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RESUMO

A coccidiose aviaria € uma doenga causada por sete espécies do género Eimeria,
pertencentes ao filo Apicomplexa, caracterizado principalmente pela presenca de uma
regido denominada complexo apical. A coccidiose aviaria causa perdas a industria
avicola na ordem de milhdes de ddélares anualmente, de modo que o estudo do
conteudo gendémico e produtos génicos destes parasitos pode auxiliar no
desenvolvimento de métodos de diagndstico, profilaxia e vacinagdo. De acordo com a
literatura, os genes pertencentes as familias génicas ROP e SAG sao os principais
fatores responsaveis pela patogenicidade do género. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi remontar os genomas, predizer e anotar os seus produtos génicos, assim
como buscar pseudogenes marcadores das familias ROP e SAG nas sete espécies
de Eimeria causadoras da coccidiose aviaria. Primeiramente, foram obtidos os dados
de sequenciamento disponiveis na base de dados do GenBank e, em seguida,
efetuado o controle de qualidade e montagem dos genomas com base em referéncia.
Realizou-se a predi¢cao de proteinas, RNAs e pseudogenes, sendo que suas fungdes
foram estabelecidas com base em similaridade com os bancos de dados SwissProt e
ToxoDB. Todas as montagens apresentaram melhoria nos indicadores, com destaque
para a redugdo no numero de scaffolds, cuja menor redugao foi de 17% para E.
necatrix e a maior reducao foi de 73%, para E. brunetti. A melhoria dos indicadores foi
possivel sem perda de informagao, ou seja, conteudo GC, tamanho de genoma e
numero de repeticdes mantiveram-se semelhantes aos genomas depositados no
GenBank. As predi¢gdes de RNAs acompanham esta tendéncia, mantendo o numero
de genes dos genomas de referéncia. Foram preditos snoRNAs, cuja comparagao
com as respectivas referéncias nao é possivel, de modo que a identificacdo desses
produtos pode auxiliar a formular e responder perguntas futuramente. Houve um salto
no numero de proteinas preditas em todos os genomas, bem como a diminui¢éo do
numero de proteinas hipotéticas. As familias ROP e SAG foram identificadas em niveis
semelhantes ao encontrado nas referéncias. Os pseudogenes preditos mostram que
apenas a familia SAG deixa marcas no genoma de possiveis inativagbes ou
fragmentagdes de genes ao longo do processo evolutivo. Para a familia ROP poucos
pseudogenes foram identificados. A predigao de pseudogenes provoca duvidas sobre
a possivel fungao regulatéria destas sequéncias, ja descrita na literatura, mas ainda
nao identificados para os parasitos causadores da coccidiose aviaria. Deste modo,
este trabalho representa um salto na melhoria dos genomas e identificacdo de novas
estruturas que possam vir a contribuir com novas pesquisas e estratégias de mitigagéo
da doenca.

Palavras-chave: Bioinformatica, genbmica, patogenicidade, coccidios,

pseudogenes.



ABSTRACT

Avian coccidiosis is a disease caused by seven parasites of the genus Eimeria and
phylum Apicomplexa, which are characterized by the presence of a region known as
the apical complex. According to the literature, the genes belonging to the ROP and
SAG gene families are the main factors responsible for the pathogenicity of this genus.
Avian coccidiosis causes millions of dollars worth of damage to the poultry industry
annually, so the study of genomic content and gene products of these parasites can
assist in the development of diagnostic, prophylactic, and vaccination methods. This
study aimed to reassemble the available genomic data, predict and annotate their gene
products, as well as search for pseudogenes markers from the ROP and SAG families
in the Eimeria species that cause avian coccidiosis. First, the genomic sequencing
data available in the GenBank database were obtained and then quality control and
genome assembly were carried out based on the current reference. Proteins, RNAs,
and pseudogenes were predicted, and their functions were established based on
similarity with the SwissProt and ToxoDB databases. All assembly indicators were
improved, particularly the number of scaffolds, with reductions ranging from 17%, for E.
necatrix, to 73%, for E. brunetti. The improvement of these indicators was possible
without loss of information, that is, GC content, genome size, and the number of
repetitions remained similar to the genomes deposited in GenBank. RNA predictions
also follow this trend, maintaining the number of genes in the reference genomes.
SnoRNAs were predicted, although comparisons with reference genomes were not
possible, and because of this, the identification of these products can help formulate
and answer questions in the future. There was an increase in the number of predicted
proteins in all genomes, as well as a decrease in the number of hypothetical proteins.
The ROP and SAG families were identified similarly to those found in the references.
The predicted pseudogenes show that only one SAG family leaves marks in the
genome of possible inactivations or fragmentations of genes throughout the
evolutionary process. For the ROP family, few pseudogenes have been identified. The
prediction of pseudogenes causes doubt about the regulatory function of these
sequences, as already described in the literature, but have not yet been identified for
the parasites that cause avian coccidiosis. In this context, this work represents a leap
in the improvement of genome assemblies and the identification of new structures that
will contribute to new research and strategies to mitigate the disease.

Keywords: Bioinformatics, genomics, pathogenicity, coccidia, pseudogenes
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1 INTRODUCAO
1.1 Coccidiose aviaria

Os agentes causadores da coccidiose aviaria pertencem ao filo Apicomplexa,
caracterizados por serem organismos unicelulares e parasitas obrigatérios. A principal
caracteristica, que define esse filo, é a presenga do complexo apical, que € uma regiao
que contém componentes estruturais e organelas secretoras necessarias para 0s
processos de motilidade do parasito e invasao da célula hospedeira durante o ciclo de
vida destes organismos (SEEBER; STEINFELDER, 2016, SLAPETA; MORIN-
ADELINE, 2011). O filo Apicomplexa compreende varios géneros de parasitos de
interesse econdmico e de saude publica, como Plasmodium spp. causador da malaria;
Toxoplasma spp. responsavel pela toxoplasmose; Cryptosporidium spp. agente
responsavel pelo desenvolvimento de criptosporidiase; Theileria spp. que infecta
ruminantes e causa mais de 300 milhdées por ano em prejuizo na Africa subsaariana
(SEEBER; STEINFELDER, 2016; MORRISON, 2009).

Os apicomplexa englobam ainda: (i) Neospora caninum, parasito de ciclo de
vida complexo, que infecta o intestino de caes e bovinos, podendo infectar cabras,
ovelhas, cavalos e até humanos (DUBEY, 2003). (ii) Baebesia spp., transmitida por
carrapatos, primariamente descrita como parasita de bovinos e cachorros, mas com
relatos de infeccdo em humanos; (iii) Sarcocystis neurona, agente causador de
zoonose equina, com hospedeiros intermediarios variados de vida selvagem (DUBEY
et al., 2001; SOLANO-GALLEGO et al., 2016).

Por fim, fazem parte deste filo diferentes espécies do género Eimeria (com
aproximadamente 1200 espécies descritas), que infectam o intestino de mamiferos,
répteis, anfibios, peixes e aves, causando zoonoses conhecidas como coccidioses.
(CHAPMAN et al., 2013). Por este motivo, esses parasitos sdo comumente chamados
de coccidios. A coccidiose aviaria € uma doenga causada por sete espécies de
coccidios do género Eimeria (E. acervulina, E. brunetti E. maxima, E. mitis, E.
necatrix, E. praecox e E. tenella) - Figura 1 - que causam severos danos ao epitélio
da mucosa intestinal das aves, - demonstrado na Figura 2 - acarretando em:
subnutricdo, perda de peso e altos indices de mortalidade, que implicam em déficits
econdmicos por parte da industria (CHAPMAN, 2014).

Em 1998 Stevens avaliou que um total de 1,5 bilhdo de délares foram gastos

combatendo a coccidiose aviaria nos Estados Unidos. O valor se aproxima da
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estimativa feita por Bera e colaboradores em 2010, de 1,4 bilhdo de ddélares para os
anos de 2003 e 2004 apenas para a produgao indiana. Segundo o0 mesmo autor, este
gasto corresponde a 95% de todo o prejuizo na criagdo de frangos do mesmo ano.
Estes custos englobam profilaxia, tratamento e perda de produgédo. No Brasil, os
dados sao de 2002, em que, segundo Pinheiro (2002, apud RAMA, 2016), a doenca
foi responsavel por prejuizos da ordem de 19 milhdes de ddlares, dos quais 62,4%
foram ocasionados por perda de producéo e 37,6% com consumo adicional de racio.
Recentemente, em 2020, Blake e colaboradores estimaram o gasto com tratamento e
perda produtiva em decorréncia da coccidiose aviaria em 2016. Segundo os autores,
o gasto global para o ano foi de aproximadamente 10,36 bilhdes de euros, dos quais,
o Brasil, segundo maior produtor no ano, teve um gasto estimado de 958 milhdes de
euros. Devido ao impacto econdmico causado pela doenca, estudos buscam entender
estes patdogenos e desenvolver metodologias de diagnostico e vacinagdo mais

eficazes.

Figura 1 - Oocistos esporulados de Eimeria spp.

——
10 um

Legenda: a - E. maxima; b - E. brunetti; ¢ - E. tenella; d - E. necatrix; e - E. praecox; f - E. acervulina; g
- E. mitis; Fonte: Castafion et al. (2007)
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Figura 2 - Comparagao de intestino infectado por E. tenella com o de uma ave
saudavel

“‘ :‘f'i-**(jﬁg”‘) - Infected with E. tenella

.. %
Uninfected control

¥ o

Legenda: A parte superior mostra um intestino, em sua porgéo cecal, infectado por E. tenella, apos o 5
dia de infeccao, com numero estimado de 105 oocistos. A parte inferior da imagem mostra um intestino
nao infectado, para efeito de comparagao. Fonte: Guo et al. (2013).

1.2 Ciclo de vida

O ciclo do parasito ocorre através da ingestdo dos oocistos esporulados do
parasito provenientes de um local contaminado, por parte das aves (Figura 3). A agao
mecanica da ingestao é responsavel pela quebra da membrana celular do oocisto e
liberagdo dos esporocistos. A passagem pelo trato intestinal, mais especificamente a
interagéao com o suco pancreatico, excita o esporocisto que libera varios esporozoitos,
estes movem-se em diregdo ao tecido epitelial da porcdo duodenal do intestino,
através de movimentos ondulatérios e com o auxilio de um suco proteico secretado
pelo esporocisto. Dentro do tecido, os esporozoitos crescem alimentando-se das
células hospedeiras, esta fase € denominada trofozéite e causa dano gradual a célula
do epitélio intestinal, proporcional ao crescimento do parasito. Em seu tamanho
maximo (10 a 12 ym), o parasito causa a atrofia da célula e induz a replicacéo da
mesma de forma a aumentar o numero de parasitos (FANTHAM, 1910; CHAPMAN,
2003; CHAPMAN, 2014).
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Figura 3 - ciclo de vida de Eimeria spp.

