que albergam endossimbiontes, a
utilizagao desses caracteres torna-se uma tarefa imprecisa. Devido a isso, estudos
filogenéticos recentes tém utilizado diversos marcadores moleculares tentando

desvendar e compreender a evolucdo e as relagoes filogenéticas do grupo
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(HOLLAR; MASLOV, 1997; HUGHES; PIONTKIVSKA, 2003; YURCHENKO et
al., 2006).

Estudos recentes, baseados em andalises dos genomas completos dos
simbiontes de tripanossomatideos, mostraram a total sintenia dos genes das
espécies de endossimbiontes e confirmaram que estes pertencem a classe B-
proteobactéria, familia Alcaligenaceae (MOTTA et al., 2013), e sdo mais
proximamente relacionados com o género Taylorella (ALVES et al., 2013Db).

Em relacdo ao hospedeiro tripanossomatideo, Souza e Corte-Real (1991)
propuseram uma mudanca na classificacdo de Crithidia deanei em um novo género,
chamado de Angomonas, a partir de caracteres morfologicos. J& em 2000, Brandao
e colaboradores, através de andalises de caracteres morfologicos e kDNA,
propuseram a classificagdo de C. deanei e C. desouzai no género Angomonas.
Entretanto, essa classificacdo nao foi adotada, devido, provavelmente, a falta de
dados taxondmicos suportados por analises filogenéticas moleculares. Em 2011,
Teixeira e colaboradores analisaram e estabeleceram, a partir de sequéncias da
regido V7-V8 da subunidade menor do RNA (SSU rRNA), além de critérios
nutricionais e morfolégicos, o género Angomonas e grupos relacionados. Como
resultado, o género Angomonas foi dividido em dois subgrupos: deanei e desouzai.
O primeiro grupo é composto por Angomonas deanei e mais seis paratipos,
incluindo o isolado previamente denominado Herpetomonas roitmani. O segundo
compreende Angomonas desouzai, dois paratipos e uma nova espécie, Angomonas
ambiguus (TEIXEIRA et al., 2011).

Como dito anteriormente, acredita-se que a associacao de tripanossomatideos
com bactérias endossimbiontes originou-se em um tUnico momento no periodo
Creticeo (DU; MASLOV; CHANG, 1994). Dessa maneira, os grupos que

apresentam endossimbionte sdo monofiléticos e bem distintos dos clados de
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tripanossomatideos que nao o apresentam. Dentro dos clados, também ha uma
congruéncia entre as espécies: andlises filogenéticas confirmam que os TPEs do
género Strigomonas sao bem relacionados entre si e suas arvores filogenéticas
apresentam o mesmo padrao de ramificacdo daquele visto entre os SHTs.

Da mesma maneira, a filogenia dos TPEs do género Angomonas reflete a de
seus respectivos SHTs, com excecdo de Angomonas ambiguus (TEIXEIRA et al.,
2011). O genoma nuclear de A. ambiguus parece ser filogeneticamente mais
relacionado a A. desouzai, enquanto o endossimbionte parece ser mais
proximamente relacionado a A. deanei (este cendrio é exibido na Fig. 3). Por tal
motivo, o endossimbionte de A. ambiguus foi classificado como Candidatus
Kinetoplastibacterium crithidii (neste trabalho serd usado denominado como

Candidatus Kinetoplastibacterium crithidii ‘amb’) (TEIXEIRA et al., 2011).

Fig. 3: Representacdo esquematica das relagbes evolutivas dos SHTs do género Angomonas e
Strigomonas (lado esquerdo), e dos TPEs (lado direito). No género Strigomonas vemos um padrao
entre os dois cladogramas, ao passo que A. ambiguus estd relacionada a A. desouzai, mas seu
endossimbionte estd mais préximo do endossimbionte de A. deanei.

Angomonas deanei Ca. K. crithidii

Angomonas desouzai Ca. K. crithidii 'amb’

Angomonas ambiguus "Ca. K. desouzaii

SHT
idl

Strigomonas galati - Ca. K. galatii

Strigomonas culicis > Ca. K. blastocrithidii

Strigomonas oncopelti Ca. K. oncopeltii




27

Como mencionado acima, parece haver uma discordancia entre a origem do
genoma do tripanossomatideo e a origem do genoma de seu endossimbionte na
espécie Angomonas ambiguus. E recentemente, a filogenomica emergiu como um
novo dominio da filogenia, tentando solucionar algumas questdes que a filogenia
molecular mais tradicional, que usa um ou dois genes, ndo consegue resolver. Esta
abordagem apresenta como principal vantagem a menor probabilidade de erros de
analise oriundos de fatores estocésticos, ja que o uso de um grande conjunto de
dados aumenta consideravelmente a consisténcia estatistica de reconstrugoes e
testes filogenéticos (GEE, 2003). Empregar a andlise filogendmica no estudo de
SHT e TPE, ird permitir definir graus de discordancia filogenética, como o caso de
A. ambiguus e seu endossimbionte e essencial para melhor entendimento da

evolucdo dos mesmos.

1.2 BIOINFORMATICA

O avanco na tecnologia de sequenciamento, em especial com a segunda
geracao de sequenciadores, permitiu um aumento consideravel no nimero de
sequéncias gendmicas disponiveis em bancos de dados, devido, principalmente, ao
seu alto rendimento e & diminui¢do de seus custos (SHENDURE; JI, 2008). A
possibilidade de sequenciar o genoma de um organismo viabilizou que diversas
abordagens de estudos fossem desenvolvidas, permitindo obter, por exemplo, a
estrutura e funcdo dos genes, variedade genética, presenca de elementos moveis,
expressao diferencial, presenca de genes adquiridos por transferéncia lateral e
construcao de mapas metabdlicos (NIERMAN; EISEN; FRASER, 2000).

Sequéncias gendmicas completas, a principio, constituem uma fonte de dados

singular, representando aquilo que é necessario para a formacao de um organismo
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em conjunto com os fatores epigenéticos. A anilise do genoma de um tnico
individuo, considerado isoladamente, nao é capaz de revelar muito sobre si. Para
tanto, o estudo comparativo entre genomas de espécies relacionadas pode, muitas
vezes, predizer as funcoes de genes, através da transferéncia de anotacdo funcional
de proteinas a partir de organismos mais bem estudados para menos estudados
(BROSCH et al., 2001). Isto torna gendmica comparativa uma abordagem
poderosa para a obtencdo de uma melhor compreensao dos genomas. Além disso,
ela tem auxiliado em aspectos fundamentais na genética, bioquimica e investigacao
das relagdes filogenéticas entre as espécies (GALPERIN; KOONIN, 1999;
KONDRASHOV, 1999; FRASER et al., 2000; HUYNEN et al., 2005; ABBY;
DAUBIN, 2007).

Apesar do atual uso de sequéncias moleculares para entender as relagoes
entre grupos de espécies, desde a década de 1980 ja usavam-se genes para a
inferéncia da filogenia. Entretanto, a informacdo de wum ftnico gene era
frequentemente insuficiente para obter um suporte estatisticamente relevante para
a filogenia. Com o desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento e a obtencao
de uma grande quantidade de dados genéticos, tal problema pode ser amenizado
devido a efeitos na amostragem, expandindo o numero de caracteres e taxons
usados na andlise filogenética (DAUBIN; GOUY; PERRIERE, 2002). Como
consequéncia, foi possivel revelar as relacdes entre grupos e espécies que antes,
usando caracteres morfolégicos ou somente poucos genes, nao era possivel de
determinar, principalmente quando tratamos de grupos de microrganismos.

