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RESUMO

O estudo da gendmica utilizando ferramentas de filogenémica tem sido possibilitado devido a
disponibilidade de um grande niimero de sequéncias depositadas nos bancos de dados, resultantes
do desenvolvimento de novas tecnologias de sequenciamento. A importancia desse tipo de
abordagem reside no fato de permitir uma melhor compreensao dos processos evolutivos que
moldam os genomas e do relacionamento evolutivo entre eles. Adicionalmente, os estudos
in silico possibilitam a obtencdo de respostas para diversas perguntas biologicas referentes a
evolucdo molecular dos genomas e de seus genes e proteinas. Bactérias do género Mycoplasma
possuem um genoma de tamanho relativamente pequeno e grande dependéncia dos nutrientes
supridos pelo hospedeiro. Exercem os mais diversos estilos de vida, sendo que a maior parte das
espécies sdo parasitas responsdveis por doencas em humanos, outros animais e plantas. Uma
importante hipétese evolutiva sobre esse grupo indica que passou por um processo de evolucao
degenerativa que levou a perda da parede celular. Em 2013, foi realizado um estudo que analisou
as relacdes evolutivas entre 31 espécies do género Mycoplasma. Atualmente, mais genomas estao
disponiveis nos bancos de dados bioldgicos publicos e a andlise das sequéncias depositadas pode
levar a um melhor entendimento de aspectos evolutivos relacionados a essas bactérias. O principal
objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um pipeline de andlise filogendmica focado na
andlise de genomas bacterianos e a caracteriza¢do gendmica e evolutiva do género Mycoplasma
a partir de 83 espécies utilizando ferramentas como Proteinortho, GUIDANCE, Prottest, PhyML
and MrBayes. Nosso pipeline representa um importante avango para a automatizac¢ao de processos
e andlises relacionadas a gendmica funcional evolutiva de espécies bacterianas.

Palavras-chave: Genomica Evolutiva. Filogendmica. Mycoplasma. Pipelines. Bioinformatica



ABSTRACT

The study of genomics using phylogenetic tools has increased due to the availability of several
sequences in databases, resulting from the development and application of new technologies
of DNA sequencing. Phylogenomic approaches allow a better comprehension of the evolutio-
nary processes occurring in the genomes and the understanding of the evolutionary history of
genomes belonging to different species. Additionally, computational studies lead to answers to
different biological questions related to the molecular evolution of genomes and their genes and
corresponding proteins. Bacteria of the Mycoplasma genus have small genomes and are highly
dependent on the nutrients supplied by the host. They show different lifestyles, with most of
them being parasites and responsible for diseases in humans, other animals and even plants. An
important evolutionary hypothesis about this group is that Mycoplasmas underwent a process
of degenerative evolution resulting in the loss of the cell wall. In 2013, a study identified the
evolutionary relationships among 31 species of Mycoplasma. Nowadays, more genomes are
available in the biological databanks and we have performed new analyses including 89 genomes
from Mycoplasma to obtain a more comprehensive understanding of the evolutionary aspects
related to these bacteria. The main objective of this work was the development of a pipeline of
phylogenomic analysis and the genomic characterization of the Mycoplasma genus including
83 species using tools such as Proteinortho, GUIDANCE, Prottest, PhyML and MrBayes. Our
pipeline represents an important step to automatize processes and analyses related to evolutionary
functional genomics of bacterial species.

Keywords: Evolutionary Genomics. Phylogenomics. Mycoplasma. Pipelines. Bioinformatics.
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1 INTRODUCAO

A partir da descoberta do material genético (Dahm, 2005), o entendimento de sua estrutura
(Watson e Crick, 1953) e o desenvolvimento de técnicas de sequenciamento, houve o inicio da
corrida para que pudéssemos decifrar e conhecer completamente as sequéncias de DNA dos
organismos. Em 1978, foi publicado o primeiro genoma por Sanger et. al. (SANGER et al., 1978),
do bacteriéfago ¢ X 174, seguido pela publicacdo de diversos outros genomas de procariotos,
como o da bactéria Haemophilus influenzae (FLEISCHMANN et al., 1995), da primeira arquea
Methanococcus jannaschii (BULT et al., 1996) e do primeiro genoma eucarioto, referente a
levedura Saccharomyces cerevisiae (GOFFEAU et al., 1996).

A partir de 2001, com a publicacdo do draft do genoma humano (VENTER et al., 2001;
CONSORTIUM et al., 2001) e com o subsequente surgimento de tecnologias denominadas next-
generation sequencing (NGS), algumas das quais, atualmente, capazes de sequenciar moléculas
inteiras (LU et al., 2016; DIJK et al., 2014), houve um enorme crescimento do nimero de
genomas sequenciados, tanto de procariotos quanto de eucariotos. O desenvolvimento de métodos
mais acurados de montagem e anotacdo de genomas, somado ao constante aprimoramento das
técnicas de sequenciamento, resultou em um aumento exponencial da disponibilidade de genomas
nas bases de dados biolégicos. Esse avango impactou diretamente e de forma positiva a prética
clinica, permitindo avancos importantes na drea de medicina personalizada (CROWGEY, 2016)
junto a bioinformadtica translacional (TENENBAUM, 2016).

Entretanto, o crescimento das bases de dados caracteriza um desafio para a anélise dessas
informacgdes, demandando técnicas computacionais que considerem o significado biolégico
intrinseco dos fragmentos depositados. Para tanto, sdo desenvolvidas ferramentas de montagem
de genomas, anota¢@o funcional de genes, identificacdo de similaridades, andlises comparativas
e evolutivas. A andlise evolutiva, por sua vez, possui grande relevancia no entendimento da
genOmica evolutiva, que leva em consideracdo as diferencas genéticas entre 0os organismos,
permitindo identificar e descrever os processos de transferéncia horizontal génica, duplicacao,
existéncia de elementos moveis (BROWN, 2002a), ancestralidade, fun¢cdo e compreensao dos
processos que moldam a evolucdo dos organismos (MARTINEZ-URTAZA et al., 2017).

A filogenética, estudo da histdria evolutiva dos genes, depende de algoritmos para a
identificacdo de ort6logos, alinhamento multiplo de sequéncias, identificacdo e processamento
de modelos evolutivos e reconstrucdo de arvores filogenéticas (CURRAT et al., 2015; ZHANG;

LIN, 2015). Essa analise considera diversas caracteristicas, entre elas estdo a histéria evolutiva


meiski
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do organismo, as taxas de substituicio (BROWN, 2002b), informagdes sobre sitios conservados
(LAING et al., 2017), identificacdo de regides repetidas (ZAHA et al., 2014; LEI et al., 2017),
sintenia (GUIMARAES et al., 2014), etc. Na literatura, sdo bem descritos estudos filogenéticos
que inferem as relagdes evolutivas entre genes de diferentes organismos (HODGE et al., 2000),
familias génicas e proteinas (GABALDON, 2005), identificando como suas sequéncias e fungdes
sofreram alteracdes no decorrer do tempo.

De modo complementar, a filogendmica atua sobre o estudo de genomas, considerando,
assim, um maior nimero de ortélogos entre os diferentes organismos e, portanto, possuindo o
potencial de inferir com maior confiabilidade a histdria evolutiva de organismos pertencentes a
diferentes niveis taxondmicos (e.g. género, espécies) (DELSUC et al., 2005; EISEN; FRASER,
2003). Marcadores biolégicos (SALEMI et al., 2009), presenca de polimorfismos de nucleotideo
unico (SNP, do inglés Single Nucleotide Polymorphism) (LAING et al., 2017) e o nimero de
genes resultante da identificacdo de ort6logos s@o variantes adicionais importantes utilizadas
para descrever a histdria evolutiva do organismo. A evoluc¢ao do Candidatus Hepatoplasma
crinochetorum, por exemplo, foi inferida a partir de 127 genes da classe Mollicutes, identificando
H. chinochetorun como um ramo irmao do clado Hominis de Mycoplasma (LECLERCQ et al.,
2014). Evidéncias como essa e outras sdo relevantes para o diagndstico de agentes patogénicos,
classificagdo dos organismos (MAKIMURA et al., 1999), conhecimento dos componentes
minimos necessdrios a sobrevivéncia sob longos periodos de selecdo natural e no rastreamento
de eventos de transferéncia génica (LIU et al., 2012).