Legenda: Fases do ciclo de vida de Eimeria spp. que infectam galinaceos. - Apés a ingestdo do oocisto
esporulado (1), os esporozoitos eclodem dos esporocistos e penetram no intestino (2-6). Ha a formagao
dos esquizontes (3), que produzem os merozoitos (DM e M). Os merozoitos eclodem (6) e podem
formar macrogametécitos que formam macrogametas (8 e 8.1); ou formar microgametdcitos que
formam microgametas (7 e 7.1). A fertilizagdo dos gametas forma o zigoto (9) e os oocistos nao
esporulados sao liberados a luz do intestino (10). No ambiente, pode ocorrer a esporulagdo. A ingestéao
de um oocisto esporulado recomega o ciclo. Fonte: MEHLHORN, 2015

A préxima fase, denominada esquizonte, ocorre a partir da fragmentagao do
nucleo central do parasito e direcionamento desses fragmentos para a extremidade
da célula mae. Ha o deslocamento uniforme de citoplasma para o entorno desses
fragmentos de nucleo entao formados e aglomeracdo em forma vermiforme; essas
formas filhas sdo denominadas “merozoitos” e sdo envoltas pela membrana celular
da célula mae. O crescente numero de merozoitos induz a seccédo desta membrana e
causa a liberacdo dos merozoitos para o trato intestinal do animal. Os merozoitos
livres passam a se deslocar em diregao as células sadias, invadem-nas e repetem o
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processo de trofozoite, aumentando o numero de parasitos. Assim a infecgao se
distribui ao longo do intestino do animal. O suporte nutricional que o animal fornece
ao parasito € comprometido pela superpopulagéo destes (efeito notado pela perda de
peso por parte do animal). A percepcédo dessa condi¢cdo induz o parasito, na fase
esquizonte, a acumular os nutrientes disponiveis, crescer e preparar-se para a
producado de gametas a fim de perpetuar a espécie (FANTHAM, 1910; CHAPMAN,
2014).

A produgado de gametas se da pela diferenciagdo dos esquizontes maturados
de acordo com o grau de nutrientes acumulado por eles. A diferenciacdo dos
macrogametocitos (que dao origem a um unico gameta feminino) ocorre devido ao
grande suporte nutricional existente. Os microgametécitos (que déo origem a varios
gametas masculinos), possuem menor aporte nutricional. Os macrogametacitos ficam
dentro do tecido epitelial do intestino até a completa maturagéo, quando o tecido é
rompido o macrogameta é deslocado de forma a fazer contato com a parede interna
do intestino, ainda preso no mesmo. Nessa fase os macrogametas sao atacados pelos
microgametas que rompem a membrana do microgametocito e se deslocam, através
de “movimentos de chicote” e com o auxilio do flagelo, em dire¢do ao gameta feminino
para a fecundagao (FANTHAM, 1910; CHAPMAN, 2003; CHAPMAN, 2014).

Apo6s a fecundagao, ha a formacéao do zigoto que depois da fecundagao toma,
na maioria dos casos, a forma oval (tamanho e forma dos oocistos possuem grande
variacdo) e adquire uma membrana celular protetora, sendo chamado de oocisto.
Eventualmente, os oocistos se desprendem da parede intestinal e ficam livres para
serem secretados junto as fezes do animal. Em condi¢cbes favoraveis, de temperatura,
calor e umidade, o oocisto pode ser esporulado; processo que consiste na divisdo do
nucleo do oocisto e formacgao de 4 esporocistos individualizados pela massa celular.
O oocisto esporulado, quando ingerido por outro animal, sofrera excitacéo pelo suco
pancreatico, liberagdo dos esporozoitos e inicio de uma nova infeccao (FANTHAM,
1910; CHAPMAN, 2014).

1.3 Patogenicidade

Os apicomplexa possuem mecanismos que permitem invasdo e motilidade
dentro das células hospedeiras. Estes dois mecanismos sdo modulados por

secregbes de duas organelas dos apicomplexa, a roptria e o micronema. O sucesso
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destes mecanismos esta diretamente ligado a patogenicidade destes agentes
infecciosos. O primeiro processo envolvido na patogenicidade dos parasitos € o
reconhecimento e adesdo a célula do hospedeiro. Antigenos de superficie (SAG)
ancorados na membrana do parasito fazem este reconhecimento e permitem que o
processo de infecgao se inicie. Ha diversas classes desses genes, que sao descritos
como um dos fatores essenciais para a infecciosidade e patogenicidade dos
Apicomplexa (CHOW et al., 2011; SOUZA, BELFORD JR., 2014). Durante o processo
de invasdo os parasitos, em contato com células hospedeiras, induzem a formacéao
de jungcbes moveis, estruturas que realizam um processo semelhante a endocitose
(BRADLEY:; SIBLEY, 2007). As juncgdes sao induzidas pela secreg¢ao de proteinas da
roptria € micronema conhecidas como RON (do inglés, rhoptry neck proteins) e MIC
(do inglés, microneme proteins) (SHEN; SIBLEY, 2012). Estas proteinas sao
responsaveis por forgcar a invaginagcdo da membrana celular do hospedeiro de forma
a projetar o parasito para dentro da célula. Este mecanismo forma um vacuolo que
engloba o parasito, denominado vacuolo parasitoforo. As proteinas do micronema e
da roptria interagem com a membrana e "filtram" proteinas transmembranas da célula
hospedeira que possam interagir com o parasito, formando uma barreira (BAUM et al.,
2006; BRADLEY; SIBLEY, 2007).

Uma vez internalizado, o parasito se movimenta por um mecanismo molecular
conhecido como motilidade dependente de actina. Os apicomplexa possuem uma
membrana interna a membrana celular, denominado complexo de membrana interna
- IMC (SOUZA, BELFORD JR., 2014). Neste complexo esta ancorado o motor de
miosina. Na membrana do parasito estdo proteinas adesinas (secretadas pelo
micronema) que se associam com receptores na célula hospedeira. Filamentos de F-
actina se polimerizam entre 0 motor de miosina e sdo ancorados nas proteinas
adesinas, em sua porg¢ao interna (BAUM et al., 2006). Por gasto ativo de energia, a
forca motriz do motor de miosina desloca os filamentos de actina e realiza o
movimento. Ciclos de clivagem desassociam os filamentos de actina das adesinas,
despolimerizando-os e permitindo novos ciclos de polimerizagcao, adesao e movimento
(BAUM et al., 2006). Outra classe de proteinas da roptria, ROP (do inglés, rhoptry
proteins), séo secretadas dentro do vacuolo parasitéforo, ou mesmo no citoplasma da
célula hospedeira, sdo proteinas cinases que alteram a dindmica da célula parasitada

e provocam uma série de alteragdes no metabolismo celular (OAKES et al., 2013).
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As secregbes destas organelas sao essenciais para o sucesso de invasao e
infeccdo do parasito. Proteinas ROP foram descritas como essenciais para que
parasitos do género Toxoplasma associem-se com as mitocdndrias da célula
hospedeira, garantindo o aporte energético do parasito (SOUZA, BELFORD JR.,
2014).

Desta forma, destaca-se as familias génicas RON - essencial para
infecciosidade dos parasitos - ROP e SAG fatores que modulam a patogenicidade dos

mesmos.

1.4 Montagem de genoma

O processo de sequenciamento de DNA envolve a fragmentagdo do DNA em
varios pedagos, os quais servem como base para o sequenciador, gerando
fragmentos de leitura denominados reads. No sequenciamento das sete espécies de
Eimeria estudadas aqui foram utilizados sequenciadores do tipo lllumina, que geram
fragmentos em torno de 150 pares de base (YE et al., 2012). Os reads podem ser
gerados unicos (single end), pareados (paired end), ou pareados com grandes gaps
(mate pair). Em todas as metodologias sdo indexados adaptadores, que ligam o
fragmento de DNA ao sequenciador. A metodologia single end, apresenta um
adaptador que sequencia uma fita de DNA em um sentido (ILLUMINA, 2010). Os
paired end apresentam 2 adaptadores ligados no fragmento de DNA e sequenciam
um em dire¢ao ao outro, com uma pequena porcao entre as sequéncias que é perdida
- denominado tamanho de inser¢do. O mate pair apresenta 0 mesmo principio do
paired end, apenas com uma etapa adicional que estende o tamanho do fragmento e
por consequéncia o tamanho de insercdo (ILLUMINA, 2010). Os numerosos
fragmentos gerados precisam ser remontados por métodos computacionais, de forma
a “reconstruir’ o genoma, ou seja, reads precisam ser alinhados e estruturados na
ordem correta. Modelos de grafos (algoritmos baseados em polindmios de
probabilidades) sdo a base para os programas de montagem para dados de
sequenciamento e resolvem problemas como: colocar todos os fragmentos em suas
devidas diregbes, tais como no organismo vivo (5’ para 3’ ou 3’ para 5’); identificar
reads unicos; fazer o alongamento destes com base em reads que sobrepdem estas
sequéncias; e garantir a confiabilidade de cada base sequenciada, com base na

cobertura daquela determinada sequéncia (YE et al., 2012). Conforme os reads vao
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sendo agrupados, estes passam a ser chamados de contigs, e continuando a escala
de grandeza, o agrupamento de contigs tornam-se scaffolds, e o conjunto destes
caracteriza uma sequéncia que representa o genoma. A maxima reducdo se da
quando o numero de scaffolds é igual ao numero cromossémico da espécie (WAJID,;
SERPEDIN, 2012). Atualmente o numero de scaffolds para cada espécie de Eimeria
causadora da coccidiose aviaria € muito grande, como mostra a Tabela 1, em
comparagao ao numero de cromossomos de E. tenella, E. maxima e E. mitis que
possuem 14 cromossomos (CACHO et al., 2005; REID et al., 2014).

O grande numero de scaffolds se da ao fato de o sequenciamento dessas
especies ter sido realizado apenas uma vez, por um unico grupo de pesquisa. Para
efeito de comparagéo, o genoma humano foi sequenciado 210 vezes para chegar ao
nivel cromossdémico (Dados: NCBI/GENOME) (REID et al., 2014).

Tabela 1 - Genomas de referéncia de Eimeria spp.

Tamanho

Espécie Contiguidade do (Milhées de Proteinas
genoma bases) identificadas
E. acervulina Scaffolds (3.415) 45,83 Mb 6.867
E. brunetti Scaffolds (8.575) 66,89 Mb 8.711
E. mitis Scaffolds (15.978) * 72,24 Mb 10.077
E. maxima Scaffolds (3.564) * 45,97 Mb 6.057
E. necatrix Scaffolds (3.707) 55,00 Mb 8.609
E. praecox Scaffolds (21.348) 60,08 Mb 7.635
E. tenella Scaffolds (4.695) * 51,07 Mb 8.609
*Numero de cromossomos definidos (1 a 14) Fonte: NCBI/Genome

A montagem ndo é realizada com os dados brutos fornecidos pelo
sequenciador. Antes disso, ha um processo fundamental de controle de qualidade. O
controle é realizado observando a acuracia de cada base sequenciada em cada read.
Isto € mensurado pelo que se convencionou como “qualidade Phred”, devido ao
programa, de mesmo nome, criado durante o sequenciamento do genoma humano,
que calculava a taxa de erro das bases sequenciadas naquele grandioso projeto
(LIAO; SATTEN; HU, 2017). A qualidade Phred é dada pela equacgéao 1.
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Q = - 10 logi® P (1)

Em que, Q é a qualidade e P é a diferenca entre a probabilidade observada e
verdadeira de cada base. Assim, uma qualidade Phred de 30, por exemplo, indica
0.1% de chance de erro daquela base em questdo. Com base na qualidade Phred,
elimina-se bases de baixa qualidade (Q<20), que s&o substituidas por “N” e podem
ser corrigidas durante a montagem, com base na cobertura, ou, no processo de gap
filling (LIAO; SATTEN; HU, 2017). A qualidade phred dos reads pode ser verificada
por meio dos programas FastQC (ANDREWS, 2010), ou MultiQC (EWELS et al.,
2016). Com base na qualidade inicial, os reads sao limpos. Neste processo, reads que
sofrem muitas substituicbes também sao eliminados, tendo em vista que o tamanho
de bases restante é reduzido (LIAO; SATTEN; HU, 2017). Um artefato da técnica
permite que haja a eliminagdo de apenas um dos paired end ou mate pair. A
quantidade de reads pareados é importante, pois programas que montam genomas
com este tipo de dado costumam utilizar os unpaired reads apenas para refinar e
melhorar a montagem. Desta forma, o uso dos dados n&o pareados costuma ser um
parametro opcional. Um exemplo de programa utilizado para limpar os reads é o
Trimmomatic (BOLGER: LOHSE: USADEL ,2014).