No ambito da biologia molecular, as relagoes evolutivas entre as espécies sao
deduzidas através da comparacao de sequéncias, tentando encontrar uma indicagao
indireta de homologia entre os genes. Genes homoélogos sdao aqueles que descendem

de um ancestral em comum; partindo desse conceito, genes ortdlogos sao homologos
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que divergiram entre si apés um evento de especiagdo (FITCH, 1970; 2000). J&
genes paralogos surgiram apos evento de duplicagdo génica, e inparalogs sao
paralogos que se originaram a partir de duplicagées linhagem-especificas apds o
evento de duplicacao; por sua vez, outparalogs sao resultantes de duplicacoes que
precederam um dado evento de especiacio (SONNHAMMER,; KOONIN, 2002).
Esses conceitos sdo importantes pois um dos métodos utilizados para comparacgao
de genomas e posterior inferéncia filogenética é baseado na auséncia ou presenca de
familias génicas observadas nos genomas, um deles através de genes ortélogos.

Outro modo de comparacdo de genomas se d4 através de investigacoes de
sintenia e mudanca de organizacdo estrutural de genes. Sintenia refere-se a
compreensao de como a ordem dos genes em genomas foi se modificando ao longo
do tempo, caso venham a ser alterados. Andlise de sintenia permite examinar
atentamente as forgas seletivas e de mutacbes que atuam sobre a estrutura do
genoma (GHEDIN et al., 2004). Entender a ordem de genes e a estrutura do
genoma em diferentes espécies pode funcionar como marcador para o tempo de
divergéncia entre elas.

A filogendmica surge entdo no sentido de interseccionar os campos da
filogenia e gendémica (EISEN; FRASER, 2003), e dessa forma visa a integragao de
dados genomicos, sejam estes na forma de sequéncias de nucleotideos/aminoacidos,
propriedades de sequéncias (como contetido GC, entropia e classificacdo funcional),
propriedades gendmicas (sintenia, rearranjos, abundancia relativa de dominios) ou
dados vindos de andlises de microarranjos, com arcabougo evolutivo fornecido pela

filogenética (SJOLANDER, 2004).
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1.2.1 SEQUENCIAMENTO DE GENOMAS

O sequenciamento gendmico é a técnica que permite identificar a sequéncia
de nucleotideos de uma molécula de DNA ou RNA, na ordem correta, com o
objetivo final de determinar a informacao genética presente na estrutura. Com o
passar do tempo, a tecnologia de sequenciamento foi se modificando e aprimorando;
um dos primeiros métodos utilizados foi por hidrélise ou degradacao quimica,
conhecido como Maxam—Gilbert (MAXAM; GILBERT, 1977). Logo depois veio o
sequenciamento por terminacdo de cadeia com dideoxinucleotideos de Sanger, que é
utilizado ainda hoje. Em 1986 foi lancado o primeiro sequenciador automatico e,
em 1998, o primeiro sequenciador por eletroforese capilar. Com a automatizacao do
processo foi possivel realizar grandes projetos de sequenciamento.

A segunda geracdo da tecnologia de sequenciamento, conhecida como NGS
(Next Generation Sequencing), veio com uma proposta de acelerar e diminuir os
custos do processo de sequenciamento. As plataformas NGS, apesar de possuirem
tecnologias particulares, se baseiam no processo massivo de fragmentos de DNA,
que podem ler milhGes até bilhdes de fragmentos ao mesmo tempo, ao contrario de
tecnologias anteriores. Em 2004, com o lancamento do sequenciador da Roche 454,
e logo depois com o lancamento das plataformas SOLEXA e Illumina em 2005,
houve a primeira queda acentuada nos custos por megabase sequenciada. Apesar
disso, o processo da reagao e de equipamentos ainda custavam caro (HEATHER;
CHAIN, 2016).

As tecnologias utilizadas pelas plataformas de sequenciamento de segunda
geracao produzem uma quantidade de leituras muito maior se comparadas ao
Sanger, mas o tamanho médio delas é menor. O método de pirosequenciamento

com deteccao de pirofosfato, utilizado pelo Roche 454 produz leituras com média
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de 500 bp, uma atualizacdo em 2008, com a plataforma 454 GS FLX Titanium
passou a produzir leituras de 700 bp, apesar da producao de longas leituras, esse
tipo de tecnologia possui uma baixa acurdcia para representar regioes
homopoliméricas (ZHANG et al., 2011).

Outras tecnologias NGS, como o ABI SOLiD (sequenciamento por ligagao),
em 2006 produzia leituras de tamanho 25-35 bp, atualmente, o tamanho varia de
acordo com a biblioteca utilizada (Mate-paired com 2x60 pb, Paired-end com 75x35
pb e Fragment com 75 pb); IonTorrent (sequenciamento por ionizacdo), na
plataforma atual consegue produzir leituras de até 200 bp; Illumina
(sequenciamento por sintese), dependendo do modelo (MiSeq, NextSeq 500 e
HiSeq) pode variar de 35 a 250 bp (REUTER; SPACEK; SNYDER, 2015).

Os sequenciadores de segunda geracao utilizam estratégias diferentes, mas
possuem etapas em comuimn:

1 — Preparo da amostra: o DNA ¢é fragmentado de maneira aleatéria;
adaptadores sdo incorporados aos templates (fragmentos). A criagdo de bibliotecas
de DNA pode ser feita de duas maneiras: paired-end, que sequencia as duas
extremidades dos templates com tamanhos entre 200 a 500 nucleotideos, ou mate-
pair, sequenciando fragmentos de tamanhos maiores, entre 2000 a 5000
nucleotideos. Nesse caso sao gerados templates maiores, os adaptadores sao ligados
e o fragmento circularizado; é realizada uma digestao enzimatica que gera um
fragmento com duas pontas do template e com o adaptador na regido interna. Essa
forma de preparo, apesar de mais etapas, permite a deteccao de variagoes
estruturais e geracao de scaffolds.

2 — Amplificacdo: tem como objetivo gerar milhares de copias de cada

fragmento de DNA produzido na etapa anterior, de modo a aumentar a fonte do
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sinal luminoso (ou, no caso do IonTorrent, aumento do sinal i6nico) que sera
detectado pelo sequenciador.

3 — Sequenciamento: nesta etapa um aparelho, o sequenciador, executa uma
série de reacbes quimicas, que geram sinais que sao detectados e determinam a
sequéncia do template.

Atualmente estamos na terceira geracdo de sequenciadores, lancada em 2010.
A plataforma da Pacific Biosciences usa a tecnologia single-molecule real-time
(SMRT) ou método de sintese em tempo real, que produz leituras longas, chegando
a 60 kbp com precisdo de 99,99% (se utilizada alta cobertura), entretanto ainda é
uma tecnologia com custos bem altos. A tecnologia desenvolvida pela Oxford
Nanopore Technologies, lancada nos tultimos anos, utiliza-se do método de
nanoporo onde sao incorporados poros de proteina em uma membrana de polimero
sintético dentro de um microchip. A cadeia de DNA a ser sequenciado passa
através do poro e, quando cada nucleotideo atravessa, é registrado como um sinal

elétrico diferente detectado pela maquina (REUTER; SPACEK; SNYDER, 2015).