A gendmica evolutiva pode contribuir também para a identificagdo de padrdes evolutivos,
o que é relevante para o desenvolvimento de farmacos, identificacdo de resisténcia antimicrobiana
(TOPRAK et al., 2012) e para o estudo de forcas evolutivas em diferentes condi¢gdes (CURRAT
etal., 2015; FREED et al., 2015). Entretanto, a gendmica evolutiva se apresenta como um desafio
tedrico-computacional para a comunidade cientifica devido a sua abordagem multivariada (ITAN
et al., 2015) e magnitude de processamento (BAICHOO; OUZOUNIS, 2017). A inevitavel
interagdo com diversos dominios cientificos aumenta o grau de complexidade das andlises e
exige um nivel de automagao cada vez maior, sem perda de desempenho e acuricia.

Por essa razdo, € crescente o estudo de pipelines em bioinformética com énfase em confi-
guragdo e padronizacdo de software (LEIPZIG, 2017), com o propdsito principal de estabelecer
parametros no desenvolvimento que propiciem a disseminacdo do conhecimento e o crescimento
da area, ressaltando a necessidade de algoritmos robustos que compreendam as técnicas de

manipulacdo de dados, possibilitando controle total sobre a anélise.
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1.1 MICOPLASMAS

Micoplasmas, pertencentes a classe Mollicutes e ordem Mycoplasmatales, sdo caracteri-
zadas pela auséncia de parede celular, genoma de tamanho relativamente pequeno, entre 0,58
Mb e 2 Mb (CITTI et al., 2018), resultando em uma grande dependéncia do hospedeiro para o
suprimento de nutrientes devido a incapacidade de sintetizar aminodcidos (HIMMELREICH
et al., 1996). Foram relatadas 160 espécies diferentes do género (MAY et al., 2014), as quais
possuem os mais diversos estilos de vida, sendo a maior parte parasitas responsaveis por doencas
em humanos, outros animais e plantas (RAZIN et al., 1998). O primeiro estudo do género, em
1898, foi com um agente de pleuropneumonia bovina, que foi considerado um organismo viral.
Somente em 1960, a partir do método de hibridizacdo de DNA, foi possivel identificar esses
organismos como bactérias que ndo possuem parede celular (RAZIN; HAYFLICK, 2010). Os
termos mollicutes e micoplasma sdo, muitas vezes, utilizados de forma intercambidvel para falar
da classe; no presente estudo, o termo micoplasma serd relacionado somente ao género dessas
bactérias.

A primeira espécie identificada como agente patogénico em humanos foi Mycoplasma
pneumoniae, causadora de doencas no trato respiratorio inferior e superior. Mycoplasma ge-
nitalium (LJUBIN-STERNAK; MESTROVIC, 2014) e Mycoplasma penetrans (SASAKI et
al., 2002) também sdo causadoras de infeccoes, ja Mycoplasma fermentans e Mycoplasma
hominis, por exemplo, foram encontradas somente em quadros clinicos pré-estabelecidos, sendo
consideradas parasitas oportunistas, bem como outras espécies do género. Apesar da associagdao
de micoplasmas com algumas doengas ainda nao ser muito clara, € possivel afirmar que ha
uma relacao entre as ocorréncias, pois diversas vezes foram identificadas em pacientes imu-
nocomprometidos, como portadores de HIV (MAVEDZENGE; WEISS, 2009; WANG et al.,
1992; HANNAN, 1998) e em células tumorais (BARYKOVA et al., 2011; XIE et al., 2017),
demonstrando o perfil oportunista do micro-organismo.

O trato respiratério e urogenital, glandulas mamaérias, mucosas e olhos sdo os nichos
preferenciais de micoplasmas em humanos. Entretanto, espécies do género ja foram encontradas
em células cerebrais de humanos (CHRISTO et al., 2010), focas e bovinos (ROSALES et al.,
2017; TSIODRAS et al., 2005), vinculadas a quadros de encefalites, meningite asséptica e
coinfeccoes afetando o Sistema Nervoso Central (TSIODRAS et al., 2005). Dentre os fatores
de viruléncia das micoplasmas estdo a liberagdo de toxinas responsaveis pela sindrome do

desconforto respiratério adquirida na comunidade (CARDS, do inglés Community-Acquired
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Respiratory Distress Syndrome Toxin) (KANNAN; BASEMAN, 2006), atividade de enzimética
de neuraminidases (NEAC, do inglés Neuraminidase Enzymatic Activity) (BERCIC et al., 2008)
e de adesinas (ROTTEM, 2003), fundamentais para justificar a capacidade de adesdo e evasao do
sistema imune por infiltracdo no citoplasma celular (ROSENGARTEN et al., 2000).

A primeira hipétese evolutiva, proposta por Morowitz e Wallace (MOROWITZ; WAL-
LACE, 1973), é de que micoplasmas s@o os seres mais primitivos existentes, anteriores ao
desenvolvimento da camada celular de peptidoglicano. Entretanto, desde 1960, Neimark (NEI-
MARK, 1986) defendia a ideia de que, na verdade, o grupo passou por um processo de evolugdo
degenerativa, confirmado por filogenia de RNA ribossomal (rRNA) (WOESE et al., 1980). A
hipétese evolutiva melhor estabelecida, portanto, é de que essas bactérias teriam passado por um
processo de evolucdo degenerativa e, adicionalmente, por uma série de ciclos que resultaram na
diminui¢do de seu genoma e perda de parede celular. Atualmente, micoplasmas sao considerados
os menores € mais simples organismos capazes de autorreplicagdo (RAZIN; HAYFLICK, 2010),
compartilhando um ancestral comum com bactérias gram-positivas, do ramo de Streptoccocus e
estima-se que esse grupo divergiu ha 600 milhdes de anos (RAZIN et al., 1998).

Essa divergéncia resultou em dois ramos principais, os quais se diferenciaram ha 400
milhdes de anos. O primeiro (ramo AAA) é constituido por 3 géneros, Asteroleplasma, Anae-
roplasma e Acholeplasma e o segundo (SEM) € constituido por Spiroplasma, Entomoplasma,
e Mycoplasma (MANILOFF, 1996). Na Figura 1, é possivel observar caracteristicas gerais de
micoplasmas: sdo organismos aerébicos, requerem esterol, estdo presentes em vertebrados e ndo
realizam hidroélise de ureia. O género € dividido em trés grupos internos: Hominis, Pneumoniae
e Mycoides (BROWN, 2010), sendo o ultimo mais proximamente relacionado a Mesoplasma e
Entemoplasma. Micoplasmas do grupo mycoides possuem uma histéria evolutiva diferente dos
outros dois clados, pois seriam origindrios de um ancestral associado a insetos e se tornaram fe-
notipicamente semelhante a outras linhagens de Mycoplasma por meio de eventos independentes,

por evolucdo convergente envolvendo transferéncia horizontal de genes (THG) (LO et al., 2018).



Figura 1 — Estrutura da classe Mollicutes.
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das bactérias pertencentes aos géneros Mycoplasma e Ureaplasma, todos os outros géneros da classe ndo colonizam
humanos (RAZIN, 2006). A variedade de hospedeiros atualmente conhecidos consiste de 49 espécies de mamiferos,
incluindo humanos, 39 espécies de aves, 10 espécies de répteis, uma espécie de peixes e nenhuma espécie de anfibio

(MAY et al., 2014). HEPES ¢ referente a solug@o tampao. Fonte: modificado de MAY et al., 2014.

Estudos de gendmica comparativa de micoplasmas mostram a presenca de regides re-
petidas em diversas espécies, conferindo plasticidade fenotipica e contribuindo para os fatores
de viruléncia e variagdo antigénica em Mycoplasma hyopneumoniae (BARATE et al., 2014),
M. pneumoniae (MUSATOVOVA et al., 2012), M. genitalium (MA et al., 2010), Mycoplasma
hyorhinis (YOGEV et al., 1991) e outros (ZHANG; WISE, 1996; SIMMONS et al., 2004; LIU et
al., 2000; LYSNYANSKY et al., 1996). A presenca dessas repeti¢des ¢ importante considerando
o processo evolutivo do género que, mesmo sob pressao para reducdo do genoma, conservou
esses "reservatorios evolutivos"(CATTANI, 2016), os quais muito provavelmente estariam sob
pressao seletiva mais intensa (ROCHA; BLANCHARD, 2002).