A montagem pode ser realizada de duas formas: de novo ou com referéncia,
também denominado método comparativo. Uma montagem de novo parte do principio
que serao utilizados para a montagem apenas os dados sequenciados da amostra,
sem nenhum modelo fornecido previamente para guiar o programa. Esta metodologia
apresenta algumas dificuldades, como identificacdo de sequéncias repetitivas dentro
do genoma, assim como sua posi¢ao (POP, 2004; WAJID; SERPEDIN, 2012; YE et
al., 2012). A montagem com referéncia, como o0 nome diz, usa uma sequéncia como
referéncia, e assim, o programa possui um padrao para reconstruir 0 genoma com 0s
dados sequenciados. A referéncia pode ser outro genoma, ou sequéncias
nucleotidicas mais longas (denominadas de long reads), obtidos por métodos de
sequenciamento de terceira geragdo, em que se obtém fragmentos maiores que 10
mil pares de bases. Um exemplo de sequenciador que gera long reads sao os do tipo
PacBio (HEBERT et al., 2018; WAJID; SERPEDIN, 2012). O método comparativo
possui barreiras como a identificagao de polimorfismos, que podem ser confundidos
com erros de sequenciamento, assim como regides de DNA divergente, em que o

genoma de referéncia e os reads utilizados apresentam mutagdes que ndo permitem
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que as sequéncias sejam alinhadas (POP, 2004; WAJID; SERPEDIN, 2012; YE et al.,
2012).

Quando se utiliza long e short reads, da mesma amostra, obtém-se uma
montagem hibrida. Assim, emprega-se os reads obtidos em outros sequenciadores
de maior acuracia — mas de tamanho menor — e long reads como referéncia. Nao se
utiliza apenas os long reads para o processo de montagem pela alta taxa de erro
inerente da técnica de sequenciamento (cerca de 13% em tecnologias disponiveis)
(WAJID; SERPEDIN, 2012; WENGER et al., 2019).

Ha programas que realizam montagens de novo ou com referéncia, como o
SPAdes (BANKEVICH et al., 2012) e Velvet (ZERBINO; BIRNEY, 2008) e outros que
realizam apenas a montagem de novo como SOAP (LUO et al., 2012) e ALLPATHS
(BUTLER et al., 2008).

Um dos processos finais de montagem de um genoma é o fechamento (gap
filling) que visa corrigir falhas nos scaffolds, hiatos (gaps) entre sequéncias contiguas
e bases desconhecidas (marcadas como “N”) geradas durante o processo de
sequenciamento ou controle de qualidade. O gap filling fecha estes espagos e revisa
os N’s baseando-se nos dados utilizados durante a etapa de montagem. Assim, pode-
se compensar a baixa qualidade com alta cobertura. Durante esta etapa, pode-se
realizar a extensao dos scaffolds interpolando reads nas extremidades dos scaffolds
de forma a alongar a sequéncia, quando possivel. Estes métodos ndo séo
completamente eficazes, no sentido de que a montagem é melhorada, mas ainda
assim, espacos podem ficar no genoma (KAMMONEN et al., 2019).

A qualidade da montagem é verificada comparando métricas ja estabelecidas
em genomas de referéncia e, quando n&o disponiveis, em organismos
filogeneticamente aparentados. Essas métricas sdo: tamanho de genoma, que define
quantos pares de base ha no genoma; conteudo GC, que indica a proporgédo, em
porcentagem do genoma, em que estas bases aparecem; N50, que corresponde ao
tamanho do menor contig ou scaffold, apds ordena-los de forma que 50% do genoma
esteja englobado nos contigs ou scaffolds acima deste tamanho; L50, que
corresponde ao numero de contigs ou scaffolds necessarios para atingir o N50;
Numero de gaps, que representa hiatos preenchidos com bases desconhecidas nas
sequéncias; Cobertura, que indica o quantas vezes o tamanho do genoma foi
sequenciado (esta métrica é calculada com a quantidade e tamanho dos reads e

tamanho do genoma); E profundidade que indica quantos reads definiram a mesma
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base de cada nucleotideo nos scaffolds formados, em suma, a confiabilidade de cada
base nos scaffolds (ANGEL et al., 2018; CASTRO; NG, 2017). Algumas dessas
propriedades da montagem podem ser obtidas pelos programas QUAST v5.02
(GUREVICH et al. 2013) ou CAGE (SALZBERG et al. 2012).

Nenhuma dessas métricas estabelece qualidade, mas apenas direcionam para

um conhecimento pré-estabelecido acerca dos genomas que se deseja montar.

1.5 Predicdo e anotagao génica

Além do processo de montagem, que foca em dizer “como o DNA esta”, ha o
processo de predigdo e anotacdo génica voltado em dizer “o que o DNA contém”.
Assim, com o genoma montado, a predigdo génica € o processo pelo qual busca-se
padrdes, que caracterizem marcadores e genes codificantes (STEIN, 2001; WANG;
CHEN; LI, 2004). Este processo visa estabelecer possiveis sequéncias de DNA que
podem ser transcritas (para genes nao codificantes, como rRNAs e tRNAs) e
traduzidas em proteinas (para genes codificantes). Para tal, busca-se encontrar
padrées que descrevem janelas abertas de leitura (do inglés, Open Reading Frames
— ORFs), que sao sequéncias contiguas com caracteristicas como start e stop cédon
(STEIN, 2001; WANG; CHEN; LI, 2004). Porém, nem toda ORF é um gene, por vezes
ha ORFs sobrepostas, e falsos positivos. Assim, ha outras caracteristicas que
sinalizam para a presenca de um gene, como alto conteudo GC; regides promotoras
que antecedem o gene, altamente conservadas (TATA box para eucariotos e
Prinbnow para procariotos); e sinalizagcao para poliadeninagcdo (GHORBANI; KARIMI,
2015). A predigao é uma tarefa mais facil em organismos procariotos, devido a alta
densidade de genes, e auséncia de sequéncias que ndo sao traduzidas em proteinas,
os introns. Em eucariotos, a predicdo € mais dificil, devido a necessidade de
identificacao de regides nao traduzidas (UTRs), que s&o importantes para promover a
expressdao do gene; identificagdo de introns; e mecanismos de modificagdo de
transcritos como splicing alternativo (STEIN, 2001; WANG; CHEN; LI, 2004).

Os programas de predigcdo utiizam duas metodologias para predizer
sequéncias génicas: busca por sequéncias similares e ab initio (do inicio) (ABRIL;
CASTELLANO, 2019; STEIN, 2001; WANG; CHEN; LI, 2004). A busca por sequéncias
similares, como o proprio nome diz, visa encontrar regides com base em estruturas

pré-definidas, como etiquetas de expressao (ESTs), proteinas, ou outro tipo de
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informacgao génica. Deste modo, sequéncias conservadas evolutivamente sdo muito
bem preditas, se ha suficiente informacado de respaldo para os programas. Esta
metodologia utiliza alinhamento local como base das buscas, de forma que os
principais programas utiizam a mesma metodologia do BLAST (ABRIL;
CASTELLANO, 2019; STATES; GISH, 1994; STEIN, 2001; WANG; CHEN; LI, 2004).
A predicao ab initio utiliza a estrutura genética de um modelo para predizer sequéncias
que obedecem a este padrdo. Com base nesta estrutura é calculada a frequéncia de
utilizacdo de cddons, motivos, pontos de ramificacdo, padrédo de sinalizagdo de
introns, regides polipirimidicas, que sinalizam para ligagdo de proteinas e splicing
alternativo (ABRIL; CASTELLANO, 2019). Os programas utilizam metodologias de
aprendizado de maquina e redes neurais para reconhecer e calcular a probabilidade
da existéncia de genes. Os principais programas utilizados para predigéo ab initio sé&o
0 Augustus (STANKE; MORGENSTERN, 2005), Genemark (BESEMER;
BORODOVSKY, 2005) e Prodigal (HYATT et al. 2010).

Isto posto, as duas metodologias podem ser utilizadas em conjunto, de forma
que a predicao ab initio pode ser corroborada por evidéncias de bancada, como dados
de sequenciamento de RNA (RNA-seq), por exemplo, com alta similaridade (ABRIL;
CASTELLANO, 2019; STEIN, 2001; WANG; CHEN; LI, 2004).

A partir da identificagdo dos genes codificantes, busca-se encontrar a
funcionalidade dos mesmos, que reflete 0 RNA ou a proteina gerada, suas variantes
de expressao, marcadores de localizagcdo celular e a fungdo que desempenham
(STEIN, 2001). Para inferir funcionalidade, uma analise de similaridade é realizada
com um conjunto de genes com fungdes previamente conhecidas e descritas, de
forma a identificar o papel dos genes preditos (ANGEL et al., 2018). Na anotagéo
funcional, buscam-se dominios proteicos e sitios ativos, familias e fungao bioldgica de
proteinas, que podem ser obtidas através da organizacdo hierarquica da Gene
Ontology (ASHBURNER et al. 2000; CONSORTIUM, 2018). Realiza-se anotagao da
ontologia dos genes, que descreve localizagdo e envolvimento em vias metabdlicas,
através de busca em bancos de dados como o0 KEEG (KANEHISA, 2000). Realiza-se
anotacao da funcao catalitica ou estrutural, que efetivamente nomeia o gene predito,
através de uma analise de similaridade com bancos de dados de proteinas curadas
manualmente, como o SwissProt (UNIPROT, 2019) ou automaticamente como o
TrEMBL (UNIPROT, 2019). Havendo alta similaridade entre o gene predito e o gene

depositado no banco de dados a anotacéao é transferida e o gene anotado. Isso pode
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ser realizado por ferramentas como InterProScan (MULDER; APWEILER, 2007) e
MAKER (HOLT; YANDELL, 2011).

Caso nao haja similaridade com nenhuma sequéncia conhecida, o gene é
anotado como hipotético, ou seja, possui padrbes que caracterizam um gene
codificante, mas ndo ha funcdo conhecida. Proteinas hipotéticas podem ser um
artefato da técnica, falsos positivos - cerca de 5% em algoritmos de alta performance
(STEIN, 2001) - ou genes existentes, por vezes com evidéncia de expressao, mas que
se desconhece a funcdo. Neste ponto, a bioinformatica contrasta com o trabalho em
bancada, ora guiando estudos que busquem transcritos de proteinas hipotéticas, ora
sendo alimentada por tais evidéncias.

A predicao de genes nao codificantes é realizada por similaridade, para rRNAS;
e ab initio para tRNAs, através da predicao de estruturas conservadas, e com potencial
formacao de hairpins (STEIN, 2001). O tRNAscan (CHAN; LOWE, 2019) é um
exemplo de programa utilizado para predicao de tRNAs e o RNAmmer (LAGESEN; et
al. 2007) para predigdo de rRNAs. A predicdo de snRNAs e snoRNAs ndo é comum e
€ utilizada principalmente em leveduras (STEIN, 2001). Para estes tipos de RNAs, ha
um modulo de anotacdo na Pipeline de Anotacdo de Eucariotos do GenBank
(THIBAUD-NISSEN; SOUVOROV; MURPHY et al., 2013), que utiliza busca de
similaridade com RNAs descritos no banco de dados Rfam (KALVARI; et al. 2018).