1.2.2 MONTAGEM

Ao sequenciar um genoma completamente, milhares de fragmentos sao
gerados, assim a montagem consiste em um conjunto de procedimentos que buscam
organizar essas sequencias curtas em um espago linear, com o intuito de representar
verdadeiramente o DNA da espécie em estudo. Primeiramente existe uma etapa de
analise de qualidade, em que bases de baixa qualidade sdo removidas. Ela é
verificada por um score, chamado de Phred, indicando o quanto o sequenciamento

foi confiavel para cada uma das bases; quanto maior o seu valor, maior serd a

confianca de que determinada base foi atribuida de forma correta em uma leitura.
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Apés a analise de qualidade, as leituras podem ser usadas para a montagem,
onde sao alinhadas umas com as outros, tentando identificar as regides que sao
sobrepostas (SCHLEBUSCH; ILLING, 2012), formando assim contigs. Alta
cobertura garante maior precisao no alinhamento das leituras e reduz a taxa de
erros nas montagens (MILLER et al., 2010; SCHATZ et al., 2010).

Um dos parametros para calcular a qualidade da montagem é analisando o
N50, que mostra o comprimento do menor contig a partir do qual o somatoério de
todos os contigs (do maior para o menor) representa a metade do tamanho do

genoma, revelando o quanto de um genoma é coberto por contigs grandes

(SCHATZ; DELCHER; SALZBERG, 2010).

1.2.3 PREDICAO DE GENES

Uma das principais etapas em projetos de genoma é a identificacao de genes
codificadores de proteinas, mas também identificar outros elementos funcionais do
DNA, como genes de RNA e regioes regulatérias. Nos tltimos anos houve um
crescente desenvolvimento de técnicas e programas que pudessem melhorar cada
vez mais a forma como as sequéncias sdo preditas, em razao da grande quantidade
de dados gerados por uma tunica corrida, e do fato de que sao sequenciados
genomas, principalmente de procariotos, a toda hora. Assim, realizar a tarefa de
predicio bem e de forma automatizada é essencial para bom andamento de
qualquer projeto genoma (GOEL; SINGH; ASERI, 2013).

A predicdo de genes em eucariotos é uma etapa bastante complexa, dada a
organizacao dos mesmos em éxons e introns; aqui, no entanto, serd tratado da
predicdo em procariotos, visto que os genes dos tripanossomatideos estudados se

comportam como de procariotos, por nao possuirem introns (somente quatro nos
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genomas previamente caracterizados). O primeiro passo para a andlise do genoma
procarioto é a identificacdo de todos os genes, visto que eles representam 90% do
genoma total. Particularmente, o problema se dd em identificar ORFs (Open
reading frame ou quadro aberto de leitura) verdadeiras, ji que é comum encontrar
ORFs parcial ou completamente sobrepostas, e localizar sinais regulatérios onde
existe um promotor ou um terminador (GALPERIN; KOONIN, 1998).

As duas principais abordagens de predicao sao extrinseca e intriseca. Na
primeira, realiza-se a predicdo por comparacgao, realizando-se um BLAST
(ALTSCHUL et al., 1990) com sequéncias de organismos préximos, o que pode ser
bastante efetivo. Na abordagem intriseca, o preditor usa aspectos da prépria
sequéncia para idetificar os genes, um preditor que usa a segunda abordagem é
conhecido como ab initio.

Existem diversos programas para predicao de genes ab initio, como
GeneMark (BESEMER; BORODOVSKY, 2005), que usa o modelo de cadeias de
Markov (HMM) para identificar regides codificadoras, e GLIMMER (SALZBERG
et al., 1998), que usa modelo de Markov interpolado (MMI). O MMI é, em
principio, mais poderoso do que as cadeias de Markov, e alguns experimentos
computacionais mostram resultados mais precisos quando usados para encontrar

genes em DNA bacteriano.

1.2.4 ANOTACAO

A obtencdo das sequéncias de DNA nao fornece muitas informagoes
biolégicas de modo imediato e representa apenas o primeiro passo para a
compreensao do genoma. O entendimento dos mecanismos envolvidos no

funcionamento do genoma depende da precisdo dos processos de anotacdo. Anotar
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uma sequéncia nada mais é que determinar um significado biolégico para ela
(STEIN, 2001).

A anotacdo, atualmente, é realizada basicamente por comparacdo, com
sequéncias depositadas em diversos bancos de dados, através principalmente do
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), e suas variantes. Os principais
bancos de dados sdo NR ( proteinas nao-reduntantes) , PFAM (banco de dominios
proteicos), INTERPRO (integra familias, dominios e sitios proteicos), CDD (banco

de dominios conservados), KEGG (banco de vias metabdlicas).
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2 OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho é realizar uma analise em larga escala do genoma
de Angomonas ambiguus TCC2435 e seu endossimbionte através da abordagem

comparativa com outros tripanossomatideos e endossimbiontes.

Objetivos Especificos

1. Caracterizar o  genoma A. ambiguus (SHT) e  Candidatus
Kinetoplastibacterium crithidii ‘amb’ (TPE);

2. Realizar a anotacao gendémica do SHT e TPE;

3. Comparar o genoma de A. ambiguus com aqueles de outros
tripanossomatideos previamente sequenciados, em especial dos géneros
Angomonas e Strigomonas.

4. Comparar o genoma do TPE de A. ambiguus com os genomas de outros
endossimbiontes de tripanossomatideos;

5. Confirmar, por filogenia multigénica (filogenémica), a posicao filogenética de
A. ambiguus e seu TPE em relacdo aos outros SHTs e TPEs ja

sequenciados.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 SEQUENCIAS E MONTAGEM DO GENOMA

O departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas (USP)
junto com Department of Microbiology and Immnunology, Virginia Commonwealth
University, EUA desenvolveram um grande projeto denominado Assembling the
Tree of Life — Phylum Fuglenozoa (AToLE), com o intuito de estudar
especialmente organismos nao-parasitas, ou parasitas sem interesse médico humano.
Este grande projeto fornece subsidios para desenvolver uma série de pesquisas
envolvendo o Filo Euglenozoa (Euglenida, Diplonemida e Kinetoplastida), estando
o Prof.° Dr.° Joao Marcelo Pereira Alves encarregado de estudar os genomas e
transcriptomas de diversos organismos da classe Kinetoplastida, além do
desenvolvimento de ferramentas de bioinforméatica. Muitos dos dados gendémicos ja
disponiveis a serem utilizados neste trabalho provém, portanto, do projeto AToLE.

O genoma do organismo estudado, Angomonas ambiguus, foi sequenciado em
nivel rascunho através da plataforma Illumina MiSeq. Foi gerado, a partir de uma
biblioteca TruSeq LT, um total de 13.233.416 de leituras (pareadas, 2 x 250). A
montagem foi feita utilizando-se o programa Newbler v. 2.9 (Roche 454), com
pardmetros default (exceto pelo uso de -large, necessirio devido ao nimero de
repeticbes no genoma, que torna a montagem muito lenta).

As sequéncias pertencentes ao endossimbionte foram inicialmente separadas
das nucleares por similaridade com os genomas, previamente sequenciados
completamente, de outras cinetoplastibactérias (ALVES et al., 2013b). Com isso,
foram obtidos 14 contigs perfazendo cerca de 816 kbp de sequéncia genémica (bem

préximo aos valores vistos nos outros TPEs, entre 810 kbp e 833 kbp). No entanto,
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esse processo ainda pode potencialmente deixar de capturar algumas sequéncias,

unicas ao TPE de A. ambiguus e presentes em contigs menores.