Os grupos polifiléticos spiroplasma, mycoplasma, ureaplasma e mesoplasma usam a
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trinca UGA para codificar triptofano (INAMINE et al., 1990), ndo a utilizando como stop codon,
como ocorre no c6digo genético universal. Esses organismos utilizam, portanto, UAA e UAG
para terminag¢do (RAZIN et al., 1998). Essa mudanca se da pela pressao sobre o processo de
traducdo com uso preferencial de c6dons (MUTO; OSAWA, 1987), mantendo regides génicas
conservadas com conteido G-C maior e apresentando regides intergénicas ricas em A-T, podendo
chegar a 90% de adenina e timina (RAZIN et al., 1998), principalmente porque a composi¢ao
das trincas pode exibir até 93% de A-T na terceira posi¢ao em Mycoplasma capricolum (SHARP
et al., 1993), por exemplo.

Os genomas de vdrias espécies de micoplasmas foram sequenciados nos tltimos anos.
Em 2007, havia apenas 13 genomas disponiveis (SIRAND-PUGNET et al., 2007), hoje ja ha
90 espécies sequenciadas e um total de 379 genomas depositados no Genbank. Dentre esses
depositos, estdo diversas cepas patogénicas, como as espécies mais importantes identificadas
no sistema respiratorio de suinos: M. hyopneumoniae, M. hyorhinis e Mycoplasma flocculare
(MARE, 1965; MEYLING; FRIIS, 1972). M. hyopneumoniae esta associada a pneumonia nesses
animais, enquanto M. hyorhinis estd associada a poliserosite e artrite. J4 M. flocculare ndo causa
doenca no hospedeiro e estd restrita ao trato respiratorio (FRIIS; FEENSTRA, 1994; KOBISCH;
FRIIS, 1996).

Siqueira et al. realizaram o sequenciamento de M. flocculare e M. hyopneumoniae 7422
(SIQUEIRA et al., 2013), a andlise evolutiva desses genomas e outras 29 espécies de micoplasmas
(Figura 2), por meio de métodos de andlise filogendmica, bem como descreveram a histéria
evolutiva de alguns genes duplicados. Adicionalmente, neste estudo foram analisadas proteinas
de superficie de M. flocculare, M. hyopneumoniae 7448 e M. hyorhinis HUB-1, sendo que muitas
proteinas compartilhadas entre M. hyopneumoniae € M. hyorhinis foram identificadas como

produtos de genes putativos relacionados a patogénese.
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Figura 2 — Histdria evolutiva de 31 espécies de micoplasmas baseada na andlise filogenomica de
179 genes.
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Arvore filogendmica de micoplasmas obtida com base na andlise de 179 genes, utilizando o método da super-matriz,

algoritmo neighbor-joining, distincia p e pairwise deletion para o tratamento dos gaps. Fonte: Siqueira et al, 2013.

Em 2018, ALVAREZ-PONCE et al. utilizaram ARN (4cido ribonucleico) ribossomal
(16S) para classificar duas novas cepas de M. agassizii isoladas de tartarugas do deserto,
posicionando-as em um grupo monofilético juntamente a M. testudineum e M. pulmonis (Fi-
gura 3), em concordancia com MAY et al. Apesar de o estudo ter alcancado seu objetivo em
relacdo a M. agassizii, € interessante observarmos que aproximadamente 30 ramos da arvore
ndo possuiram suporte estatistico acima de 50, o que é baixo. Portanto, podemos dizer que a
arvore filogenética obtida possui uma resolucao ruim, nao conferindo confiabilidade ao resultado
e impedindo inferéncias sobre as relagdes entre as demais espécies. O baixo suporte estatistico
pode ser explicado pelo uso do 16S como marcador molecular, sendo que recentemente foi
demonstrado que esse marcador ndo € capaz de distinguir internamente os grupos Pneumoniae
e Hominis (GUPTA et al., 2018b), o que fica evidente, principalmente, no grupo Hominis na

arvore de ALVAREZ-PONCE et al..



Figura 3 — Historia evolutiva de 115 micoplasmas baseada no marcador molecular 16S.
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Com excecdo do grupo externo (Clostridium botulinum) e as duas cepas de M. agassizii, as sequéncias de 112
micoplasmas foram obtidas a partir do banco de dados SILVA (QUAST et al., 2012). O alinhamento foi realizado
com MUSCLE 3.8.31 (EDGAR, 2004), utilizando o software MEGA7 (KUMAR et al., 2016) para inferéncia
por méaxima verossimilhanga com 1000 replicatas. As unidades taxondmicas em negrito estdo depositadas em
bancos publicos. Somente clados com bootstrap superior a 50 t€m o suporte estatistico apresentado. Adaptado de

Alvarez-Ponce et al., 2018.

GUPTA et al., em 2018, utilizaram perfis proteicos de marcadores moleculares de Teneri-
cutes (WANG; WU, 2013) a fim de solucionar as relagdes descritas como conturbadas do filo
(Figuras 4 e 5). Uma das arvores foi obtida com o uso de 63 proteinas conservadas, uma segunda
arvore obtida a partir de 45 proteinas ribossomais, uma terceira utilizando as trés principais
subunidades da ARN Polimerase concatenadas e, por fim, utilizaram o marcador molecular 16S.
Dentre outros resultados, os autores propuseram, a partir das arvores, uma reclassificacao das
espécies de micoplasmas sugerindo que a ordem Mycoplasmatales abrange também as espécies
pertencentes ao género Spiroplasma e que uma nova ordem, Mycoplasmoidales ord. nov. fosse
criada para abranger as outras espécies do género. Também propuseram que os grupos Hominis e
Pneumoniae formam duas novas familias. Essas investiga¢des levaram em consideragdo aspectos
moleculares robustos (mais de 100 dele¢des e insercdes conservadas e 14 proteinas de assinatura
conservadas) e a nova classificagdo ajuda a compreender aspectos bioldgicos e clinicos desses
micro-organismos.

Esses novos estudos s6 foram possiveis em virtude da maior disponibilidade de genomas
depositados nos bancos de dados biolégicos publicos, enriquecendo o conhecimento sobre
os aspectos evolutivos dos organismos. A compreensdo dos aspectos funcionais e evolutivos
relevantes na interagdo patégeno-hospedeiro, bem como a identificacdo do padrao evolutivo
de espécies patog€nicas e ndo patogénicas, processo esse que ainda ndo estd muito delineado
(apesar da clara importancia da THG na patogenicidade), permanecem entre os objetivos mais

intrigantes na biologia evolutiva.
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Figura 4 — Histdria evolutiva de micoplasmas do filo Tenericutes - Grupos Pneumoniae, Spiro-
plasma e Acholeplasma
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Arvore filogenética do filo Tenericutes inferida por maxima verossimilhanca com base em 63 proteinas conservadas
do filo Firmicutes - PhyEco (WANG; WU). Arvores preliminares de maxima verossimilhanga foram construidas
usando FastTree2 (PRICE et al., 2010) e, subsequentemente, submetidas ao RAXML, com uso do modelo evolutivo
LG (LE; GASCUEL, 2008). O suporte foi calculado por SH (GUINDON et al., 2010). Adaptado de Gupta et al.,

2018.

Figura 5 — Historia evolutiva de micoplasmas do filo Tenericutes - Grupo Hominis
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al., 2018.
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1.2 METODOS UTILIZADOS EM FILOGENETICA E FILOGENOMICA

A maioria das aplicacdes na area de evolugdo se baseiam em métodos estatisticos para
solugdes relacionadas a reconstrucao filogenética, inferéncia de modelos evolutivos e avaliagio
de alinhamentos. Os problemas estatisticos encontrados sdo, frequentemente, pouco padroni-
zados, porque os modelos geralmente envolvem processos estocdsticos ao longo das unidades
taxondmicas operacionais (OTU, do inglés Operational Taxonomic Unit) de uma arvore (NIEL-
SEN, 2006). Os métodos também atuam de forma a suprir a necessidade de suporte estatistico da
filogenia, possibilitando o controle da qualidade, ajudando a estabelecer parametros e mitigando a
incerteza da inferéncia. Nesses aspectos, foram desenvolvidas algumas técnicas de reamostragem
como bootstrap (FELSENSTEIN, 1985), jackknife (EFRON, 1982) e a probabilidade posterior
(HUELSENBECK et al., 2001), utilizadas em métodos de maxima verossimilhanca e Inferéncia
Bayesiana, respectivamente. Ademais, existem diversas estimativas para modelos evolutivos e
relégios moleculares, os quais sdo melhor explorados na se¢ao 1.2.2.