Ha ainda a identificagédo de regides repetitivas, que abrangem grande parte dos
genomas (47% do genoma humano), e podem servir como importantes marcadores
para metodologias de diagndstico. Isto porque o tamanho e localizagdo destas
repeticbes no genoma pode variar de espécie para espécie e, inclusive, de individuo
para individuo (STEIN, 2001; YANDELL; ENCE, 2012;). RepeatMasker (SMIT;
HUBLEY; GREEN, 2015) e RepeatScout (PRICE; JONES; PEVZNER, 2005) séo

exemplos de programas utilizados na identificacao de estruturas repetitivas.

1.6 Pseudogenes

Durante muito tempo, regides nao codificantes do DNA, que no genoma
humano correspondem a 98% das sequéncias nucleotidicas, eram interpretadas como
‘DNA lixo”. Hoje, sabemos que estas sequéncias correspondem a elementos
transponiveis, duplicagdes, repeticdes, elementos regulatérios e pseudogenes

(TUTAR, 2012). Os pseudogenes sao genes com modificagdes em suas sequéncias
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que ndo os tornam codificantes, mas que podem, em algum momento da linha
evolutiva, ter sido. Além disso, eles podem exercer papel regulatério na transcrigao de
diversos tipos de RNAs e, portanto, regular a acdo de genes codificantes (TUTAR,
2012; BALAKIREV; AYALA, 2003). Pseudogenes também podem servir como
reservatorios da diversidade genética, permitindo o surgimento de novos genes
codificantes, por eventos cumulativos de mutagées (BALAKIREV; AYALA, 2003).

Em organismos eucariotos, os pseudogenes sdo classificados de quatro
formas: processados, ndo processados, unitarios e polimorficos. Pseudogenes
processados ocorrem por retrotransposicdo de mRNAs processados, ou seja, o gene
€ transcrito, sofre processamento, gera um mRNA maduro e este é reincorporado ao
DNA por acdo da enzima transcriptase reversa. Deste modo, o pseudogene
processado € idéntico a sequéncia nucleotidica codificante dos exons do gene “mae”,
por isso, sao identificados como “fragmento” do gene original. Os pseudogenes nao
processados sao aqueles que surgem por duplicagao do gene “méae” e que acumulam
mutagdes que os impedem de serem transcritos (CHEETHAM; FAULKNER; DINGER,
2019). Estas duas classes sao as mais comuns. Pseudogenes unitarios e polimérficos
sdo duas classes mais raras de classificacdo. Os unitarios correspondem a genes
ancestrais que perderam a capacidade de codificar para uma determinada proteina e
foram inativados, tornando-se pseudogenes. Os polimérficos representam genes
inativados em genomas de referéncia, mas que s&o encontrados ativos em outros
genomas (CHEETHAM; FAULKNER; DINGER, 2019).

Os pseudogenes podem ser anotados por similaridade, em um programa de
predicdo génica, como os citados anteriormente, em que se transfere anotacado de
pseudogenes ja identificados. Para predi¢cao e anotagéo de pseudogenes por meio da
verificacao de troca de quadro de leitura, perda de introns ou stop cédon prematuro
sd0 necessarios programas especificos para eucariotos, tais como PseudoPipe
(ZHANG et al., 2006) e PPFINDER (VAN BAREN, 2006).

Organismos do filo Apicomplexa, possuem uma familia de genes, denominada
de genes SAG, envolvidos no processo de infecgéo (interagdo parasito-hospedeiro),
sendo que esta classe € destacada nos géneros Toxoplasma e Eimeria. Analises do
conteudo genémico das sete espécies de Eimeria causadoras da coccidiose aviaria,
realizada por Reid e colaboradores em 2014, indicam e quantificam a presenca de

fragmentos de pseudogenes no repertério de genes SAG de Eimeria spp.. Assim,
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segundo esse grupo de pesquisa, E. acervulina apresenta 16 fragmentos; E. brunetti
39; E. maxima 29; E. mitis 128; E. necatrix 102; E. praecox 20; E. tenella 23.

Diante de todo este contexto, a hipétese deste trabalho é que a reavaliagao dos
dados gendmicos das sete espécies de Eimeria causadoras de coccidiose aviaria
possibilitaria uma busca por pseudogenes associados a marcadores de

patogenicidade nestes organismos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Realizar um levantamento da presencga de pseudogenes das familias génicas
ROP e SAG nos genomas das sete espécies de Eimeria causadoras da coccidiose

aviaria.
2.2 Objetivos Especificos

1 Revisitar os dados genémicos publicos de Eimeria spp., remontar os genomas
e compara-los com os respectivos genomas de referéncia;

2 Realizar a predicdo e anotacdo de genes codificantes e ndo-codificantes em
cada um dos genomas;

3 Efetuar a predicdo de pseudogenes com base nas proteinas preditas de cada
genoma;

4 Identificar os pseudogenes pertencentes as familias génicas ROP e SAG nos

genomas e relaciona-los com o grau de patogenicidade desses organismos.
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3 MATERIAL E METODOS

As andlises desenvolvidas neste trabalho foram realizadas no Laboratério de
Bioinformatica do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (MIP),
do Centro de Ciéncias Biolégicas (CCB) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). A estrutura do laboratério conta também com servidores alocados na
Superintendéncia de Governanga Eletrbnica e Tecnologia da Informacédo e
Comunicagdo (SeTIC) da UFSC para desenvolvimento de plataformas

computacionais e demais analises de alta performance.

3.1 Obtencao dos dados brutos

Obteve-se os reads das sete espécies de Eimeria causadoras da coccidiose
aviaria pela base de dados do Sequence Read Archieve (SRA) do GenBank. Utilizou-
se os seguintes dados de sequenciamento com os respectivos codigos de acesso:
ERR357127 (E. acervulina); ERR357129 (E. necatrix); ERR357192 (E.
praecox); ERR357130 (E. brunetti); ERR357128 (E. maxima); ERR357191 (E. mitis);
ERRO019305, ERR019306, ERR019307, ERR019308, ERR019309, ERR019310,
ERR019311, ERR019312 (E. tenella Houghton); ERR296541, ERR296879, (E. tenella
Nippon NT2). Com excecédo de E. tenella, que apresenta duas cepas, as outras
especies apresentam apenas um resultado de sequenciamento, aplicado na
montagem de seus respectivos genomas de referéncia. A Tabela 2 exibe um
panorama comparativo entre a quantidade de reads e os genomas de referéncia.
Obteve-se os dados citados através do programa Fastq-dump v2.8.2 do SRA toolkit
(LEINONEN; SUGAWARA; SHUMWAY, 2010). Todos os reads utilizados foram
sequenciados pelo método lllumina Genome Analyzer Il ou lllumina Genome Analyzer
IIx, ambos geraram reads do tipo paired end. A média de tamanho dos reads é de 75

pares de base para E. tenella e 100 pares de base para as demais espécies.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/ERX007803%5baccn%5d
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Tabela 2 - Dados brutos por genoma

Quantidade Tamanho do genoma de
Espéciel/cepa de reads referéncia
(em milhées) (em milhdes de bases)

Cobertura
aproximada

E. acervulina 49,72 45,83 108x
E. brunetti 35,81 66,89 58x
E. praecox 25,54 60,08 42x
E. mitis 130,01 72,24 215x
E. maxima 72,05 45,90 156x
E. necatrix 139,96 55,00 254x
E. tenella Nippon NT2 27,09 51,00* 39x
E. tenella Houghton 68,27 51,00* 100x

* O genoma de referéncia de E. tenella é baseado na cepa de Houghton.

3.2 Limpeza dos dados brutos

Observou-se a qualidade dos dados brutos obtidos do SRA, individualmente,
através do programa FastQC v0.11.8. Valeu-se do programa Trimmomatic v2.0 para
remover os reads com qualidade Phred abaixo de 25 (AVGQUAL:25), assim como
as sequéncias adaptadoras utilizadas no sequenciamento
(ILLUMINACLIP:all adapters.fa:2:30:10). Empregou-se parametros
adicionais de qualidade no inicio (LEADING:30) e fim das sequéncias
(TRAILING:25), bem como tamanho minimo dos reads gerados ap0s este processo
(MINLEN:50).

Depois de limpos, restaram, dos reads pareados iniciais: 93,65% de E.
acervulina; 89,29% de E. brunetti; 89,28% de E. mitis; 93,08% de E. maxima; 88,99%
de E. necatrix; 90,06% de E. praecox. Das cepas de E. tenella, restaram, dos reads
pareados, para a cepa Houghton: 69,81% do SRA ERR019305; 52,84% do SRA
ERRO019306; 72,67% do SRA ERR019307, 69,01 do SRA ERR019308; 82,52% do
SRA ERR019309; 81,53 do SRA ERR019310; 91,97% do SRA ERR019311; 85,43%
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do SRA ERR019312. Para a cepa Nippon NT2, restaram, dos reads pareados: 82,62%
do SRA ERR296541 e 79,92% do SRA ERR296879.

Utilizou-se dos reads pareados limpos de cada espécie para montagem dos
respectivos genomas. Agrupou-se os reads pareados limpos de E. tenella Houghton,
valeu-se dos mesmos para realizar a montagem do genoma desta cepa. Repetiu-se o

processo para E. tenella Nippon NT2.
3.3 Montagem dos genomas

A sequéncia metodologica de processos realizados para a montagem dos
genomas descritos aqui esta esquematizada na Figura 4. Realizou-se a montagem da
cepa Houghton de E. tenella utilizando como referéncia o genoma de Toxoplasma
gondii disponivel na base de dados de Genomas do GenBank (Acesso:
GCA_000006565.2). A montagem sucedeu-se através do programa SPAdes v3.13.0
valeu-se de parametros padréao, kmer de tamanho 55 e argumento de correg¢ao de
erros (--careful). Para definigdo do tamanho de kmer, utilizou-se o programa
VelvetOptimizer v2.2.6 (ZERBINO; BIRNEY, 2008). Para E. tenella testou-se os kmers
impares de 33 a 61. Deste modo, estabeleceu-se kmer de 55 para a cepa Houghton
e 35 para a cepa Nippon NT2. Para as demais Eimeria spp. testou-se os kmers
impares de 55 a 79. Empregou-se o tamanho de kmer: 77 para E. praecox, E. mitis e
E. maxima; 75 para E. brunetti e E. Necatrix; 67 para E. acervulina, para as respectivas
montagens. Esta diferenca de metodologia para E. tenella, se deve ao tamanho dos
reads obtidos no SRA, que sao menores para esta espécie.

Realizou-se a montagem do genoma das outras espécies e da cepa Nippon
NT2 de E. tenella utilizando o SPAdes v3.13.0, baseando-se no genoma de E. tenella
Houghton montado primeiramente, apds exauridos os processos de montagem e
fechamento. Essas montagens utilizaram padrdo de cobertura minima 20 (--cov-
cutoff 20) e argumento de corregao de erros (--careful), alterou-se o tamanho
de kmer para cada montagem, com base nos resultados do programa
VelvetOptimiser. As montagens de E. mitis, E. necatrix e E. tenella Nippon NT2
valeram-se dos reads nao pareados (-s); a montagem de E. acervulina foi realizada
com padrao de cobertura automatico (--cov-cutoff auto); E. preaecox com
padrdo de cobertura minima 15 (--cov-cutoff 15) e E. tenella com padrdo de

cobertura minima 10 (--cov-cutoff 10).
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Realizou-se a avaliagao da qualidade das montagens com auxilio do programa
QUAST 5.02. Comparou-se e calibrou-se as métricas geradas com os genomas de
referéncia para definigdo dos parédmetros de montagem informados anteriormente.