3.2 PREDICAO GENICA

Para predicdo das sequéncias génicas, tanto para o genoma do
tripanossomatideo quanto para a P-proteobactéria endossimbionte, foi utilizado
Glimmer v.3.02 (DELCHER et al., 2007). O Glimmer é uma cole¢do de programas
para identificacdo de genes de bactérias, o qual usa um conjunto de genes de
treinamento para criagdo de um modelo de Markov. Foram utilizados os
parametros padroes, tanto para o genoma procarioto quanto para o eucarioto.
Nesta etapa foram preditos os genes para os organismos eucarioto e procarioto.
Regioes correspondentes a RNAs ribossomicos e transportadores foram preditos
usando os programas RNAmmer v. 1.2 (LAGESEN et al., 2007) e tRNAscan-SE v.
1.4 (LOWE; EDDY, 1997), respectivamente.

Além dos genomas de A. ambiguus e seu endossimbionte, foi realizada a
predicao de sequéncias codificantes dos genomas de outros cinco tripanossomatideos
e seus respectivos TPEs, uma vez que os dados destes genomas serao necessarios
para a comparagao gendmica e analise filogenética. Sao eles: Angomonas deanei e
Candidatus Kinetoplastibacterium crithidii; Angomonas desouzai e Ca. K.
desouzaii; Strigomonas culicis e Ca. K. blastocrithidii; Strigomonas galati e Ca. K.

galatii; Strigomonas oncopelti e Ca. K. oncopeltii.
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3.3 ANOTACAO

A primeira etapa da anotacdo das sequéncias preditas foi realizada por
similaridade através do programa BLAST e rpsBLAST v. 2.4.04+ (CAMACHO et
al., 2009), contra os bancos de dados NR (Non-redundant) e CDD (Conserved
Domains Database), respectivamente, disponiveis no NCBI

(ftp://ftp.ncbi.nih.gov /blast /db/).

Para anotacdo metabdlica utilizou-se o ASGARD v.1.6.5 (ALVES; BUCK,
2007), usando termos do KEGG Orthology e Uniprot. A partir destes bancos de
dados, o ASGARD lida com as sequéncias proteicas preditas em etapas anteriores
para anota-las, identificado as vias metabdlicas de que participam, além de
permitir a comparagao de mapas metabdlicos entre espécies, identificando vias que
espécies podem compartilhar ou nao. Também utilizou-se o InterProScan v5.20-
59.0, com intuito de buscar motivos proteicos em vérias bases de dominios e/ou

familias de proteinas.

Através do Artemis (CARVER et al., 2008), um visualizador de genomas, foi
possivel realizar a correcao de erros de quebra de ORFs, bem como a eliminacao de

pseudogenes preditos equivocadamente.
3.4 GENOMICA COMPARATIVA

Uma das possiveis formas de comparar os genomas entre espécies é a partir
da identificacdo de genes ortélogos. A identificagdo dos grupos de genes ortélogos
foi realizada através do programa OrthoMCL v.2.0 (LI et al., 2003). Este programa
utiliza-se do BlastP para fazer um alinhamento todos-contra-todos, entao as
sequéncias que tiveram melhores hits reciprocos sao identificadas como possiveis

pares ortélogos; os endoparalogos sdo identificados quando sequéncias dentro do
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mesmo genoma sao mutualmente mais semelhantes entre si do que quaisquer outras
sequéncias dos outros genomas. Em seguida, as relacoes dos possiveis ortélogos e
paralogos sao convertidos em grafos, nos quais os nés representam proteinas e as
arestas sao as relagoes entre eles, agrupados baseados na similaridade entre as
sequéncias. E dada uma pontuacio para cada uma das relacdes de sequéncias, a
qual é representada por uma matriz de pontuacao simétrica; por ultimo, é aplicado
o algoritmo MCL, o qual vai considerar todas as relacdbes no grafo, separando
paralogos divergentes, ortologos distantes que foram agrupados erroneamente, e
sequéncias com diferentes dominios. Uma grande vantagem do OrthoMCL, é que

ele pode ser usado com um grande nimero de espécies.

Apos rodar o OrthoMCL, foram compiladas as sequéncias de genes
ortdlogos, sendo que cada grupo possuia sempre seis sequéncias, uma de cada
espécie em estudo; esta separacao foi realizada através de scripts em Perl e Bash.
Cada grupo foi colocado em um arquivo “fasta”, com o alinhamento de cada um
dos arquivos por meio do programa MUSCLE v.3.8.31 (EDGAR, 2004), utilizando
parametros padroes; foi criado um script em shell para automatizar a tarefa. A
ferramenta OrthoVenn foi usada para criacao do diagrama de Venn das seis
espécies de hospedeiros e endossimbiontes

(http://www.bioinfogenome.net/OrthoVenn/).

A comparacio estrutural entre os genomas foi feita através de andlises de
rearranjos e sintenia, utilizando o programa Mauve v.2.4.0 (DARLING et al.,
2004), tanto para os genomas do nicleo quanto para o do endossimbionte,
utilizando a opcgao progressive Mauve, que usa um algoritmo de busca de
similaridade mais apurada e sensivel, além de que pode ser comparado um niimero

maior de taxa na mesma comparacao.
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3.5 ANALISE FILOGENETICA

Posteriormente a fase de alinhamento, analises de maxima verossimilhanca
foram executadas usando o RAxML v.8.2.9 (STAMATAKIS, 2014), utilizando
selecdo de modelo de substituicdo (-m) automatica (PROTGAMMAAUTO). O
suporte de ramos foi estimado pela andlise por bootstrap (-f a), e o nimero de

pseudoreplicatas foi calculado automaticamente (-# autoMR).

As arvores filogenéticas obtidas foram categorizadas de acordo com os
grupos monofiléticos a partir de sequéncias de Angomonas ambiguus e seu TPE,
usando como grupo externo Strigomonas culicis e Ca. K. blastocrithidii para a
analise do genoma do tripanossomatideo e do endossimbionte, respectivamente; esta
etapa foi feita com o programa Newick Utilities v.1.6.0 (RAGONNET-CRONIN et
al., 2013), utilizando as arvores no formato newick. Além disso, usou-se o Clann
v.3.0.0 (CREEVEY; MCINERNEY, 2009) para a construgdo da superarvore,
utilizando parametros padroes, primeiramente através da analise de bootstrap, e
entdao fazendo uma busca heuristica para busca da melhor arvore consenso. Um

fluxograma com as etapas desenvolvidas neste trabalho é encontrado na Figura 4.



Fig 4. Fluxo de etapas desenvolvidas neste projeto.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO GERAL DOS GENOMAS

Foram utilizados dois genomas principais, o de Angomonas ambiguus e o do
seu endossimbionte, Ca. K. crithidii ‘amb’, além dos genomas das cinco espécies
relacionadas, juntamente com os seus respectivos TPEs, para a analise
comparativa.

Um total de 10.911 genes codificadores de proteinas, 7 sequéncias de rRNAs
e 153 de tRNAs foram preditos para A. ambiguus. Dos sete rTRNAs, seis sdo 8S e
um 18S. Para Ca. K. crithidii ‘amb’, identificamos 755 genes, 3 rRNAs (16s, 5s e
23s) e 41 tRNAs. Os dados obtidos a partir da montagem e predigdes sao
mostrados a seguir, comparativamente as espécies Angomonas deanei, Angomonas
desouzai, Strigomonas culicis, Strigomonas galati e Strigomonas oncopelti (Tabela
1) e seus TPEs (Tabela 2), lembrando que o genoma de Ca. K. crithidii 'amb' néo
teve sua sequéncia finalizada em um s6 contig e, portanto, alguns dos niimeros sao

preliminares.