De modo geral, os métodos em andlise filogenética podem ser divididos em duas ca-
tegorias, a serem diferenciadas entre si de acordo com a abordagem utilizada em relagdo aos
dados. Como classificado por Delsuc, os métodos sdo (1) baseados em sequéncias e (2) em
caracteristicas do genoma completo (DELSUC et al., 2005). O primeiro considera os genes e
proteinas homologas e ortélogas entre as sequéncias, utilizando-os para a constru¢do do ali-
nhamento multiplo e possui duas abordagens: (i) construc¢do da supermatriz (FELSENSTEIN;
FELENSTEIN, 2004) e (ii) da superarvore (RAGAN, 1992). O segundo explora caracteristicas
intrinsecas aos genomas, buscando estabelecer comparativos entre os mecanismos por meio
dos quais os genomas evoluem: contetido génico, sintenia, presenga de oligonucleotideos e sua
estrutura nos genomas. No presente estudo serd utilizada a abordagem baseada em sequéncias

utilizando o método de supermatriz.

1.2.1 Reconstrucao Filogenética

A seguir sera feita uma breve descri¢ao dos métodos de reconstrucao filogenética, con-
siderando os quatro mais comumente utilizados pela comunidade cientifica. Inicialmente é
importante destacar que a construgdo das drvores filogenéticas pode ser feita baseada em ca-
racteres e com modelo de evolucao explicito (como nos métodos probabilisticos de Maxima
Verossimilhanca, em inglés Maximum Likelihood [ML], e Inferéncia Bayesiana [IB]), ndo ba-
seada em caracteres e com uso de modelo de evolu¢ao (métodos de Distancia) ou baseada em

caracteres mas nao baseada em modelo de evolugao (Maxima Parcimonia [MP]), classificacao
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representada na Figura 6, que tem origem do latim percere, de "poupar"ou "economizar".

O mais simples dos quatro métodos € o baseado em distancia (FELSENSTEIN, 1984),
que € capaz de analisar enormes quantidades de dados de maneira muito rdpida para inferir a
relacdo entre todos os tdxons, considerando para o cdlculo de distancia os alinhamentos em
pares de sequéncias. Esse método pode utilizar diferentes modelos evolutivos para o célculo da
divergéncia genética entre as seqgéncias, tais como a "distancia p", que considera o nimero de

diferencas entre duas sequéncias em relagdo ao niimero total de sitios no alinhamento multiplo.

Figura 6 — Classificagdo dos métodos de andlise filogenética.
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Classificag@o dos principais métodos de inferéncia filogenética com base no uso caracteres e de modelos evolutivos.

Fonte: SALEMI et al., 2009.

No método de distancia, o objetivo principal € construir uma arvore que represente
as distancias entre as sequéncias a partir da matriz calculada. Os principais algoritmos de
clusterizagcdo que utilizam esse método sdo unweighted-pair group method with arithmetic mean
(UPGMA) (SOKAL, 1958) e neighbor-joining (NJ) (SAITOU; NEI, 1987), caracterizados pela
rapidez mesmo com um grande nimero de sequéncias (>50 ou centenas) e pela capacidade
de recuperar drvores que se assemelham com as construidas com o uso de métodos baseados
em caracteres (PEVSNER, 2015). Ademais, mostra-se eficiente para clusterizacao de dados de
microarray, por exemplo (SALEMI et al., 2009).

No método de MP, o critério para encontrar a melhor drvore € analisar o comprimento
dos ramos e considerando como "verdadeiros"os mais curtos, de forma a conservar as relagdes o
mais simples possiveis seguindo o principio da parcimdnia. Assumindo que todos os sitios sao
independentes, a maior parte dos modelos estatisticos de substitui¢cao nao sao aplicaveis, por
essa razdo € um método ndo baseado em modelos evolutivos. Como consequéncia, o0 método
de MP apresenta algumas limitacdes e desvantagens, como a subestimacao da divergéncia
evolutiva entre as sequéncias, ndo sendo, portanto, muito utilizado para reconstrucdo de arvores

filogenéticas (PEVSNER, 2015). Exige ainda que exista uma taxa mutacional constante pela
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extensdo de todas as sequéncias, restringindo seu uso dependendo da heterogeneidade dos dados
em analise (BROCCHIERI, 2001).

Os ultimos dois métodos sao probabilisticos e baseados na andlise de maxima veros-
similhanga, frequentemente usada para estimar parametros de um modelo estatistico, dadas
algumas obervacdes. E utilizada quando nio hd conhecimento sobre os parimetros dos dados e
visa encontrar a topologia de maior probabilidade que os represente, considerando o modelo.
Assim, quando aplicamos o principio de ML a filogenética, nossos dados sdo representados pelo
alinhamento multiplo e desconhecemos os parametros de topologia e tamanho de ramos da drvore
filogenética, por exemplo. E necessdria a determinacio da distribuicdo, dentre todas aquelas
definidas pelos possiveis valores de seus parametros, com maior possibilidade de ter gerado os
dados. Ou seja, desejamos obter uma estimativa dos valores dos parametros desconhecidos e
para resolver tal problema de estimacdo, precisamos detectar aqueles que maximizem a fun¢ao
de verossimilhanca.

O método de ML (FELSENSTEIN, 1981) permite a aplicacdo de modelos evolutivos.
Assim, sdo realizados cdlculos probabilisticos para cada sitio, que levam a um produtério (] [)
que é, posteriormente, transformado em um somatério () ) por meio do uso de logaritmos. E
utilizado o logaritmo natural da funcdo de verossimilhancga (/n L) porque maximizar o logaritmo
natural de uma funcdo €, em geral, mais simples e leva aos mesmos resultados da maximizagdo
da funcao original. O objetivo € identificar a drvore que melhor representa os dados em estudo e
possui, portanto, o maior logaritmo natural. As vantagens do método de maxima verossimilhanca
sdo o uso de modelos evolutivos para sitios e ramos, trazendo melhores solu¢gdes no caso de
andlises com sequéncias de tdxons divergentes entre si.

Andlises realizadas com Inferéncia Bayesiana, por sua vez, utilizam o Teorema de Bayes
(BAYES et al., 1763) para estimar a probabilidade posterior da drvore. Esse € um método interes-
sante visto que para obtencao do suporte estatistico da topologia nao sao necessarios calculos
adicionais, pois este € inferido a partir do préprio método, representando a probabilidade de
cada clado representado na arvore (HUELSENBECK et al., 2001). A Inferéncia Bayesiana
funciona a partir de priors (distribui¢cdes provaveis e pré-definidas) de parametros como to-
pologia, comprimento dos ramos, variagdo entre os sitios e outros, que nos exemplos citados
seguem as distribui¢des probabilisticas dos tipos uniforme, exponencial e gama, respectivamente
(PEVSNER, 2015). Os priors estdao diretamente relacionados ao conhecimento especifico do
pesquisador realizando a andlise, sendo necessario respaldo na literatura para configurd-los ou

optando-se por uma andlise mais conservadora a partir do uso das distribuicdes de probabilidade
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mais usuais. Esse cuidado € necessdrio porque a introducio de parametros pode levar a uma
distribuicdo posterior enviesada. Um dos softwares mais conhecidos e utilizados que implementa
essa técnica € o MrBayes (RONQUIST; HUELSENBECK, 2003), que utiliza Cadeias de Markov
e o método de Monte Carlo (Markov Chain Monte Carlo), bem como o algoritmo Metropolis

Coupling, em uma técnica conhecida como MCMCMC (HUELSENBECK, RONQUIST, 2001).

1.2.2 Modelos Evolutivos

Zuckerkandl e Pauling (ZUCKERKANDL; PAULING, 1962), em 1962, a partir da
andlise de hemoglobinas, propuseram que hd uma taxa constante de alteracdo em todas as
sequéncias codificantes de um mesmo gene em diferentes espécies. Puderam constatar, por
meio de evidéncias fésseis, que a divergéncia da sequéncia € linear em relacdo ao tempo de
diferenciacao das duas espécies. A partir disso, foi estabelecido que ha um relégio molecular
varidvel entre as proteinas, permitindo estimar e calcular qual a divergéncia em relacdo ao tempo
entre as sequéncias de organismos diferentes. Esse achado abriu campo para estudos filogenéticos
capazes de estimar qual o ancestral comum entre as sequéncias, hd quanto tempo elas divergiram,
qual a taxa de mutacao de cada sequéncia e, por fim, permitiu uma constru¢do mais acurada da
filogenia dos organismos.