O tamanho de insercao e delegédo dos fragmentos foi calculado com o BBmap
v38.70 (BUSHNELL, 2014), e padronizado em 300 para as montagens, mesmo
tamanho utilizado na montagem dos genomas de referéncia, informado pelo autor
apenas para E. tenella (REID, et al. 2014). Estabeleceu-se o desvio padrédo em 0,2
com base no calculo do BBmap v38.70 para E. tenella. Estes argumentos foram
empregados para constru¢ao das bibliotecas dos programas SSPACE 3.0 (BOETZER
et al., 2010) e Gapfiller v1-10 (NADALIN; VEZZI; POLICRITI, 2012).

Utilizou-se o programa SSPACE 3.0 para estender os scaffolds geradas e
corrigir erros com base na cobertura. Para este processo, executou-se o programa 7
vezes, iterando o resultado de uma rodada como entrada da préxima. Assim, variou-
se o tamanho de cobertura necessario para correcao dos scaffolds. Iniciou-se com
100 (-k 100), depois 50, 30, 20, 10, 5 e 5. Definiu-se o parametro de extensao dos
contigs (-x 1), remocao de fragmentos pequenos, menores que 500 pares de base
(-z 500) para as 6 primeiras iteragbes e -z 1000 para a ultima iteragdo com -k 5.

ApOs este processo, utilizou-se o programa Gapfiller v1-10 para fechar gaps
entre os scaffolds e remover bases n&o identificadas. Definiu-se numero de
sobreposi¢ao minimo de reads de 20 (-n 20); diferengca maxima de gaps entre os
scaffolds e as sobreposi¢cées de 50 nucleotideos (-d 50); numero de nucleotideos
removidos das extremidades dos gaps de 10 (-t 10). Executou-se o Gapfiller v1-10
com 10 iteragdes (-1 10).

A fim de melhorar a estrutura dos genomas, executou-se o programa SSPACE-
LongRead, v1.1 (BOETZER; PIROVANO, 2014), para cada montagem realizada.
Utilizou-se como long reads os genomas de referéncia respectivos de cada espécie,
disponiveis no GenBank. O programa foi executado em seis iteragdes, alterando o
tamanho de kmer de 100, para 50, 30, 20, 10 e 5.

Apoés avaliagdo, os genomas utilizados para o processo final de polimento
foram: E. acervulina, E. brunetti e E. tenella Houghton resultantes das seis iteragoes
do SSPACE-LongRead; E. mitis, E. praecox e E. tenella Nippon NT2 resultantes da

primeira iteragdo do SSPACE-LongRead. Para os genomas de E. necatrix e E.
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maxima a metodologia nao foi eficaz e, portanto, manteve-se os genomas montados
apo6s o processo de fechamento de espacos.

Com esses genomas, executou-se novamente o programa Gapfiller v1-10, com
0s mesmos parametros informados anteriormente. Por fim, uma etapa final de
polimento das montagens foi executada através do programa Pilon v1.23 (WALKER
et al. 2014), valendo-se dos argumentos: --diploid e --defaultqual 25.

Calculou-se a cobertura dos genomas através da férmula 2.

Numero de reads * Tamanho dos reads / tamanho do genoma (2)

Calculou-se a profundidade e realizou-se o mapeamento dos reads nos
genomas com os programas BWA v0.7.17-r1188 (LI; DURBIN, 2009) e SAMtools v1.7
(LI et al. 2009).

Valeu-se do programa RepeatMasker versdo 4.1.0 para buscar as regides
repetitivas nos genomas com base em similaridade com as bases de dados Dfam 3.1

e RepBase-20181026, nos quais, restringiu-se a busca a nivel de filo (Apicomplexa).



Figura 4 - Metodologia de montagem dos genomas de Eimeria spp.
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Legenda: Representagao grafica dos processos e programas utilizados para realizagdo das montagens.
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3.4 Predigdao de RNAs e Proteinas

Realizou-se a predigao de tRNAs com o programa tRNAscan v2.0, executado
com parametros padrao. A predicdo de rRNAs foi realizada pelo programa Infernal
v1.2 baseando-se na homologia com dados disponiveis na base de dados do RFAM,
obtida no dia 11/05/2020. O banco de dados do RFAM (https://rfam.xfam.org/) foi

preparado com o algoritmo cmpress. Para a analise com o algoritmo cmscan 0s

seguintes argumentos foram utilizados: -rfam, que corresponde ao modo rapido do
algoritmo; -2z, que corresponde ao numero de nucleotideos de cada genoma vezes
2 (fita senso e antisenso), em megabases, calculado separadamente para cada
genoma. --nohmmonly, para usar modelos de covariancia (CM) em conjunto com
modelos ocultos de Markov (Hidden Markov Models - HMM); —--notrunc, para evitar
resultados truncados; --clanin, para usar o arquivo preparado com o cmscan; ——
cut ga, para utilizar os valores de bit score determinados pelo banco de dados
curado ao considerar uma sequéncia homdéloga.

A predicdo de snoRNAs foi realizada pelo programa SnoReport v2.0
(OLIVEIRA et al. 2016). O programa foi executado individualmente para cada scaffold
de cada um dos genomas montados, com configuragdes padrao e, ao final, agrupados
os resultados de cada genoma. Validou-se as predigdes de tRNAs, rRNAs e snoRNAs
com sequéncias obtidas da base de dados RNACentral (disponivel em:

https://rnacentral.org/, acessado no dia 16/05/2020). Considerou-se uma predigao

valida caso houvesse identidade e cobertura maior ou igual a 90 com alguma
sequéncia depositada no banco de dados, sendo o processo realizado por meio do
algoritmo do BLASTn. Manteve-se todas as predicoes de tRNAs e rRNAs. Para
snoRNAs manteve-se apenas as predicoes com alta similaridade com as sequéncias
depositadas no RNACentral. Para as comparagdes de tRNAs, utilizou-se 121 de E.
acervulina; 177 de E. brunetti; 130 de E. necatrix; 230 de E. praecox; 180 de E. mitis;
163 de E. maxima e 206 de E. tenella oriundas do RNACentral. Para as comparacgdes
de rRNAs, utilizou-se 93 sequéncias de E. acervulina; 106 de E. brunetti; 62 de E.
necatrix; 95 de E. praecox; 129 de E. mitis; 200 de E. maxima e 210 de E. tenella
obtidas do RNACentral. Para as comparacdes de snoRNAs, utilizou-se 9 sequéncias
de E. acervulina; 20 de E. brunetti; 12 de E. maxima; 28 de E. mitis; 13 de E. necatrix;
22 de E. praecox e 8 de E. tenella obtidas do RNACentral.


https://rfam.xfam.org/
https://rnacentral.org/
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Para a predi¢ao de proteinas, testaram-se diversas abordagens. Utilizou-se o
programa Augustus v3.3.3, GeneMark-ES Suite v4.57 lic (LOMSADZE, 2005) e
BRAKER v2.1.5 (GREMME; 2013; HOFF et al., 2019; LOMSADZE; BORODOVSKY;
STANKE, 2019). Criaram-se dois modelos de predigdo com o Augustus, um com o
Genemark e um com o BRAKER. O modelo do Genemark foi executado com
configuracbes padrao e sem utilizacdo de evidéncias externas, visto que € um
algoritmo que se auto-treina e, dessa forma, foi criado um modelo preditivo para cada
genoma. Para criacdo do modelo de predigdo do BRAKER, foi fornecido, para cada
espécie, o modelo de predigao criado pelo Genemark, assim como o proteoma da
espécie, disponiveis no GenBank. Além disso, utilizou-se o Genome Threader
(GREMME; 2013) para gerar os hints com base em similaridade (--prg=gth);
utilizou-se das estruturas geradas pelo Genome Threader (--gth2traingenes)
em conjunto com a predicdo do Genemark para treinar o Augustus (--
trainFromGth) . Assim como o modelo do Genemark, cada predicdo do BRAKER é
personalizada e especifica para cada genoma.

O primeiro modelo preditivo para o Augustus foi criado valendo-se de 100
genes aleatorios do genoma de referéncia de E. tenella Houghton disponivel no
GenBank. Empregou-se cDNA da base de dados Eimeria Transcript DB

(http://coccidia.icb.usp.br/eimeriatdb/, acessado em: 14/05/2020) como suporte para

predicao dos genomas de E. acervulina, E. maxima, E. tenella Houghton e E. tenella
Nippon NT2. Utilizou-se este modelo para realizar a predigdo génica de todas os
genomas. As sequéncias dos transcritos foram preparadas utilizando o software
BLAT v34 (KENT, 2002) com identidade minima de 92% (minIdentity=92).
Converteu-se o alinhamento multiplo em hints com o script do Augustus
blat2hints.pl. Empregou-se os hints como evidéncias de predigcdo no Augustus
valendo-se do argumento --hintsfile e -—
extrinsicCfgFile=extrinsic.E.cfqg. O arquivo de configuragao foi fornecido
pelo Augustus. Por fim, o segundo modelo preditivo do Augustus procedeu da mesma
forma, mas utilizando o arquivo .gff da referéncia de E. tenella. Realizou-se a
predicao utilizando os mesmos hints para as espécies de E. tenella, E. acervulina e E.
maxima, e sem este dado para as demais.

Comparou-se todos os modelos preditivos com relagao a: numero de genes

preditos; tamanho das proteinas deduzidas; quantidade de proteinas com menos de


http://coccidia.icb.usp.br/eimeriatdb/
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100 residuos aminoacidicos; e, mais importante, numero de genes preditos com

algum correspondente no ToxoDB (https://toxodb.org/toxo/) versdo 46. Os numeros

de predicdes obtidos em cada modelo podem ser consultados no APENDICE A. O
modelo que apresentou a menor quantidade de proteinas que nao encontraram
correspondéncia com a base de dados do ToxoDB (Augustus com gff de E. tenella)
foi utilizado para as etapas seguintes de anotagcdo e analise de ortologia. Este
procedimento foi adotado para tentar reduzir o numero de falsos positivos.
Posteriormente, removeu-se predigdes menores que 100 aminoacidos, a fim de evitar
outros possiveis falsos positivos.

Todas as predi¢des realizadas valeram-se dos genomas contendo as regides
repetitivas, devido ao fato de regides homopoliméricas serem muito comuns em
proteinas do género, descrito por Reid e colaboradores em 2012.

Realizou-se a anotagao génica por similaridade utilizando os bancos de dados
SwissProt (versdo 11/2019) e ToxoDB versdo 46. Foi empregado uma versao
customizada da AnnotaPipeline (MAIA, 2019). O diagrama sequencial dos processos
esta exposto na Figura 5. Utilizou-se valores de cobertura maior ou igual a 30,
identidade maior ou igual a 40 e positividade maior ou igual a 60 para transferir
anotacao, valendo-se do maior bitscore como critério de selegao.