Tabela 1: Dados comparativos dos genomas dos SHTs

A. amb A. dea A. des S. cul S. gal S. onc

Tamanho do genoma (Mb) 21,194 23,079 24,250 23,587 27,235 24,96

Média GC (%) 46,10 49,24 49,15 56,72 49,94 54,94

CDS 14,239 17,952 20,905 15,317 14,868 19,022

Tamanho médio CDS (kb) 943,47 882,55 698,67  1,003,39 990,41 671,75
Genes de rRNA 7 20 17 14 17 15
Genes de tRNA 153 97 109 140 149 88

Tabela 2: Dados comparativos dos genomas dos TPEs

GRS CKoai C.Kdes C Kbla CK gal C K. onc

Tamanho do genoma (kb) 803,474 821,930 833,125 820,029 822,140 810,170

Média GC (%) 30,65 30,29 30,17 32,55 32,36 31,23
CDS 754 781 794 776 779 746
Tamanho médio CDS (kb) 948.40 964.31 961.94 957.28 965.85 967.58
Genes de rTRNA 9 9 9 9 9 9

Genes de tRNA 41 44 43 43 43 43
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Os genomas dos tripanossomatideos portadores de endossimbiontes (SHTS)
estudados sdo similares entre si, apresentando pouca variacdo no tamanho do
genoma, no conteudo GC e numero de genes. A tUnica divergéncia que vemos é o
numero de rRNAs exibido por Angomonas ambiguus, que apresenta somente sete
genes de rRNAs, enquanto as outras espécies possuem entre 14 e 20 sequéncias.

O mesmo acontece nos genomas dos endossimbiontes, Ca. K. crithidii ‘amb’
apresenta somente trés genes de rRNAs, enquanto todos os outros possuem nove
sequéncias. Outros indicadores, como tamanho do genoma, conteido GC, nimero
de genes e nimero de tRNAs, sdo similares nas seis espécies de B-proteobactérias,
semelhantemente ao apresentado no trabalho de Motta et al. (2013).

Tanto A. ambiguus quanto seu endossimbionte apresentaram nimeros
menores de genes para RNA ribossomico, quando comparamos com as outras
espécies em estudo. Isso se deve provavelmente a diferencas na maneira em que os
genomas foram sequenciados e consequentemente na montagem dos mesmos. O
genoma de A. ambiguus foi sequenciado através da plataforma da Ilumina (MiSeq).
Caracteristicas desta tecnologia sdao gerar reads curtos, comparados com 454
(Roche), usado para os outros organismos, e ter uma alta cobertura. Isso pode
causar um problema na montagem. Quando existem diferentes cépias idénticas do
gene e as leituras ndo conseguem abranger o tamanho total da regiao repetitiva, no
processo de montagem as cépias dos genes formadas podem ser colapsadas em
menos contigs, mostrando um niimero menor de sequéncias do que verdadeiramente
existe.

Os genomas dos endossimbiontes sao visivelmente menores comparados aos
de outras pB-proteobactérias de vida livre, como por exemplo Candidatus
Accumulibacter, que possui um genoma de 4,48 Mb (NCBI); os genomas das
espécies de B-proteobactéria em estudo possuem por volta de 800 kb (Fig 3), o que

nos revela uma deterioracao de conteido genomico ao longo do tempo devido a
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endossimbiose. Diversos trabalhos revelam a diminuicao de conteiiddo gendémico em
espécies endossimbiontes principalmente devido a perda de genes regulatorios,
incluindo reguladores de transcricdo, genes de reparo de DNA e genes para a
sintese componentes de superficie celular (MORAN; MCCUTCHEON;
NAKABACHI, 2008), o que certamente ocorreu com os genomas dos

endossimbiontes em estudo.

4.2 ANALISE DO CONTEUDO GENICO

A identificacdo de genes ortélogos através do OrthoMCL permite realizar
uma comparacao entre todos os genes ortélogos compartilhados entre os TPEs
(além dos hospedeiros), como pode ser resumido na Fig. 5. Nela vemos a presenga e
auséncia de genes codificadores de proteinas ordenados e alinhados a partir do
primeiro (dnaA) ao ultimo gene.

Constatamos um grande agrupamento de blocos brancos (perda de genes)
na mesma regidao do genoma. Ca. K. crithidii ‘amb’ apresenta quatro genes
ortélogos presente somente em seu genoma (bloco verde), enquanto Ca. K. crithidii
tem trés, Ca. K. desouzaii, dez; Ca. K. blastocrithidii tem um, Ca. K. galatii e Ca.
K. oncopeltii nenhum. Enquanto pseudogenes sao bastante encontrados nos
genomas de TPEs de Strigonomas (24), quando comparados aos genomas de TPEs
de Angomonas (5).

A perda de genes parece ser comum em endossimbiontes e explicada pelo
relaxamento da selecdo natural (relaxed selection). Esta selecdo é referida quando a
fonte de selecdo é enfraquecida ou removida, e ela pode acontecer, por exemplo,
quando hd uma redugdo do tamanho populacional (WERTHEIM et al, 2014). Ela
aponta padroes marcantes de perdas de genes entre endossimbiontes, como a

tendéncia de perda de genes para vias metabdlicas, mas mantém as fungoes basicas
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de manutencao. Este processo também pode explicar a colaboracao de metabdlitos
que sao benéficos ao hospedeiro, devido a permanéncia de algumas vias especificas
de biossintese (WERNEGREEN, 2015). A perda de gene ocorre principalmente
pela acumulo de substituicbes que transformam um gene em pseudogene,
posteriormente perdendo a sequéncia totalmente durante a replicagdo (ALVES et
al., 2013b).

Apesar das pequenas diferencas vistas quando comparamos o conteido
genético dos genomas dos TPEs, quando fazemos uma equiparagdo mais bruta,
como o alinhamento do genoma inteiro, um contra o outro, percebemos que as
diferencas diminuem. Aqui, os genomas das seis espécies de endossimbiontes foram
alinhados através do programa Mauve, do qual foi obtido o seguinte resultado (Fig.
6). Como a recombinagdo pode causar rearranjos no genoma, as regides ortélogas
de um genoma podem ser reordenadas ou invertidas em relagdo a outro genoma.
Por isso realizar o alinhamento do genoma por inteiro de duas ou mais espécies
pode levantar questoes interessantes sobre rearranjos e inferir relagoes evolutivas
entre eles.

Espécies que sao relacionadas evolutivamente, como os TPEs, possuem uma
conservada sintenia, com genes vizinhos tendendo a manter suas posigoes e ordens
ao longo do tempo evolutivo. Corroborando dados anteriores, vemos na Fig. 6 que
o genoma de Ca. K. crithidii ‘amb’, quando fazemos uma comparagao do genoma
inteiro com os outros genomas de TPEs, é bem semelhante em termos de

organizacao, mostrando um grande grau de colinearidade com aqueles.
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Fig. 5: Representacdo dos grupos ortélogos no genoma das seis espécies de endossimbiontes Candidatus Kinetoplastibacterium em ordem de ocorréncia
ap6s o gene dnaA. Caixas na mesma coluna representam genes ortélogos identificados pelo OrthoMCL. Caixas azuis representam ortélogos que estéo
presentes em mais de um organismo; verdes, ortélogos presentes em tunico organismo (singleton); vermelhos, pseudogenes; brancos, ortélogos ausentes na
espécie. Abreviaturas: CKecri ‘a’ denota Ca. K. crithidii ‘amb’; CKcri, Ca. K. crithidii; CKdes, Ca. K. desouzaii; CKbla, Ca. K. blastocrithidii; CKgal, Ca.