Diversos modelos evolutivos foram desenvolvidos com o intuito de responder estas per-
guntas. O mais simples (JUKES et al., 1969) considera frequéncias iguais das bases e taxas
mutacionais também iguais. J4 no modelo de Kimura (KIMURA, 1980), ha distincado entre as
probabilidades de transversao e transicdo. Visando permitir a variacdo da frequéncia de bases
nas sequéncias, Felsenstein (FELSENSTEIN, 1981) desenvolveu o modelo F81, logo seguido
pelo modelo HKY85 (HASEGAWA et al., 1985), no qual todas as propriedades anteriormente
citadas sdo variaveis. Para lidar com o contetido GC bem divergente entre genomas, o modelo
T92 (TAMURA, 1992) estendeu o modelo de Kimura dois parametros (K2P) e tornou mais
ajustadas as taxas de substitui¢do. Dentre estes e muitos outros modelos (ZHARKIKH, 1994;
KIMURA, 1981; POSADA, 2003), o mais complexo é o GTR (general time-reversible) (TA-
VARE, 1986), que considera taxas e frequéncias de bases desiguais. Adicionalmente, foram
desenvolvidos modelos evolutivos para andlises baseadas em aminodcidos, os quais tendem a ser
mais conservadores.

Dada a diversidade de matrizes de substitui¢cdo, € importante ressaltar que a escolha
do modelo a ser utilizado pode ter grande impacto na andlise filogenética. Alguns softwares

como JModelTest (POSADA, 2008) e ProtTest (ABASCAL et al., 2005) ajudam a eliminar essa
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inseguranca relacionada a escolha, pois realizam testes estatisticos comparativos dos modelos
indicando qual é o mais adequado para os dados em andlise. Dependendo do caso em estudo, é
interessante também o desenvolvimento de modelos especificos, que podem ainda minimizar
problemas de viés composicional (STEEL et al., 1993) e de THG (LAKE; RIVERA, 2004).
Em contrapartida, escolher um modelo que ndo represente as caracteristicas dos dados pode
levar a resultados de dificil interpretacao, como arvores com topologias equivocadas mas que
apresentam excelente suporte estatistico (DELSUC et al., 2005).

Os modelos evolutivos desempenham papel fundamental no que tange a representacao
do padrio evolutivo do gene. As andlises assumem que o modelo escolhido € verdadeiro e que é,
portanto, o que melhor representa os dados, tornando o resultado passivel de erro se violado esse
principio, ja que os modelos falham em compreender o enredo do processo evolutivo (DELSUC
et al., 2005). Isso se d4, principalmente, porque os modelos sao construidos de forma a minimizar
a complexidade e assumem, por exemplo, que os sitios possuem independéncia entre si, mas
alguns casos demonstram nao seguir esse comportamento. Em proteinas, as interagdes fisico-
quimicas entre sitios vizinhos ou a estrutura proteica interferem em como os outros sitios sao
modificados (ROBINSON et al., 2003; CHOI et al., 2007), necessitando modelos dependentes
do contexto (MORRISON, 2013).

O uso de diversos modelos evolutivos associados a analises particionadas, como possi-
bilitado pelo MrBayes, conservam a heterogeneidade das sequéncias e respeitam o processo
natural de diferentes pressdes evolutivas sobre diferentes por¢des do genoma, contribuindo
para aumentar a confiabilidade ao aproximar a simulacdo dos eventos reais. Essa abordagem se
mostra muito relevante em andlises filogendmicas, ja que os ort6logos estdo sob diferentes taxas
evolutivas e possuem caracteristicas heterogéneas entre si.

Em conjuntos de dados muito grandes, cendrio comum em filogendmica, etapas como a de
particionamento dos dados e configuracdo de modelos evolutivos dependem majoritariamente de
scripts desenvolvidos pelo grupo de pesquisa, que utiliza alguma linguagem de programacio com
bibliotecas para tais agdes. Como descrito por LEIPZIG, o processo de transformacdo dos dados
em bioinformética é usualmente constituido de muitos passos que estdo, geralmente, poucos
integrados, e que quando colocados em forma de pipelines, carecem de recursos de paralelizagdo,
de conferéncia das dependéncias e de compatibilidade entre elas, de ajuste de parametros por
parte do usudrio, consisténcia nos formatos de arquivos e rastreamento do progresso da andlise. J&
existem iniciativas que visam mitigar esses problemas (AMSTUTZ et al., 2016), principalmente

por meio de pipelines utilizaveis em diferentes plataformas, tornando-os escaldveis, modificdveis
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e, assim, contribuindo para o desenvolvimento cientifico e possibilitando o uso por diferentes

grupos de pesquisa em todo mundo.

1.3 APLICACOES EM FILOGENOMICA

O emprego da ciéncia da computacdo no processamento de dados bioldgicos € funda-
mentalmente norteado por questdes bioldgicas, bioquimicas, funcionais, evolutivas, entre outras.
A diversidade de solucgdes, portanto, € essencial e gera ferramentas em igual propor¢do para
responder eficientemente cada uma dessas perguntas. Aplicacdes na filogendmica, por exemplo,
compreendem, no minimo, trés 4reas: predicdo de fungio génica (BROWN; SIOLANDER,
2006), compreensao de eventos de THG (WHITAKER et al., 2009) e inferéncia de relacoes
evolutivas.

Apesar de todos os programas se basearem em modelos e testes estatisticos para and-
lise filogenética, sao construidos com diferentes abordagens para o processamento dos dados.
Algumas ferramentas de filogendmica, discutidas abaixo, recebem €nfase na interface grafica,
na robustez e qualidade dos dados. Algumas outras ndo exploradas aqui (PIEL; VOS, 2018;
DUNN et al., 2013; ROBBERTSE et al., 2011; PETERS et al., 2011; STAJICH et al., 2002;
JUNIER; ZDOBNOV, 2010), contribuem para a grande diversidade de ferramentas disponiveis
para reconstruc¢do filogenética.

Os primeiros softwares de evolugao molecular que se popularizaram devido a sua usabili-
dade facilitada foram o PAUP (SWOFFORD, 1985), MacClade (MADDISON, 2008), MEGA
(KUMAR et al., 2012) e TREECON (PEER; WACHTER, 1993), os quais implementam méto-
dos de maxima parcimdnia, maxima verossimilhanca e diferentes algoritmos de reconstruc¢ao
de 4rvores. Possuem, entretanto, limitacOes quanto a escalabilidade. Com o aprimoramento
desses algoritmos, € possivel um rdpido processamento e escalabilidade para andlise de dados
produzidos em massa, levando ao desenvolvimento de ferramentas mais robustas.

Em 2004, a linguagem de programagdo e também ambiente de desenvolvimento R (GEN-
TLEMAN, 2008) recebeu a biblioteca APE (PARADIS et al., 2004). Em Bioinformética, o R é
amplamente utilizado na andlise de expressdo génica e tem como objetivo geral realizar andlises
estatisticas, possuindo, portanto, uma vantagem para a reconstrugdo filogenética, que € funda-
mentalmente baseada em métodos estatisticos. Isso torna necessario apenas o desenvolvimento
de bibliotecas para evolu¢do molecular, como a Analysis of Phylogenetics and Evolution (APE).

Desenvolvido em 2008, o programa Phyutility (SMITH; DUNN, 2008), baseado em

duas bibliotecas Java e disponibilizado para uso por linha de comando, oferece, além das
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funcdes padrdes de andlise filogenética, opcdes interessantes € que ndo estdo presentes em outras
aplicacOes, como a busca e download de sequéncias diretamente do NCBI. Esse programa possui
uma abordagem mais integrativa, justificada na ado¢ao do uso para filoinformética (CRACRAFT,
2002), e possibilita a andlise de diversidade, filogenia, biogeografia e classificacdo. A ferramenta
Dendropy (SUKUMARAN; HOLDER, 2010), para python (ROSSUM et al., 2007), também
busca essa abordagem, oferecendo mais opg¢des de simulacio para genética de populacdes.

A vantagem do crescimento dos estudos em filogenética é o acimulo de conhecimento
no meio académico. A fim de explorar isso, o workframe Mesquite foi construido visando a
incorporacdo de médulos desenvolvidos pela comunidade, contribuindo para a integridade das
andlises e estabelecendo um software flexivel (mas nao exaustivo em métodos).

Em razdo da necessidade de automatizacao, aplicagdes que podem ser inseridas no fluxo
de pipelines recebem destaque, como € o caso da Phyx (BROWN et al., 2017), projetada para uso
no terminal linux. Essa aplicagdo permite a simulacido de dados por meio de um compilado de
ferramentas para diversos fins, tais como a filtragem de alinhamentos, edi¢ao de nomes e remogao
de sitios, e possui, pelo menos, 14 funcionalidades que visam, principalmente, o processamento
de grande quantidade de dados.