Adotou-se os valores padrao para identidade e positividade (MAIA, 2019). O
padrao minimo de cobertura foi estabelecido apds a execucao de testes para verificar
alteragdes significativas na troca de anotagao ao alterar o valor minimo de cobertura.
Tais resultados estdo disponiveis no APENDICE B. Proteinas com anotacdes
contendo as palavras chave: hypothetical, unspecified, fragment,
partial, unknown, foram consideradas como hipotéticas. Anotagcdes sem estas
palavras consideradas, portanto ndao hipotéticas, prevaleceram. Apos atribuicdo de
funcao por similaridade, realizou-se a anotacado funcional por meio do HMMscan
versdo 3.1b2 (FINN; CLEMENTS; EDDY, 2011; POTTER et al., 2018), RPSBIlast
versao 2.9.0 (STATES; GISH, 1994) e InterProscan versao 2.0 (MULDER;
APWEILER, 2007). A informacgao de funcionalidade foi inserida (quando presente) na
anotacao das proteinas.

Para avaliacédo do numero de proteinas hipotéticas e anotadas, considerou-se
anotagdes que continham a palavra “hypothetical’ como hipotéticas e as que néo

tinham como anotadas. Devido a forma como o proteoma de referéncia de E. mitis foi


https://toxodb.org/toxo/
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anotado, para este, considerou-se hipotéticas as anotagdes que continham a palavra

“uncharacterized” e “hypothetical’.

3.5 Predicao de pseudogenes

Executou-se o programa PseudoPipe para realizar a predigao de pseudogenes
individualmente para cada genoma. Para esta analise, utilizou-se a localizagéo dos
exons de cada proteina predita para o genoma obtido através dos resultados da
predicdo de proteinas, além do genoma e proteoma correspondentes da espécie.
Desta forma, o programa foi executado em sua configuragao padrao.

Foram utilizados scripts in-house, desenvolvidos em linguagem computacional
Python (versdes 3 e 3.6), para processar os dados em cada uma das etapas do

processo de predigao.



Figura 5 - Adaptacao da AnnotaPipeline utilizada para anotagao das proteinas de Eimeria spp.
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As predi¢des foram comparadas com a base de dados do SwissprotDB. Proteinas ndo anotadas por similaridade com o SwissprotDB foram comparadas com
o ToxoDB, pelo mesmo processo. Ao fim desta etapa, gerou-se dois conjuntos de dados: sequéncias anotadas e sequéncias hipotéticas. Ambos os conjuntos
foram submetidos a anotagao funcional, realizada pelos programas HMMer, RPSblast+ e InterproScan. O compilado destas informagdes resultou em trés
arquivos: o de anotagbes, que exibe a sequéncia e sua anotagdo; o GFF que concatena dados de localizagdo do gene; e o arquivo fasta, que contém a
anotagao, a sequéncia aminoacidica e informagdes da localizagao. Fonte: MAIA, 2019, adaptado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
41 Montagens

As montagens apresentam meétricas melhores que os genomas de referéncia
depositados no GenBank. Todos os genomas montados neste projeto apresentam
menor numero de scaffolds e menos espagamentos que os respectivos genomas de
Eimeria spp. conforme a Tabela 3. Isto permite dizer que as montagens estao mais
contiguas, agrupadas e sem perda de dados, evidenciado pelo conteudo GC e
tamanho de genoma, proximos dos padrdées encontrados nas respectivas referéncias
(NCBI/Genome). As métricas de N50 e L50 estdo melhores para a maioria dos
genomas, assim como bem proximas da referéncia para os genomas de E. tenella.

As montagens de E. tenella sdo casos particulares, uma vez que apresentam
maior numero de bases N e tamanho de genoma maiores que a referéncia. Escolheu-
se utilizar os dados estruturais do genoma de referéncia para obter um genoma maior
e mais contiguo, em detrimento de algumas métricas, uma vez que o tamanho
esperado do genoma de E. tenella corresponde a 60Mb (SHIRLEY, 2000), enquanto
a referéncia possui genoma descrito de 51.8Mb. Em decorréncia disso, algumas
métricas, como bases N a cada 100 mil pares de base foram infladas, pois a
montagem feita neste trabalho conseguiu estabelecer uma estrutura maior do
genoma, proximo do tamanho esperado, mas com regides de baixa precisdo na
chamada de bases. Assim, essas duas montagens de Eimeria tenella, contribuem
para proximos estudos que sequenciem e identifiquem tais bases, valendo-se da
estrutura montada neste estudo, de forma que os genomas se tornem mais proximos
da realidade.

O genoma de E. mitis apresenta tamanho muito inferior ao genoma de
referéncia (12Mb a menos). Porém, E. mitis, em particular, possui duas versdes do
genoma publicados. O atual genoma de referéncia (GenBank assembly accession:
GCA_000499745.2) permitiu maior identificagdo de proteinas que sua versao antiga
(GenBank assembly accession.: GCA_000499745.1), porém em detrimento de
algumas métricas. A montagem realizada neste estudo reuniu as duas vantagens
destas versdes dos genomas: melhora de métricas e maior numero de proteinas
preditas. Neste sentido, o fator que destoa € o tamanho de genoma (72Mb para a atual

referéncia), métrica que conserva a estatistica do primeiro genoma (60Mb) na
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proposta atual de montagem, e que vai de encontro ao esperado para o género,
segundo a literatura (SHIRLEY, 2000).

Ao mapear os genomas de referéncia com suas respectivas montagens, para
verificar a integridade das informacdes contidas nas referéncias, obtemos alto grau de
correspondéncia: 99,55% para E. acervulina, 100%; para E. brunetti; 99,92% para E.
necatrix; 99,99% para E. mitis e E. maxima; 97,72% para E. tenella Nippon NTZ2;
82,02% para E. tenella Houghton. O mapeamento corrobora as estatisticas da Tabela
3, que indica melhora dos genomas dessas espécies sem perda de informagdo em
relacdo aos genomas de referéncia.

Outra estatistica importante € o numero de repeticdes nos genomas. Os
genomas de referéncia, segundo o grupo de pesquisa responsavel pelo estudo,
apresentam de 20 a 30% de repeticdes simples no genoma. Ao aplicar a mesma
metodologia para identificar tais repeticbes nos genomas montados e nos genomas
de referéncia, encontramos uma quantidade de repeticbes que varia de 13 a 25%,
mantendo o padrao descrito por REID e colaboradores em 2014, em que estas
repeticbes, em quase que sua totalidade, sao repeticbes simples. As maiores
diferencas entre um genoma de referéncia e um genoma montado neste estudo se
dao para os dois genomas de E. tenella, cuja variagdo chega a 2%. Apesar disso, 0s
numeros absolutos (pares de bases com repeticoes) diferem em 214 mil pares de
bases para E. tenella Houghton e 432 mil pares de bases para E. tenella Nippon NT2,
5,8% e 2,8% do total, respectivamente. Isto explica-se pelo fato de as montagens
estarem maiores que o genoma de referéncia usados para comparagao, como
discutido anteriormente. Este comparativo esta exposto no APENDICE C.

As montagens apresentam grande redugdo na cobertura comparado a
referéncia, isto ocorre em decorréncia dos valores de qualidade Phred utilizados para
limpeza dos dados brutos. Porém, o mapeamento dos reads com os genomas finais
mostra que a maioria dos reads limpos foram utilizados nas respectivas montagens.
Obtivemos mapeamento acima de 96% para todos os genomas, exceto E. praecox e
E. tenella Houghton, com 94.14% e 81.05% dos reads mapeados, respectivamente.

Para fins de comparagcdo, um estudo realizado em 2013 por Desai e
colaboradores, para montagem de novo de genomas pequenos (menores que 100
milhdes de bases) mostra que uma cobertura em torno de 50x é suficiente para obter
boas montagens. Apenas trés genomas nao condizem com esta recomendagao, mas

€ importante ressaltar que a cobertura se mostra satisfatéria, uma vez que os
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genomas foram montados com base em uma referéncia. O mesmo método foi utilizado
para a montagem do genoma de referéncia de Toxoplasma gondii ME49, que
apresenta cobertura de 26.55x (NCBI, Genome). T. gondii € um organismo
filogeneticamente aparentado de Eimeria spp. com tamanho de genoma e conteudo
GC semelhantes (NCBI, Genome), tornando a comparagéao valida.

Além disso, ha profundidade suficiente para garantir a acuracia nas chamadas
das bases presentes nos scaffolds. Nao ha um padrdo para definir uma boa
profundidade de genoma, mas, para métodos de sequenciamento whole genome
sequencing (WGS), a lllumina (empresa responsavel pela tecnologia de
sequenciamento empregada nas amostras de Eimeria spp.) recomenda profundidade
em torno de 50x para genomas humanos (ILLUMINA, 2020). Novamente, trabalhando
com dados genémicos de humanos, Ajay e colaboradores, em 2011, citam que acima
de 50x, a profundidade permite sensibilidade para identificacdo de gendtipos
diferentes, interessante para analises de polimorfismos de nucleotideos unicos (SNP)
ou uso clinico. Este n&o é o propdsito deste estudo, porém, a profundidade média se
mostra muito acima do recomendado, reiterando o alto aproveitamento dos reads

citado ao apresentar as métricas de mapeamento.
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Tabela 3 - Comparativo entre as montagens de Eimeria spp. realizadas neste estudo e seus respectivos genomas de referéncia

Scaffolds N50 L50 Espacos N / 100kpbs Cobertura Conteudo GC I?a.dos.
adicionais
© ©
5 3
© © © © © 1S
G g 5 g 5 £ 3 £ 3 g G g 3 & 5 o
L. c o c ()] c ()] c ()] c )] c )] c )] o k-]
Espécie ‘g s ‘g 8 ‘g s ‘g S ‘g 8 ‘g & ‘g 8 S 8
Y= < Y < - < - < - S Y= S Y < 1~} -
[*] [e] [e] [e] o o o e
2 = e = e = e = 2 = 2 = £ = FR-
[
£ &
EACV 3.415 1.786 33.010 82.446 351 165 1.532 836 334 448 199x 101x 48,3 48,1 47 181x
EBRU 8.575 2.293 33.515 71.624 531 262 19.411 2.693 2794 3.119 143x 47x 47,9 47.8 64 92x
EPRA 21.348 6.446 8.846 17.087 1.438 670 34.977 5.851 8 843 6.534 102x 38x 45,7 46,0 51 82x
EMIT 15.978 6.615 9.328 18.348 2.055 2.054 56.820 4.029 7.398 4.234 520x 192x 47,6 47,3 60 352x
EMWX 3.564 2.730 26.759 45.864 452 275 1.006 342 218 11 258x 146x 46,6 46,6 45 245x
ENEC 3.707 3.062 40.326 47.128 291 261 960 698 174 22 559x 226x 51,0 51,2 54  411x
ETHE 2.208 172.693 86 4.120 17.161 72x 514 57 113x
Houghton*
4.665 200.914 68 8.064 1.322 168x 51,3
ETHE 1703 209.502 75 1.671 18.720 32x 512 58 63x
Nippon NT2*

O tamanho de genoma é dado em milhdes de bases. O conteudo GC é dado em porcentagem. EACV corresponde a Eimeria acervulina; EBRU a E. brunetti;

EPRA a E. praecox; EMIT a E. mitis; EMWX a E. maxima; ENEC a E. necatrix; ETHE a E. tenella.

* O genoma de referéncia utilizado para comparagéo é da cepa Houghton.
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4.2 Predigées génicas

Todas as predicbes do modelo definido (Tabela 4) apresentam valores
superiores aos encontrados nos genomas de referéncia. Ao analisar os dados de
outros coccidios depositados no GenBank (T. gondii, P. vivax, P. falciparum, Theileria
spp. € N. caninum), observa-se que o numero de proteinas preditas varia entre cinco
e oito mil. Considerando o parentesco filogenético desses parasitos, assim como o
alto numero de proteinas sem qualquer semelhangca com outras predicbes, fica
evidente que, apesar dos testes realizados, o modelo de predicdo pode ser melhorado
a fim de reduzir falsos positivos.