K. galatii; e CKonc, Ca. K. oncopeltii.
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Fig. 6: Comparacéo linear entre os genomas dos seis endossimbiontes na ordem Ca. K. cri ‘amb’,
Ca. K. cri, Ca. K. des, Ca. K. blas, Ca. K. gal, Ca. K. onc.
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A tnica observacao a ser feita no alinhamento dos genomas, é a pequena
regido em verde, presente em todas as espécies, em Ca. K. crithidii ‘amb’ essa
porg¢ao aparece no comeco, e nas outras espécies no final do genoma, isso se deve ao

primeiro contig do genoma de Ca. K. crithidii ‘amb’ ndo comecar com o dnaA.

4.3 ANOTACAO

A primeira parte da anotacao de todos os genes presentes em A. ambiguus
e Ca. K. crithidii ‘amb’, foi realizada usando o BLAST (blastp, principalmente) em
busca de sequencias com maior similaridade nos bancos de dados NR e CDD, para
posterior publicacdo de dados no GenBank. A outra parte da anotagao foi realizada

a partir o EggNOG, vista a seguir, e ASGARD, para identificagao de vias

metabdlicas.

- Comparacao funcional de proteinas em TPEs
A utilizacdo do EggNOG permite anotar sequencias génicas codificadoras de
proteinas, de acordo com 25 categorias funcionais, que proporcionam uma visao

mais ampla dos processos desempenhados pelas proteinas. A Fig. 7 resume os
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dados de saida do EggNOG 4.5.1 (http://eggnogdb.embl.de/# /app/home) de
todas as proteinas trés TPEs de tripanossomatideos do género Angomonas, Ca. K.

crithidii ‘amb’, Ca. K. crithidii, Ca. K. desouzai.

Fig. 7: Categorizacao funcional de proteinas nos genomas de trés endossimbiontes do género
Angomonas.
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Como é esperado encontrar em genomas de bactérias, a grande maioria das
proteinas encontradas estd na categoria “Traducdo, estrutura e biogénese
ribossomal”; logo em seguida em familias de proteinas que nao possuem uma
funcdo conhecida, depois nas categorias “Transporte e metabolismo de
aminoacidos” e “Replicacao, recombinacao e reparo”.

Grande parte dos genes esta envolvida na manutencao do préprio genoma e
na codificacdo de genes ribossomais. Apesar da diminuicdo do contetiddo gendémico
nesses genomas, vemos uma pressao seletiva na permanéncia de genes que estao

envolvidos na relacao simbidtica entre TPE e SHT, vista na permanéncia de grande
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quantidade de proteinas envolvidas no metabolismo de aminoacidos, que como

veremos a seguir é uma das principais contribuicées da bactéria para o eucarioto.

- Genes exclusivos de A. ambiguus
Para os genomas dos SHTs do género Angomonas (ambiguus, desouzai e
deanei) comparamos as categorias proteicas de genes que sdo Unicos para cada

espécie (segundo a saida do programa OrthoMCL), visto na Fig. 8.

Fig. 8: Genes tnicos de cada espécie de SHT do género Angomonas categorizados pelo produto

proteico no eggNOG.
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Podemos perceber que A. desouzai (cor vermelha) apresenta, quase sempre,
a maior quantidade de genes tinicos nas categorias apresentadas, excetuando as U,
T e O, onde A. deanei apresenta o maior nimero de genes, enquanto A. ambiguus,
revela uma quantidade bem menor de genes Uinicos, com excecao da categoria M
(Biogénese parede celular/membrana/envolope). Indicar as caracteristicas de

sequéncias presentes somente em um organismo pode levantar questoes bioldgicas



51

importantes a respeito do mesmo, e tais dados podem ser tteis para futuras

pesquisas, inclusive para comprovar os dados in silico.

4.2.1 KINETOPLASTO

Identificamos trés contigs no genoma de A. ambiguus nos quais estao
presentes os genes de DNA mitocondrial. As sequéncias génicas de maxicirculos sao
muito bem conservadas na familia Trypanosomatidae, por isso é possivel identifica-
las por similaridade. Sendo assim foram encontrados 20 genes pertencentes ao

maxicirculo em A. ambiguus, vistos na Tabela 3, abaixo.

Tabela 3. Genes encontrados no maxicirculo de A. ambiguus a partir da ferramenta blast contra
banco de dados NR e espécies identificadas.

Gene Espécie
ATPase subunit 6 Angomonas deanei
cytochrome b Angomonas deanei
cytochrome c oxidase subunit I Angomonas deanei
cytochrome c oxidase subunit II Angomonas deanei
cytochrome ¢ oxidase subunit ITT Angomonas deanei
hypothetical protein Angomonas deanei
NADH dehydrogenase subunit 1 Angomonas deanei
NADH dehydrogenase subunit 2 Angomonas deanei
NADH dehydrogenase subunit 4 Angomonas deanei
NADH dehydrogenase subunit 5 Angomonas deanei
NADH dehydrogenase subunit 7 Angomonas deanei
C-rich region 4 Trypanosoma vivax
cytochrome oxidase subunit 1 Trypanosoma vivax
cytochrome oxidase subunit IT Trypanosoma vivax
cytochrome oxidase subunit III partial Trypanosoma vivax
NADH dehydrogenase subunit 3 partial Trypanosoma vivax
NADH dehydrogenase subunit 8 Trypanosoma vivax
NADH dehydrogenase subunit 9 Trypanosoma vivax
NADH__dehydrogenase subunit 2 Trypanosoma vivax
ribosomal protein S12 Trypanosoma vivax

Percebemos que, dos 20 genes encontrados do maxicirculo de A. ambiguus,

11 sdo mais relacionados a A. deanei, mas 9 encontrados foram mais similares aos
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genes de T. vivax. Como dito anteriormente, as sequéncias do kinetoplasto sao bem

conservadas, por isso deram match em T. vivax, espécie distante filogeneticamente.

4.2.2 VIAS METABOLICAS

A relagdo simbidtica mutualistica entre os tripanossomatideos e seus
respectivos endossimbiontes traz vantagens metabdlicas particulares para os
hospedeiros. Um exemplo sdo as vias metabdlicas responsaveis pela sintese de
alguns aminodcidos que somente os SHT conseguem fazer. Assim como visto em
outros tripanossomatideos dos géneros Angomonas e Strigomonas, A. ambiguus e
Ca. K. crithidii ‘amb’ também compartilham vias que completam o metabolismo de
alguns aminodcidos, como arginina, prolina, valina, leucina, isoleucina, histidina,
lisina (descritos abaixo), metionina, cisteina, treonina, fenilalanina, tirosina,

triptofano.

- Arginina e Prolina

O glutamato é o precursor da prolina e da arginina (além da glutamina),
neste mapa vemos que o endossimbionte fornece os compostos N-acetil-glutamato,
N-acetil-glutamina-P, N-acetil-glutamato semialdeido, N-acetil-ornitina (que o A.
ambiguus também possui), passando pela ornitina, para a conversdo do glutamato

em prolina.
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Fig. 9: Mapa metabdlico disponivel pelo KEGG e, genes identificados pelo Asgard, diferenciando aqueles presentes e ausentes na via da arginina e prolina.