A fim de solucionar esse mesmo problema, o framework ETE (HUERTA-CEPAS et al.,
2010) € considerado um dos mais completos, pois realiza a maior parte das andlises filogenéticas
e filogendmicas e permite que o usudrio configure seu proprio pipeline com mais de 12 op¢des
de ferramentas, tais como, de andlise de modelo evolutivo, constru¢do de arvores e andlise de
selecdo positiva, gerando, inclusive, imagens resultantes dos processos de andlise. ETE3 auxilia
também na andlise de menor granularidade dos dados em virtude de alternativas de refinamento
personalizado do alinhamento utilizando o trimAl (CAPELLA-GUTIERREZ et al., 2009), com
ajustes dos parametros.

Ja em python, somente em 2016 foi disponibilizada a primeira biblioteca projetada para
andlise de evolug¢dao molecular. Mais completa do que a Bio.Phylo (TALEVICH et al., 2012), a
MEvoLib (ALVAREZ—JARRETA; RUIZ-PESINI, 2016) engloba 20 modelos evolutivos e pode
ser incorporada em pipelines de reconstru¢c@o de forma mais eficiente, teoricamente tornando
desnecessario o uso de outras ferramentas. Entretanto, é importante observar que as aplicagdes
em R e python ainda carecem de métodos para preparacao como trimming, selecao e controle de
qualidade, por meio de estatisticas, na etapa de alinhamento, por exemplo.

O alinhamento, por sua vez, € considerado o gargalo da filogendmica, sendo frequen-

temente alvo de estudos de otimizagao de algoritmos, que resultam em ferramentas diversas
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de alinhamento. Além disso, considerando o uso de genomas de bactérias (ricos em regides de
recombinacdo e elementos modveis) ou o uso de genomas maiores, como os de eucariotos, a
complexidade do alinhamento aumenta exponencialmente. Recentemente, o uso do core genome
em estudos evolutivos se mostrou uma forma de contornar e desconsiderar essa plasticidade
gendmica (TALEVICH et al., 2012), tornando o processo mais escaldvel.

Visando esclarecer a capacidade de obtencdo de informacao a partir do core genome,
Tsang (TSANG et al., 2017) compararam arvores filogenéticas de 10 espécies de bactérias
construidas baseadas em SNP, utilizando o programa Parsnp (TREANGEN et al., 2014), e
construidas a partir do sequenciamento completo do genoma (WGS, do inglés Whole Genome
Sequencing). Os autores comprovaram que a analise por SNP reproduziu de maneira satisfatoria
o mesmo resultado das arvores utilizando todo o genoma ou aquelas obtidas por meio de whole
genome Multilocus Sequence Typing (wgMLST) (KATZ et al., 2017). Entretanto, ressaltaram que
o uso de SNPs para reconstrucdo filogenética € um método alternativo e deve ser utilizado apenas
quando ndo hé recursos computacionais suficientes. Outra desvantagem da andlise baseada em
SNPs € a necessidade de utilizagdo de genomas completos e intraespecificos, limitando o escopo

da questdo a ser respondida.

1.3.1 Problematicas

A maioria dos pipelines sdo idealizados no meio académico, ja que seu desenvolvimento
necessita de denso contetido tedrico e hd ainda escassa aplicacao comercial da gendmica evolutiva.
O desenvolvimento de scripts proprios do grupo de pesquisa, por sua vez, permite o rastreamento
completo de transformacdo da informacgdo, preservando a integridade dos dados, evitando a
inserc¢do de ruido e garantindo controle da qualidade. Essa pratica se justifica dado que, apesar de
haver uma vasta disponibilidade de ferramentas e pipelines, perguntas bioldgicas que dependem
da busca e identificacio de ort6logos em linhagens muito antigas e trabalhos com organismos nédo
modelo (GRANT; KATZ, 2014), entre outros exemplos, exigem o desenvolvimento de médulos
especificos que melhor lidem com o conjunto de dados (SMITH et al., 2009). Entretanto, esses
scripts, chamados inhouse, muitas vezes apresentam redundancia de cédigo, escassez de testes
(DARRIBA et al., 2018), pouca documentacio do fluxo da informacao e auséncia de controle de
versionamento (LEIPZIG, 2017) e carecem, principalmente, de automatizagao.

Ferramentas de aprimoramento da andlise filogenética, como GUIDANCE (SELA et
al., 2015) e trimAl (CAPELLA-GUTIERREZ et al., 2009), que atuam sobre o alinhamento e

diminuem o ruido filogenético, sdo importantes para o controle da qualidade e resultam em
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arvores filogenéticas com melhor resolucao (ROKAS et al., 2003). Entretanto, tais aplicagdes de
inspe¢do complicam o processo de automatizagdo, pois o critério de decisdo sobre os pardmetros,
por exemplo, € arbitrario e, até entdo, nao replicavel para qualquer conjunto de sequéncias
em estudo. Esses fatos justificam a incompleta automatizacdo e microgerenciamento, em nivel
de processo, exigidos pela andlise filogenética e endossam, portanto, a importancia da busca
por padrdes que possam ser aplicados em questdes evolutivas de diversos géneros. Isso inclui
também o desenvolvimento de ferramentas adaptaveis a parametros diferentes, correspondendo
as necessidades dos dados e da pergunta bioldgica norteadora.

Com base nas referéncias aqui exemplificadas, propde-se o uso de ferramentas de andlise
filogendmica para a constru¢do de um pipeline a ser aplicado no género Mycoplasma como
estudo piloto, a fim de identificar o perfil evolutivo de 89 genomas representantes de cada uma
das espécies depositadas no NCBI, primando pela automatizacao, controle de qualidade e que

levando em consideracdo aspectos evolutivos para a escolha das ferramentas a serem integradas.
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2 OBJETIVO

Andlise de aspectos evolutivos dos genomas de bactérias do género Mycoplasma por meio
de métodos tedrico-computacionais € desenvolvimento de um pipeline de anélise filogendmica
focado na andlise de genomas bacterianos, tendo como estudo de caso as bactérias do género

Mycoplasma.

2.1 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1. Anélise Filogendmica de bactérias do género Mycoplasma.

2. Desenvolvimento de um pipeline focado na andlise evolutiva de genomas bacterianos, a
partir de alguns scripts ja desenvolvidos pelo grupo de pesquisa coordenado pela Profa.

Dra. Claudia E. Thompson.
3. Desenvolvimento do pipeline de acordo com boas praticas de programacao.

4. Aplicacao de cut-offs descritos na literatura para automatizagdo do processo de andlise

sem perda de informacao biologicamente relevante.

5. Validagdo e comparagao dos resultados do pipeline com estudos recentes publicados na

literatura.
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12 Abstract The study of genomics using phylogenetic tools has increased due to the availability of

13 several sequences in databases, resulting from the development and application of new technologies of
12 DNA sequencing. Phylogenomic approaches allow a better comprehension of the evolutionary processes
15 oceurring in the genomes and the understanding of the evolutionary history of genomes belonging to

16 different species. Additionally, computational studies lead to answers to different biological questions
17 related to the molecular evolution of genomes and their genes and corresponding proteins. Bacteria of
18 the Mycoplasma genus have small genomes and are highly dependent on the nutrients supplied by the
19 host. They show different lifestyles, with most of them being parasites and responsible for diseases in

20 humans, other animals and even plants. An important evolutionary hypothesis about this group is that
21 mycoplasmas underwent a process of degenerative evolution resulting in the loss of the cell wall. In 2013,
22 a study identified the evolutionary relationships among 31 species of Mycoplasma using a phylogenomic
23 approach. Nowadays, more genomes are available in databanks and we have performed new analyses
2 including all these to obtain a more comprehensive understanding of the evolutionary aspects related to
s these bacteria. The main objective of this work was the development of a pipeline of phylogenomic

26 analysis and the genomic characterization of the Mycoplasma genus, including 83 species and 89

27 genomes, and using tools such as Proteinortho, GUIDANCE, ProtTest, PhyML and MrBayes. Our pipeline
28 represents an important step to automatize processes and analyses related to evolutionary genomics of
20 bacterial species.