Apesar disso, ha um grande numero de proteinas preditas que possuem
alguma anotagéo, métrica que chegou a 59% para E. tenella Nippon NT2, e 34% para
E. praecox, com variagcdes entre estes dois extremos. Proteinas hipotéticas podem
ser um artefato da técnica e a redugao deste numero é notavel quando comparado
com os genomas de referéncia.

Com relacédo as trés classes de genes ligadas a patogenicidade, ha uma
uniformidade no numero de genes SAG encontrados nos genomas montados, quando
comparados com suas respectivas referéncias. Os genes da familia ROP
apresentaram maior variacdo, embora sejam poucos genes por espécie. Com relagao
aos produtos dessas familias, de modo geral, houve ganho de informagao (encontro
de novas proteinas dentro da familia) para todas as classes. Na familia ROP foram
encontradas novas proteinas em todos os genomas, destacando a proteina ROP14,
encontrada em E. brunetti, E. mitis e E. maxima. As proteinas ROP21 e ROP38
presentes no proteoma de referéncia de E. acervulina nao foram encontradas na
predicao realizada para a espécie. Apesar disso, o numero de proteinas preditas ainda
esta distante dos 28 genes ROP encontrados para E. tenella, segundo andlise de
Talevich e Kannan em 2013. Com relagao a familia SAG, apenas E. tenella, em seu
proteoma de referéncia, apresenta anotagao especifica, contendo 22 anotagdes. Nas
predicoes realizadas neste trabalho, foram encontradas apenas quatro anotacdes
especificas nos proteomas de E. tenella, de forma que apesar da uniformidade no
numero de genes, ha diferengca em suas anotagdes. Neste sentido, E. necatrix, que
nao possui anotagao especifica para SAG em seu proteoma de referéncia, apresentou
12 anotacbes, das quais trés sao compartilhadas com os proteomas de E. tenella.

Estas informacdes estdo disponiveis no APENDICE D.



45

Dentre muitas proteinas compartilhadas, destaca-se a ROP38, encontrada nos
proteomas de E. tenella e E. brunetti, duas espécies que em conjunto com E. necatrix
sdo classificadas como hemorragicas, causando maior dano aos hospedeiros. A
proteina ROP38 é encontrada no proteoma de referéncia de E. acervulina, mas néo é
encontrada no proteoma realizado neste estudo, para a mesma espécie. Esta proteina
€ uma das abordagens recentes no desenvolvimento de vacinas contra T. gondii
(NOSRATI et al., 2020). Outra proteina exclusiva € a ROP27 de E. acervulina, que
nao possui anotagdo para os proteomas de referéncia, sendo encontradas em
géneros como Toxoplasma e Plasmodium (NCBI, Gene). Além disso, ha nove das 12
anotagdes de genes SAG encontradas em E. necatrix que sao exclusivas da mesma.
Porém, como discutido anteriormente, a maioria destes marcadores esta presente no
proteoma de referéncia de E. tenella, mas nédo foram identificados no proteoma
produzido por este estudo, para a espécie. Esses marcadores compartilhados e
exclusivos merecem atencdo quando o objetivo € o diagndstico ou tratamento
especifico. Apesar destes achados, um estudo de expressao € necessario para
verificar a veracidade destas predicdes no modelo in vivo. As predi¢des in silico podem
apresentar artefatos, de modo que genes com expressado variavel, descritos em
apicomplexa (YEOH et al., 2019), podem ser parcialmente identificados, de forma a

alterar a anotacgao atribuida a proteina.
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Tabela 4 - Proteinas preditas e anotagdes de familias génicas ligadas a patogenicidade

Proteinas hipotéticas

Numero .
de proteinas Proteinas
Totais com anotagao Totais ROP SAG
funcional*
© © © © ©

g 5 S S s g S § 5 § 3

o < o = 7] o c o c o c
Espécie 8 ‘g 8 ‘g 8 8 ‘g s ‘g £ ‘g

c c c [ [ c

o ‘S o ‘S o ) S ) S 9] S

= & = & = = A = ¢ = o
EACV 8.905 6.867 4.490 4.453 600 4.415 2.414 6 8 16 16
EBRU 11.470 8.711 6.726 6.462 1.138 4.774 2.249 8 7 120 105
EMIT 11.627 10.073 7.229 8.076 1.269 4.398 1.997 8 6 202 173
EMWX 7.980 6.057 4.312 3.929 541 3.668 2.128 5 5 33 39
ENEC 9.822 8.609 4.473 5.851 775 5.349 2.758 9 7 103 120
EPRA 10.792 7.635 7.053 6.070 1.008 3.676 1.565 5 4 20 19
ETHE 9.682 4.298 480 5.384 9 91 87
Houghton

8.609 5.839 2.770 7

ETHE
Nippon NT2 8.855 3.616 449 5.239 9 83

EACV corresponde a Eimeria acervulina; EBRU a E. brunetti; EPRA a E. praecox; EMIT a E. mitis; EMWX a E. maxima; ENEC a E. necatrix; ETHE a E. tenella.
As proteinas hipotéticas com anotagao funcional apresentam indicadores de fungéo bioldgica provenientes da Gene Ontology. O genoma de referéncia de E.
tenella utilizado para comparagéao é da cepa Houghton.

*Nao se aplica aos genomas de referéncia
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As predi¢des de genes nao codificantes estdo expostas na Tabela 5. A maioria
das predigdes foram validadas com dados disponiveis no RNACentral. Nao ha
mengao de predicdo de estruturas n&o codificantes na publicagdo dos genomas de
referéncia de Eimeria spp. € por isso nao é passivel de comparacio. Os dados de T.
gondii mostram 183 predi¢cdes de tRNAs, numero inferior ao numero de sequéncias
utilizadas para comparacdo em cada espécie, obtidas do RNACentral, conforme
descrito na metodologia (NCBI, Genome). Apesar disto, ha um grande numero de
sequéncias semelhantes com evidéncias, que indicam a possibilidade de genes
multicopias.

Com relacado aos rRNAs, ha menos predigdes do que sequéncias disponiveis
na base de dados do RNACentral. Ao analisar coccideos proximos obtém-se dois
extremos, T. gondii com alto numero de rRNAs (superior a 400) e Plasmodium spp.
(22 a 71) com numeros proximos das predi¢des realizadas (NCBI, Genome).

As predigdes de snoRNAs ndo sdo comuns em organismos parasitarios. Por
se tratarem de pequenas sequéncias, a chance de falsos positivos € maior, fato que
influenciou no filtro destas sequéncias. Deste modo, os resultados expostos na Tabela
5 constituem apenas sequéncias com alta similaridade com os poucos dados
disponiveis na literatura para esses transcritos. Assim, a predicdo de snoRNAs
realizadas neste projeto representa um grande salto no numero de sequéncias
encontradas e pode sinalizar para a presenga de multicépias destes genes e possiveis

variantes fenotipicas.
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Tabela 5 - Predicdo de genes nao codificantes

tRNAs rRNAs snoRNAs

Espécie

Total Validado Total Validado Total
EACV 492 458 40 36 43
EBRU 311 305 49 45 46
EPRA 303 297 29 27 116
EMIT 247 231 56 49 95
EMWX 312 305 60 58 115
ENEC 290 273 30 30 33
Ez';'sh o 259 256 24 24 19
ﬁ:'p'l'fm NT2 252 250 24 22 20

EACV corresponde a Eimeria acervulina; EBRU a E. brunetti; EPRA a E. praecox; EMIT a E. mitis;
EMWX a E. maxima; ENEC a E. necatrix; ETHE a E. tenella. As validagbes foram realizadas com base
na similaridade com sequéncias depositadas no RNACentral. As comparag6es foram realizadas a nivel
de género para os rRNAs e a nivel de espécie para os tRNAs e snoRNAs. O numero total de snoRNAs
corresponde apenas aos validados. As predigdes de rRNAs agrupam genes de 28s, 18s e 5.8s.

4.3 Pseudogenes

A busca de pseudogenes, expostos na Tabela 6, retornou muitos fragmentos
de genes (FRAG), algumas duplicacbes (DUP) e pseudogenes oriundos de
retrotransposigcdo (PSSD). Ao analisar as classes de proteinas relacionadas a
patogenicidade, ha poucos pseudogenes da familia ROP - estdo presentes em menor
numero nos genomas - e muitas predi¢gdes para pseudogenes da familia SAG.

Com relagdo a SAG, as espécies hemorragicas apresentam um numero
proximo de pseudogenes, com pequena variagdo para a cepa Nippon NT2 de E.
tenella. E. acervulina e E. praecox, que sao espécies que causam menos dano e
compartiilham o mesmo local de infegdo (QUIROZ-CASTANEDA; DANTAN-
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GONZALEZ, 2015) possuem poucos pseudogenes desta familia. E. mitis apresenta
muitos pseudogenes e difere deste padréo.

Com excecgao das cepas de E. tenella, todas as outras predicoes feitas neste
trabalho subestimam os numeros de pseudogenes encontrados por Reid e
colaboradores em 2014. Os pseudogenes da classe SAG estdo categorizados como
duplicagdes ou fragmentos, classificando-os como genes nao processados, de forma
que estes permanecem como resquicios de genes outrora ativos. O fato de muitos
pseudogenes (os trés pseudogenes de E. acervulina, por exemplo) localizarem-se
antes ou depois de genes SAG preditos ativos reforca este argumento. E comum
encontrar blocos de genes SAG em sequéncia em um mesmo scaffold (REID et al.,
2014) e o fato de pseudogenes estarem proximos destes blocos pode sinalizar para
inativagdes ao longo do curso da evolugao dos patdégenos.

A localizagao destes pseudogenes também pode indicar regides regulatorias
da expressao de genes SAG que o acompanham. Mecanismos de regulagcdo génica
pré-/pos-transcricional e epigenética, mediados por pseudogenes, sdo descritos na
literatura (CHEETHAM; FAULKNER; DINGER, 2020; MURO; MAH; ANDRADE-
NAVARRO, 2011). Apesar disso, nenhuma regulagdo do tipo foi descrita para os
genes de Eimeria, o que suscita perguntas para futuros estudos.

Os pseudogenes da familia ROP aparecem em apenas quatro espécies, uma
delas da classe das mais patogénicas, E. brunetti. E. maxima foi a Unica a apresentar
um pseudogene oriundo de duplicagdo génica (ROP35). Todos os demais
pseudogenes foram identificados como fragmentos — ROP14 (E. brunetti), ROP27 (E.
acervulina) e ROP35 (E. mitis), além de um pseudogene inespecifico de E. brunetti.
Sao poucas predicbes, ao mesmo tempo que sdo poucas proteinas preditas. Nao
havendo resquicios de pseudogenes, ao menos pseudogenes de genes da prépria
espécie, podemos inferir que estes constituem um cerne muito restrito de proteinas
essenciais, conservadas desde seu surgimento evolutivo. De outro modo, fragmentos
e duplicagbes de genes estariam distribuidos no genoma, na forma de pseudogenes,
como ocorre com os genes SAG.

Estudos com pseudogenes de organismos do filo apicomplexa sao raros.
Identificagdo de pseudogenes entre as diferentes espécies pode demonstrar
fendmenos parecidos como o descrito por Reid em 2012, que descreveu o gene
codificante da proteina ROP18 de T. gondii estava “pseudogenizado” em N. caninum.