Cor azul representa proteinas de A. ambiguus e cor vermelha, proteinas de Ca. K. crithidii ‘amb’.
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Tripanossomatideos que nao sao SHT, ou tripanossomatideos regulares
(RT), como o Trypanossoma cruzi, T. brucei e Leishmania major, necessitam
importar alguns compostos intermediarios da via da prolina para poder sintetizé-la,
através de um complexo sistema de proteinas transmembranares (SILBER et al.,
2002; BRINGAUD; BARRETT; ZILBERSTEIN, 2012), codificados por 17~21
genes, dependendo da espécie (JACKSON, 2007). Em A. ambiguus encontramos
somente trés desses genes, o que sugere que os genes responsaveis pelo transporte
de aminoacidos nesta espécie tenham se perdido pela nao mais necessidade de
transporte.

A biossintese de arginina utiliza algumas reacées do ciclo da ureia. Neste
caso, ha ativacdo e reducao do grupo carboxila do glutamato, passando
posteriormente a ornitina; convertida, por uma enzima fornecida pelo
endossimbionte (2.1.3.3), para citrulina; entao transformada para
argininossuccinato e por fim, a arginina. Algumas das enzimas desta via
apresentadas pelo SHT (Fig.9 - azul), como aquelas que completam o ciclo da
ureia, podem ter sido transferidas lateralmente de outras bactérias, como aquelas
do filo Firmicutes, durante a evolucao da familia Trypanossomatidae (ALVES et
al., 2013a). No entanto, sem os genes do endossimbionte, A. ambiguus nao

completaria o ciclo de glutamato para arginina, pelo ciclo da ureia.
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- Valina, leucina e isoleucina

Fig. 10: Mapa metabdlico disponivel pelo KEGG e genes identificados pelo Asgard, diferenciando
aqueles presentes e ausentes na via da biossintese da valina, leucina e isoleucina. Cor azul representa

proteinas de A. ambiguus e cor vermelha, proteinas de Ca. K. crithidii ‘amb.
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A valina e a isoleucina sao sintetizadas a partir do mesmo precursor, o
piruvato, em cinco etapas cada, diferenciando-se na primeira delas — o piruvato
descarboxila o TPP (timidina trifosfato), que é adicionado ao grupo cetona de
outro piruvato para formar acetolactato, na via da valina, ou no grupo cetona do o
- cetobutitato, na via da isoleucina, visto na Fig. 10. No iltimo passo para a
formacado da valina, o endossimbionte fornece os genes para a sintese de leucina a

partir do 2-oxoisovalente.
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Nota-se que o tripanossomatideo fornece os genes para codificacdo das
enzimas nas ultimas etapas das vias da isoleucina, valina e leucina, podendo sugerir
que o hospedeiro tem a capacidade de controlar a sintese desses aminoacidos, o que
também é descrito em outras espécies de SHTs e outros hospedeiros que albergam

bactérias, como pulgdes (ALVES et al., 2013a; HANSEN; MORAN, 2011).

- Histidina

Fig. 11: Mapa metabolico disponivel pelo KEGG e genes identificados pelo Asgard, diferenciando
aqueles presentes e ausentes na via da biossintese da histidina. Cor azul representa proteinas de A.
ambiguus e cor vermelha, proteinas de Ca. K. crithidii ‘amb’.
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A biossintese de histidina (L-histidina) é largamente estudada em bactérias,
envolvendo aqui dez passos a partir do fosforribosil pirofosfato (PRPP), produto da

ribose-5-fosfato. O endossimbionte, Ca. K. crithidii ‘amb’ fornece nove dos dez
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genes para as enzimas da via da histidina para A. ambiguus, assim como ocorre em
outros SHTs, fazendo com que sejam autossuficientes na producao deste
aminoacido. A excecdo é o gene para a enzima fosfatase histidinol-fosfato (3.1.3.15),
que provavelmente pode ser substituida por outra enzima que desempenha a

mesma fungao e completar a via da sintese de histidina.

- Lisina

Fig. 12: Mapa metabdlico disponivel pelo KEGG e genes identificados pelo Asgard, diferenciando
aqueles presentes e ausentes na via biossintética da lisina. Cor azul representa proteinas de A.

ambiguus e cor vermelha, proteinas de Ca. K. crithidii ‘amb’.
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A lisina, assim como a metionina e a treonina, é um aminoacido essencial
gerado a partir do aspartato (nado-essencial). Existem duas rotas principais para a
biossintese da lisina: a via diaminopimelato (DAP) e o-aminoadipato (AA). A
primeira via é, em grande parte, conhecida em bactérias, algas, alguns fungos e
plantas, enquanto a segunda é descrita em fungos e euglenideos (HUDSON et al.,

2005). Gutteridge, Mccormack e Jaffe (1969) mostraram que a lisina é um nutriente
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essencial para o crescimento de RT; em meio de cultura esses tripanossomatideos
nao crescem sem a adicdo de lisina, ao contrario de SHTs, ja que os
endossimbiontes, incluindo Ca. K. crithidii ‘amb’, fornecem todos os nove genes que

codificam enzimas para a sintese de lisina a partir do aspartato.

A dltima etapa para a sintese de lisina, onde meso-2,6-diaminopelato é
convertido em lisina, é feita pela enzima diaminopimelato descarboxilase, codificada
por genes apresentados tanto pelo hospedeiro quanto pelo endossimbionte,

sugerindo que o SHT também pode controlar a sintese desse aminodacido.

4.2.3 IDENTIFICACAO DE GENES ORTOLOGOS PARA ANALISE

FILOGENETICA

Foram encontrados 12.829 grupos de genes ortélogos em que pelo menos
duas das seis espécies de tripanossomatideos compartilham genes ortélogos, ou seja,
nao estao contabilizados os genes que nao sao compartilhados; 5526 grupos
apresentam um ou mais genes compartilhados entre todas as seis espécies de SHTS,
e desses somente 4428 grupos (34,51%) foram aqueles que possuiam sequéncias de

cOpia Unica entre as espécies.
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Fig. 13: Diagrama de Venn exibindo grupos ortélogos compartilhados entres as seis espécies de
tripanossomatideos (SHT).

Para o genoma do endossimbionte, foram encontrados 771 grupos ortélogos
compartilhados por pelo menos duas espécies dentre as seis, sendo que em 641

destes grupos as seis espécies apresentavam pelo menos um gene compartilhado

(Fig. 14).

Fig. 14: Diagrama de Venn exibindo grupos ortélogos compartilhados entres as seis espécies de
endossimbiontes (TPE).
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Como visao geral do genoma das proteobactérias endossimbiontes, percebe-se
que os genomas sao bem relacionados, visto que sdo compartilhados, dos 771
grupos encontrados com o programa OrthoMCL, 641, ou seja, 83,13% dos grupos
ortélogos sao compartilhados. Apesar do OrthoMCL identificar 43 genes que
somente a espécie Ca. K. crithidii ‘amb’ possui (singletons), com refinacdo dos
resultados, identificamos 3 singletons desse endossimbionte.