30

s Introdugao

2 Com o rapido desenvolvimento de novas tecnologias e a diminui¢do dos custos para o sequen-
33 Cciamento de genomas, tem crescido vertiginosamente a quantidade de genomas completos
3¢ disponiveis em bancos de dados publicos (Benson et al., 2015). Isso permite com que possamos
35 analisar comparativa e evolutivamente um grande nimero de genomas, possibilitando a formu-
36 lagdo de novas hipéteses de pesquisa e obtencdo de respostas a perguntas biologicas de forma
37 mais eficiente. Estudos sobre a diversidade da vida, o conteldo, estrutura e funcdo de genes
3 e sua variabilidade tém incluido cada vez mais organismos, permitindo inferéncias evolutivas
9 mais abrangentes e confiaveis. Em relacdo aos procariotos, houve um aumento significativo na
40 disponibilidade de genomas. Para o género Mycoplasma, por exemplo, havia 13 depésitos em 2007

10f18
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a1 (Sirand-Pugnet et al., 2007) e, atualmente, identificamos 84 espécies com genomas sequenciados,
4 isso sem considerar aqueles disponiveis para diferentes cepas de cada espécie. Isso possibilita um
4 estudo evolutivo bem mais abrangente desse género, que € necessario tendo em vista que seus
44 pequenos genomas e a falta de caracteristicas Unicas dificultam o entendimento da relagdo entre
45 as diferentes espécies de micoplasmas e os géneros relacionados (Gupta et al., 2018).

46 Micoplasmas, pertencentes a classe Mollicutes e ordem Mycoplasmatales, sdo organismos par-
47 asitas obrigatérios que ndo apresentam parede celular e sdo encontrados em mamiferos, aves,
4 répteis e peixes, mas estdo ausentes em anfibios (Razin et al., 1998). Nos mamiferos, apresentam
4 patogenicidade em humanos, bovinos, ovinos, caprinos e outros, sendo considerados agentes
so etiologicos de doencas respiratérias, artrite, agalaxia e pleuropneumonia, respectivamente (May
si etal, 2014). A presenca de espécies de Mycoplasma em pacientes imunocomprometidos, como
s2 portadores de HIV (Mavedzenge and Weiss, 2009; Wang et al., 1992; Hannan, 1998) e em células
s3 tumorais (Barykova et al., 2011; Xie et al., 2017), caracteriza o perfil oportunista do género, que
s« abrange 160 espécies (May et al., 2014).

55 Essas bactérias sdo consideradas os menores organismos capazes de autorreplicacdo, pos-
ss suindo dependéncia de nutrientes por parte do hospedeiro devido a incapacidade de sintetizar
s7 aminoacidos (Himmelreich et al., 1996). A auséncia de regides para essa sintese se deve ao
ss tamanho reduzido dos seus genomas, que varia entre 0,58 Mb e 2 Mb (Citti et al., 2018). Essa
ss propriedade Unica das micoplasmas teria surgido por meio do processo de evolugao degenerativa
s (Razin et al., 1998) e, adicionalmente, por uma série de ciclos que resultaram na diminuicdo de seu
61 genoma e perda de parede celular. Maniloff (1996) estimou que a classe Mollicutes compartilha um
62 ancestral comum com bactérias gram-positivas, do ramo de Streptoccocus, e divergiu ha 600 milhdes
63 de anos. Essa divergéncia resultou em dois ramos principais, os quais se diferenciaram ha 400
6 milhdes de anos. O primeiro (ramo AAA) é constituido por 3 géneros, Asteroleplasma, Anaeroplasma
es € Acholeplasma, e o segundo (SEM) é constituido por Spiroplasma, Entomoplasma e Mycoplasma.

66 O género Mycoplasma é dividido em trés grupos internos: Hominis, Pneumoniae e Mycoides
e7 (Brown, 2010), sendo o ultimo mais proximamente relacionado a Mesoplasma e Entemoplasma.
es O grupo mycoides possui uma histéria evolutiva diferente dos outros dois clados, pois seriam
e originarios de um ancestral associado a insetos e se tornaram fenotipicamente semelhantes a
70 outras linhagens de Mycoplasma por meio de eventos independentes de evolugdo convergente
71 envolvendo transferéncia horizontal de genes (THG) (Lo et al., 2018). Adicionalmente, Citti et al.
72 (2018) apontam que esses eventos de THG desempenham papel fundamental na aquisi¢ao de
73 resisténcia nessas bactérias. A presenca de repeticdes nesses genomas também é um resquicio
74 evolutivo e Rocha and Blanchard (2002) ressaltam a importancia dessas regides, ja que conferem
75 plasticidade fenotipica e foram preservadas em micro-organismos tdo pequenos, conservando a
76 variabilidade génica mesmo tendo passado por um processo de simplificacdo gendmica.

77 Estudos recentes sobre a evolu¢do de micoplasmas tém utilizado marcadores moleculares,
s como o 16S, para melhor entender a classificacdo e relacionamento evolutivo das espécies ja
79 conhecidas e as que tém sido identificadas (Alvarez-Ponce et al., 2018, Kamminga et al., 2017).
so Outros estudos visam solucionar as rela¢gdes dentro da classe Mollicutes (Citti et al., 2018) e também
s em nivel da familia Mycoplasmataceae (May et al., 2014). Importante ressaltar que nos ultimos anos,
s2 analises filogendmicas tém ganhado relevancia na solucdo de problemas relacionados a resolugdo
ss da arvore das espécies (Eisen and Fraser, 2003), ja que a disponibilidade de dados gendmicos
s« permite a identificacdo de sequéncias ortélogas entre diferentes espécies com base no conteddo
ss de seus genomas, o que tende a redugdo das incongruéncias na topologia e ao aumento do suporte
s estatistico (Rokas et al., 2003). Tais estudos sdo importantes para o esclarecimento da relacdo entre
&7 espécies com potencial patogénico e aquelas ndo patogénicas, bem como para o entendimento
ss dOs processos que levam a patogenicidade, permitindo uma melhor compreensdo de aspectos
s evolutivos, adaptativos e das relagdes dos patégenos com seus respectivos hospedeiros.

90 Alguns autores, utilizando uma abordagem filogendmica, conseguiram inferir a taxonomia de
91 novos organismos em relacdo aos Mollicutes. Leclercq et al. (20714) utilizou 127
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113 dos de forma ininterrupta, utilizando genomas de micoplasmas como estudo piloto.

s Resultados e Discussao

s Sele¢cdo de Genomas e Identifica¢cdo de Ortélogos

126 Nesse estudo, foram incluidos 89 genomas de micoplasmas, sendo 83 pertencentes a espécies
147 diferentes, com trés cepas adicionais de M. hyopneumoniae e uma adicional de cada uma das
s espécies M. fermentans, M. suis e M. bovis, disponiveis no National Center for Biotechnology Information
120 (NCBI). Na secdo "Genome" do NCBI, buscou-se pela palavra-chave "Mycoplasma". No Material
150 Suplementar se encontram listados todos os genomas incluidos no estudo, com informacdo
151 referente a espécie e cepa a qual pertence, o nimero de acesso (ID), o status do genoma (se
152 completo, scaffold, etc), seu tamanho, % GC, nimero de genes e proteinas e informagdes sobre
153 patogenicidade.

154 A identificacdo dos ortélogos foi realizada por meio do software Proteinortho (Lechner et al.,
155 2011), tendo como critérios de identidade e cobertura o valor de 60%. Essa andlise de genes
156 ortélogos resultou na identificacdo de 6.292 clusters, dos quais somente 16 foram identificados em,
157 no minimo, 33% dos genomas. Os clusters identificados, o niumero de espécies onde se encontram
158 e suas respectivas funcdes estdo descritos na Tabela 1. Na Figura 1, estdo representados os 16
159 grupos de ortélogos (GO), numerados de 1 a 16, a identificacdo das espécies onde sdo encontrados,
10 bem como o nimero total de genomas para cada conjunto de ortélogos. E possivel observar as
161 espeécies representadas por somente um GO. Se utilizassemos presenga em, no minimo, 50% das
162 espécies como critério, a inferéncia seria baseada em somente dois clusters, referentes ao fator de
163 alongamento Tu e a proteina ribossomal 50S L16 (clusters 1 e 2, Tabela 1). Esse resultado reduzido
16 de numero de ortdlogos se deve aos parametros de identidade e cobertura utilizados, 60% em
165 ambos 0s casos, que se mostraram muito restritivos. Nessa Tabela 1, também é possivel observar
166 que ndo houve representatividade de todos os clusters em todas as OTUs. De fato, nenhuma
167 espécie foi representada por todos os clusters, sendo M. lipofaciens a espécie com maior nimero de
168 genes ortélogos, um total de 11.