A proteina ROP18 nao foi identificada nas predi¢des génicas e, portanto, nao faz parte
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das predicbes de pseudogenes. Esta € uma perspectiva de como a identificacdo de
pseudogenes pode levar a compreensao do compartilhamento destes marcadores de

patogenicidade entre os parasitos causadores da coccidiose aviaria.

Tabela 6 - Pseudogenes

Classes Anotagdes

Espécie Total

PSSD DUP FRAG ROP SAG
EACV 1.324 166 323 835 1 3
EBRU 3.553 454 321 2778 2 33
EMIT 3.728 329 620 2.779 1 101
EMWX 775 82 119 574 1 7
ENEC 1.606 203 262 1.141 - 36
EPRA 1.244 125 120 999 - 4
ETHE 1375 220 160 995 : 31
Houghton
ETHE
Nippon NT2 753 93 142 518 - 46

EACV corresponde a Eimeria acervulina;, EBRU a E. brunetti;, EPRA a E. praecox; EMIT a E. mitis;
EMWX a E. maxima; ENEC a E. necatrix; ETHE & E. tenella. PSSD corresponde a pseudogenes
produzidos por retrotransposi¢cao; FRAG corresponde a pseudogenes identificados como fragmento de
genes; DUP corresponde a pseudogenes identificados como duplicacdo de genes.
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5 CONCLUSAO

O protocolo aplicado para remontar os genomas das sete espécies de Eimeria
causadoras da coccidiose aviaria mostrou-se eficaz, uma vez que as métricas de
montagem foram melhoradas e, na maioria dos casos, sem perda de informacéo. Este
novo conjunto de dados gendmicos pode se provar de extrema importancia e
relevancia para este e tantos outros grupos de pesquisa.

A identificacdo de pseudogenes nos genomas das sete espécies de Eimeria
causadoras da coccidiose aviaria representa uma pesquisa de base essencial para o
avancgo na compreensao do papel destas sequéncias no genoma dos parasitos. Neste
contexto, o presente trabalho faz contribui¢des importantes para melhor guiar os
futuros estudos que possam surgir acerca de pseudogenes em coccideos.

Os pseudogenes dos marcadores de patogenicidade mostram que apenas 0s
genes da familia SAG deixaram marcas significativas no genoma desses organismos,
de forma que perspectivas como analises de blocos de sintenia entre os pseudogenes
encontrados, assim como a identificacdo de pseudogenes de genes de outras

especies sao alcadas para pesquisas futuras.
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APENDICE A — Comparativo entre os modelos de predigdo génica

A Planilha 1 exibe o numero de predi¢cdes; a média de tamanho das proteinas
preditas; numero de proteinas menores que cem aminoacidos; mediana e moda do
tamanho das predicdes. A planilha compara os quatro modelos preditivos com a
referéncia e ajudou na escolha do modelo de predigdo adotado (Augustus gff). A

referéncia de Eimeria tenella é da cepa Houghton.

Planilha 1 - Comparativo modelos de predi¢cédo por espécie

Eimeria acervulina

Referéncia Augustus gb Augustus gff Braker = Genemark

Predicoes 6.867 10.288 9.518 9.820 8.954
Média 669,49 538,73 568,19 541,15 507,25
Menores que

cem 293 1.176 973 972 36
aminoacidos

Mediana 460 315 338 326 313
Moda 235 87 81 95 114

Eimeria brunetti

Referéncia Augustus_gb Augustus gff Braker Genemark

Predigcoes 8.711 13.272 12.944 16.665 10.640
Média 546,95 460,16 466,16 391,35 312,74
Menores que

cem 479 1.630 1.474 2.328 75
aminoacidos

Mediana 347 261 265 223 221
Moda 133 111 98 88 99

Eimeria necatrix

Referéncia Augustus_gb Augustus_gff Braker = Genemark

Predicoes 8.609 10.802 10.665 12.090 8.935
Média 548,67 551,55 551,36 485,53 504,37
Menores que

cem 510 879 843 1.099 29
aminoacidos

Mediana 372 342 342 298 332
Moda 174 118 103 130 103

Continua
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Eimeria praecox

Referéncia Augustus_gb Augustus_gff Braker = Genemark
Predicoes 7.635 13.053 12.647  15.475 8.498
Média 478,48 382,92 388,23 342,37 555,82
Menores que
cem 551 2.045 1.855 2.448 13
aminoacidos
Mediana: 307 222 225 202 354
Moda 121 85 109 97 122
Eimeria mitis
Referéncia Augustus gb Augustus gff Braker = Genemark
Predicoes 8.748 13.578 13.313 17.573 9.210
Média 446,54 428,40 432,21 378,23 609,84
Menores que
cem 535 1.885 1.686 2.430 17
aminoacidos
Mediana 303 247 251 223 381
Moda 198 126 126 93 102
Eimeria maxima
Referéncia Augustus_gb Augustus_gff Braker Genemark
Predicoes 6.057 9.427 9.145 8.686 7.893
Média 664,68 539,45 546,67 567,05 563,38
Menores que cem 249 1.318 1.165 622 23
aminoacidos
Mediana 459 305 317 3675 344
Moda 154 78 126 122 108
Eimeria tenella Houghton
Referéncia Augustus_gb Augustus_gff Braker Genemark
Predicoes 8.609 10.862 10.847  9.745 8.144
Média 505,06 504,57 502,48 513,05 521,05
Menores que cem 662 1.147 1.165 650 35
aminoacidos
Mediana 342 318 316 343 344.5
Moda 121 103 89 112 112
Eimeria tenella Nippon NT2
Referéncia Augustus_gb Augustus_gff Braker Genemark
Predicoes 8 609 11.586 9.587 10.097 7.509
Média 505,06 471,40 535,49 505,87 655,46
Menores que cem 662 1.407 732 754 10
aminoacidos
Mediana 342 292 351 325 445
Moda 121 67 104 116 136

Média, mediana e moda sido dados em relagcdo ao tamanho das proteinas. “Menores que cem
aminoacidos” séo valores absolutos em relagédo ao total de predigoes.
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APENDICE B - Testes para definigido do valor de cobertura

O teste foi realizado com a predicao realizada para Trypanosoma rangeli
realizado autor da AnnotaPipeline constru¢do da mesma em 2019 (MAIA, 2019). O
banco de dados utilizado foi o TrytripDB em sua versao numero 43. Para transferir a
anotacao para uma proteina considerou o melhor alinhamento que satisfez os valores
minimos de: cobertura (variavel), positividade (maior ou igual a 60%) e identidade
(maior ou igual a 40%) (MAIA, 2019).

Com base nos testes apresentados na Tabela 7, realizou-se as comparagdes

apresentadas na Tabela 8.

Tabela 7 - Proteinas anotadas por valor de cobertura

Valor minimo

Proteinas Anotadas Proteinas hipotéticas
de cobertura

0% 6.079 4.269
30 % 6.019 4.329
40 % 6.009 4.339
50 % 5.988 4.360
60 % 5.947 4.401
70 % 5.873 4.475
80 % 5.698 4.650
90 % 5.289 5.059

Fonte: Elaborado pelo autor (2020)

Tabela 8 - Comparativo entre os extemos de cobertura

Valores minimos de NUmero de Troca de Troca de
cobertura comparados anotagoes iguais anotacao significado
0e90 4.979 168 55
0e30 6.003 2 1
30 e 60 5.576 19 5

Fonte: Elaborado pelo autor (2020)

Considerando o baixo numero de troca de significado (1,1% no comparativo
mais extremo), optou-se por definir o valor de corte de cobertura em 30, amparado
pelos valores limitrofes de identidade ou positividade, desde que um deles satisfaca
os valores minimos. Entende-se troca de significado como: alteragao significativa da
fungdo da proteina (“transialidase” por “ATP sintase”, por exemplo). A troca de
anotagao engloba a definicdo anterior e ainda trocas que nao alteram a descrigdo da
funcdo molecular da proteina (SAG por SAG Family, por exemplo). O comparativo foi

realizado manualmente.



APENDICE C — Repeticées nos genomas de Eimeria spp.

Tabela 9 - Comparativo do numero de regides repetitivas encontradas nos genomas montados e suas respectivas
referéncias

Pares de bases Repeticoes Simples

Espécie

Montagem Referéncia Montagem Referéncia
E. acervulina 10.666.171 (22,51%) 10.315.130 (22,51%) 20,90 20,90
E. brunetti 14.537.005 (22,48%) 14.723.369 (22,01%) 20,64 20,14
E. mitis 15.048.680 (24,69%) 16.023.450 (26,52%) 22,44 23,88
E. maxima 9.586.176 (20,90%) 9.503.645 (20,67%) 19,47 19,29
E. necatrix 9.786.682 (17,88%) 9.417.571 (17,12%) 16,81 16,06
E. praecox 13.119.171 (25,43%) 14.951.328 (24,88%) 23,59 22,93
E. tenella Houghton 7.676.434 (13,23%) 12.29
E. tenella Nippon NT2 7.458.932 (12,96%) 7.890.969 (15,21%) 12,01 14,05

A porcentagem de pares de base é dada sobre o tamanho dos genomas. As repeti¢cdes simples sdo informadas em porcentagem, sobre o tamanho dos
genomas.
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APENDICE D - Qualitativo de proteinas das classes ROP e SAG

A Tabela 10 apresenta as proteinas ROP e SAG encontradas nos genomas

montados neste estudo.

Tabela 10 - Proteinas em cada familia génica ligada a patogenicidade de Eimeria
spp. encontradas nos genomas montados neste estudo

Espécie ROP SAG

EACV 17,23, 25, 27, 30, 35 -

EBRU 14,17, 23, 25, 30, 35, 38 -

EMIT 14,17, 21, 23, 25, 30, 35 -

EMWX 14,17, 21, 23, 35 -

ENEC 17, 21, 23, 25, 30, 35 135,110é,1117’,112é,123d,1241’
EPRA 17,23, 25, 30, 35 -

E(T)';':hton 17,21, 23, 25, 30, 35, 38 10, 16, 17,19
ﬁiTp"l'o'fm NT2 17,21, 23, 25, 30, 35, 38 10, 16, 17,19

EACV corresponde a Eimeria acervulina; EBRU a E. brunetti; EPRA a E. praecox; EMIT a E. mitis;
EMWX a E. maxima; ENEC a E. necatrix; ETHE a E. tenella. As proteinas de cada familia estdo
separadas por virgula. As espécies que ndo apresentam tipificacao de proteinas SAG possuem
anotagao genérica: “SAG Family”
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A Tabela 11 apresenta as proteinas ROP e SAG encontradas nos genomas

de referéncia.

Tabela 11 - Proteinas em cada familia génica ligada a patogenicidade de Eimeria
spp. encontradas nos genomas de referéncia

Espécie ROP SAG

EACV 17, 21, 23, 25, 30, 35, 38 -
EBRU 17, 21, 23, 25, 30, 35 -
EMIT 17, 23, 25, 30, 35 -
EMWX 17,21, 23, 35 -
ENEC 17, 21, 23, 25, 30, 35 -
EPRA 17, 23, 35 -
ETHE 17, 21, 23, 25, 30,35 23,456,758 9,10, 11,12, 13,

14,15, 17,18, 19, 20, 21, 22, 23

EACV corresponde a Eimeria acervulina; EBRU a E. brunetti; EPRA a E. praecox; EMIT a E. mitis;
EMWX a E. maxima; ENEC a E. necatrix; ETHE a E. tenella. As proteinas de cada classe estao
separadas por virgula. As espécies que ndo apresentam tipificacado de proteinas SAG possuem
anotacao genérica: “SAG Family”