Utilizando somente os grupos ortélogos em que cada uma das seis espécies,
tanto de SHTs quanto de TPEs, apresentava um unico gene, foram realizados o
alinhamento e a construcao das arvores, produzindo, portanto, uma arvore para
cada grupo de ortdlogo. O programa Newick utilities foi utilizado para separar as
arvores de cada clado monofilético de A. ambiguus e Candidatus

Kinetoplastibacterium crithidii ‘amb’, descritas nas tabelas 4 e 5, respectivamente.

Tabela 4: N° de arvores em que cada espécie aparece em um mesmo clado com Angomonas

ambiguus.
Espécie N€ de arvores
Angomonas desouzai 4.126
Angomonas deanei 135
Strigomonas galati 0
Strigomonas culicis 0
Strigomonas oncopelti 0

Tabela 5: N¢ de arvores em que cada espécie aparece em um mesmo clado com Candidatus

Kinetoplastibacterium crithidii ‘amb’.

Espécie N€© de arvores

Candidatus Kinetoplastibacterium desouzaii 4
Candidatus Kinetoplastibacterium crithidii 633
Candidatus Kinetoplastibacterium galatii 0
Candidatus Kinetoplastibacterium blastocrithidii 0

Candidatus Kinetoplastibacterium oncolpeltii 0
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Na tabela 4 pode ser visto que do total de 4.428 arvores construidas, 4.126
(93,17%) apresentavam A. ambiguus e A. desouzai agrupadas em um mesmo clado,
enquanto 135 drvores (3,04%) apresentavam A. ambiguus agrupada com A. deanei.
Ja para as espécies do género Strigomonas, nenhuma das &arvores encontradas
apresentava algum agrupamento direto com A. ambiguus.

Os resultados da andalise realizada para os endossimbiontes sdo observados na
tabela 5. Ca. K. crithidii ‘amb’ apareceu em um mesmo clado junto a Ca. K.
desouzaii em 4 (0,62%) das 641 arvores do total, enquanto que 633 (98,75%) destas
mostraram Ca. K. crithidii em um clado unicamente com Ca. K. crithidii ‘amb’.
Nesta andlise é possivel ver a estreita relacdo dos endossimbiontes Ca. K. crithidii
‘amb’ e Ca. K. crithidii filogeneticamente, criando uma discordancia entre os
genomas presentes em Angomonas ambiguus: enquanto o nucleo é aparentado a A.
desouzai, o genoma do endossimbionte estd mais relacionado ao de Ca. K. crithidii,
endossimbionte de A. deanei, corroborando os dados de Teixeira e col. (2011)

A anilise filogenética realizada por Teixeira e col. (2011), separou os clados
dos endossimbiontes de Strigomonas e Angomonas em dois pelas diferencas nas
sequencias no gene SSU rRNA (~13%) e gGAPDH (~12%), além de ser bem

suportado para a separacao dos subclados internos.

4.4 FILOGENOMICA

A andlise filogendmica baseada em superarvore confirmou os dados

mostrados anteriormente (Fig. 15 e 16).
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Fig. 15. Arvore filogenética construida a partir das 4.428 Arvores resultantes da anélise de
comparacao de ortélogos dos tripanossomatideos por meio da abordagem superarvore. Valores de

bootstrap presentes em cada nd.

S. galati

S. culicis

100

S. oncopelti

A. deanei

100

A. desouzai

A. ambiguus

Fig 16 Arvore filogenética construida a partir das 641 arvores resultantes da anélise de comparacio
de ortdlogos dos endossimbiontes por meio da abordagem superdrvore. Valores de bootstrap

presentes em cada né.

Ca. K. galatii

100

Ca. K. blastocrithidii
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Ca. K. crithidii

100
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A Fig. 15 representa os tripanossomatideos que albergam bactérias
endossimbiontes. O género Strigomonas aparece em um grupo monofilético,
enquanto o género Angomonas estd em outro ramo do cladograma. Dentro deste
clado, A. ambiguus estd diretamente relacionada com A. desouzai formando outro
grupo monofilético. J4 na Fig. 16, representando as relacdes dos endossimbiontes
desses tripanossomatideos, vemos Ca. K. crithidii ‘amb’ em um mesmo clado junto
a Ca. K. crithidii, o TPE de A. deanei.

Tratando-se da relacao filogenética entre as espécies, a andlise dos seis
tripanossomatideos entra em acordo com Borghesan et al. (2013), separando
Angomonas e Strigomonas em dois ramos distintos, e com A. ambiguus mais
relacionada com A. desouzai. Naquele trabalho, foram utilizados como marcadores
moleculares os genes para SSU rRNA e gGAPDH para determinagao da divisdao dos
tripanossomatideos portadores de endossimbiontes em dois géneros, enquanto que
na presente pesquisa obtivemos os mesmos resultados através de uma analise
filogenomica.

E bem relatado que em espécies de Leishmania existem casos de
recombinacdo entre linhagens distintas (TIBAYRENC; AYALA, 1999), e até
espécies diferentes (SINGH; CHIKARA; SUNDAR, 2013). Kelly e colaboradores
(1991), a partir de um estudo de cariotipagem molecular de duas cepas de
Leishmania isoladas de insetos na Arabia Saudita, isolaram uma cepa distinta das
outras espécies, com caracteristicas de L. major e L. arabica; outro trabalho
identificou isolados de hibridos de Leishmania em humanos no Equador, possivel
cruzamento entre L. brazilienses e L. guyanensis (BANULS et al., 1997).

Como pode ser visto, a grande maioria dos relatos sao envolvendo TR, ja
que grande parte dos centros de pesquisa envolvendo estudos de tripanossomatideos

estd voltada para essa pequena amostra, aqueles que nao possuem endossimbionte
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mas possuem algum interesse de saude publica e econdémico. Entretanto, é bem
possivel que a mesma situacao de hibridizagao tenha acontecido com as espécies A.
deanei e A. desouzal, visto que eles parasitam normalmente as mesmas espécies de
dipteros — o género Angomonas parasita dipteros da familia Calliphoridae, sendo os
géneros Chrysomya e Lucilia os principais hospedeiros desses tripanossomatideos
(BORGHESAN, 2013). Além disso, como visto neste trabalho, possuem genomas
bem similares, portanto com o processo hibridizacao entre as duas espécies poderia
ter surgido uma nova espécie, A. ambiguus, permanecendo o endossimbionte de

uma espécie e o genoma de outra.



65

5 CONCLUSAO

Os genomas de Angomonas ambiguus e endossimbionte, Ca. K. crithidii
‘amb’ foram analisados e descritos. O genoma do endossimbionte apresenta
caracteristicas comuns aos descritos de outras espécies: perda de contetdo

GC, diminuicdo no tamanho do genoma pela perda de genes;

Ca. K. crithidii ‘amb’ fornece genes que completam vias de aminoécidos
essenciais, ou nao, no metabolismo de A. ambiguus, mostrando como é
importante essa relagao simbidtica, tanto para o endossimbionte quanto para

o hospedeiro;

Confirmado por inferéncia filogenética multigénica, que ha uma divergéncia
entre a evolugdo do genoma do tripanossomatideo estudado, Angomonas
ambiguus, e do seu endossimbionte. A. ambiguus estd mais proxima da
espécie A. desouzai, enquanto o endossimbionte da primeira estd mais
proximo do TPE (Ca. Kinetoplastibacterium crithidii, o qual ¢é
endossimbionte de A. deanei. Uma explicacdo para esse caso € a possivel
hibridacdo de espécies diferentes, no caso A. deanei e A. desouzai, que é

comum na familia Trypanosomatidae.
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