169 A partir dos arquivos gerados pelo Proteinortho, foi desenvolvido um pipeline para automatiza-
170 ¢do das demais etapas de analise evolutiva, a ser descrito na préxima se¢do. Importante ressaltar
171 que o Unico cluster presente em todos os genomas foi o 1, que é do gene tuf, ja descrito na literatura
172 como sendo um bom marcador molecular (Nichio et al., 2017) e que possui funcdo como fator
173 de alongamento no processo de sintese proteica (Zaha et al., 2074). Nessa andlise posterior o
174 relacionamento evolutivo de 12 espécies foi inferido baseado em somente um gene, o tuf. Além
175 disso, as relagbes entre quatro micoplasmas (quatro genomas) foram baseadas em somente um
176 gene além do tuf, sdo eles: Otc para M. alvi e M. pirum, nrdF para M. genitalium e rpIP para M. mobile,
177 que possuem as fung¢des de catalisador da rea¢do de formacdo de citrulina e fosfato, de catalisar a
178 formacdo de deoxirribonucleotideos e, por fim, de ligar-se ao RNA ribossémico 23S atuando de
179 forma essencial na subunidade de transcricdo, respectivamente.

180 Finalmente, houve outros sete genomas cuja histéria evolutiva resultante da analise por meio de
181 NOSso pipeline foi baseada em 2 GOs além do tuf: Otc para M. amphoriforme, a familia de proteinas
1,2 transportadoras que facilitam a entrada e saida de substancias pela membrana para M. capricolum
183 subsp capricolum, M. feriruminatoris, M. leachii e M. mycoides subsp capri, e proteinas da familia alcool
i8¢ desidrogenase para M. putrefaciens e M. yeatsii. Em todas as Ultimas 7 espécies citadas, também foi
15 utilizado o GO nrdf.

185 Pipeline

187 No pipeline foram integrados scripts desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa que eram ex-
188 ecutados individualmente e utilizam diversas ferramentas externas, visando a automatizagao.
180 Este quesito tem grande peso na aplicacdo, pois a analise filogendmica comumente depende de
190 acompanhamento e conferéncia manual dos resultados.
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Table 1. Caracterizacdo dos clusters encontrados com a ferramenta Proteinortho que foram, posteriormente,
utilizados para inferir a histéria evolutiva de Mycoplasma

Cluster Funcado N° de espécies
1 Fator de alongamento Tu 89

2 Classe 1b subunidade beta ribonucleosideo-difosfato redutase 34

3 Arildialquilfosfatase 29

4 Subunidade do transportador de ascorbato PTS II1B 19

5 Proteina ribossomal 50S L16 62

6 Ornitina transcarbamilase 29

7 Permease de transporte ABC 22

8 Permease de transporte ABC 18

9 Transportadores de cassetes de ligagdo de ATP 24
10 Fosfoquetolase 41
11 ATPase do tipo P com transla¢do de magnésio 15
12 Alcool desidrogenase dependente de zinco 23
13 Hidrolase da familia Cof-type HAD-IIB 16
14 Transportadores de cassetes de ligacdo de ATP 18
15 Meteniltetrahidrofolato ciclohidrolase 17
16 Subunidade do transportador de galactitol PTS II1B 18

191 Na tentativa de mitigar o micro-gerenciamento, processos decisérios em etapas fundamentais,

192 como o alinhamento, foram programadas para ocorrerem de modo transparente para o usuario
193 baseando-se em cut-offs de filtros estabelecidos na literatura, como aqueles testados e avaliados
194 por Tan et al. (2015) em relacdo aos escores a serem utilizados pelo GUIDANCE (Sela et al., 2015),
15 que é um software que realiza o controle de qualidade dos alinhamentos. Essa abordagem de
196 implementacdo reflete diretamente na qualidade da arvore filogenética ou filogendmica, como no
197 Nosso estudo de caso.
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Figure 2. Fluxograma dos passos implementados no pipeline. Esse esquema visa exemplificar como ocorre o
fluxo de dados abstraindo detalhes da busca por genes ortélogos, mas partindo do principio de que o usuario
jé possui multi-fastas com ocorréncias Unicas das sequéncias. O pseudocédigo esté disponivel no Apéndice 1.

Na Figura 2 esta representado o fluxo de transformacdo dos dados que foi implementado

no pipeline. Partindo de um controle principal da

aplicacdo, cujo pseudocddigo esta disponivel

no material suplementar, as ferramentas sao ordenadas e suas respectivas entradas e saidas
direcionadas para os passos seguintes, visando o controle e a altera¢ao dos formatos de arquivos
especificos que sdo requisitos das ferramentas como, por exemplo, o alinhamento no formato
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205 nexus para ProtTest (Abascal et al., 2005) e em formato phylip para PhyML (Guindon et al., 2010).
206 A estratégia utilizada para manipulagdo dos dados conta com o que ja esta desenvolvido em Unix,
207 pois facilita o rastreamento dos arquivos gerados ao realizar a busca por padrdes ja definidos
208 No codigo para a saida de cada programa, o que esta representado no pseudocédigo com o
00 "*", significando que pode haver qualquer variacdo de nome, desde que a extensdo do arquivo
20 esteja atrelada a ferramenta que o gerou. Complementarmente, as ocorréncias de clusterN ou
211 alinhamentoN, indicam que a tarefa é realizada iterando sobre todas as n instancias, havendo
212 uma por¢do variavel no nome do arquivo e outra invariavel, o que permite o rastreamento da
23 informagdo.

214 Para uma execucdo eficiente do pipeline, a recuperacao de informacdes referentes as caracteris-
25 ticas da maquina na qual a andlise esta sendo processada se mostra muito importante em virtude
26 da quantidade de dados utilizados e da complexidade algoritmica de algumas etapas da andlise
217 evolutiva. Por essa razdo, por chamada de sistema, a informacdo referente ao nUmero de cores
218 disponiveis na maquina é adquirida e passada por parametro para os softwares GUIDANCE, ProtTest
29 e MrBayes (Huelsenbeck and Ronquist, 2007), possibilitando que essas ferramentas que permitem
20 paralelizacdo sejam melhor utilizadas. Por padrao, foi estabelecido que metade da capacidade
221 computacional da maquina seria empregada para execugdo dessas ferramentas.

222 Em comparagdo a outros pipelines descritos na literatura, o que é proposto aqui distingue-
23 Se no que tange a transparéncia da execucdo e fluidez do processo para o usuario, ndo sendo
24 necessario qualquer modo de interven¢do. Outro aspecto interessante é o viés evolutivo na
2s escolha das ferramentas e de parametros, pois apesar de qualquer alinhador compativel com
226 0 GUIDANCE poder ser escolhido, por exemplo, por padrdo, o PRANK (Léytynoja and Goldman,
227 2005; Loytynoja, 2014) é utilizado e, como descrito por seus autores, ele ndo é genérico, mas
28 sim utiliza diferentes métodos de alinhamento projetados para uso em estudos filogenéticos.
29 Seguindo esse mesmo objetivo, a execugdo de testes com o ProtTest remove a arbitrariedade
230 na escolha do modelo evolutivo e dos parametros adicionais, conferindo maior confiabilidade a
231 inferéncia e caracterizando uma analise que melhor se adapta aos dados. Por fim, o filtro realizado
232 com os dados do GUIDANCE tornam o alinhamento mais acurado, removendo ruido e levando a
233 manutencdo do sinal filogenético.

234 Entretanto, ha pontos que podem ser melhorados na aplicagdo, os quais sdo explorados a
235 seguir. Uma das limitagdes é encontrada na etapa de finalizagcdo do pipeline, quando realizado
236 por inferéncia bayesiana. Durante a execu¢do do MrBayes sdo gerados diversos arquivos muito
237 informativos para fins de acompanhamento dos resultados e identificagdo de convergéncia, mesmo
238 que parciais, indicando se a andlise esta ocorrendo de maneira adequada. As trocas (swaps) entre
239 cadeias, a analise de convergéncia e o tamanho efetivo de amostragem sdo alguns desses registros,
240 que constituem medidas importantes a serem avaliadas a fim de definirmos se a analise pode ser
21 finalizada. Entretanto, em nosso pipeline, o Unico fator considerado foi o average standard deviation
22 of split frequencies, sendo que quando esse parametro alcancava o valor igual ou menor do que
23 0.01, ainferéncia era finalizada e, subsequentemente, era realizada a sumarizacdo dos resultados.
244 Programas como o Tracer (Rambaut et al., 2014), proporcionam uma forma de avaliacdo desses
25 dados, mas é dependente do usuario para insercdo e atualizacdo dos arquivos de log. Esse
26 problema poderia ser contornado com a implementagdao de um médulo adicional que, executado
247 concomitantemente ao MrBayes, acessa essas informag¢des de maneira dinamica e mantém o
248 USUArio ciente sobre o processamento.

249 Outro fator observado que é ligeiramente impeditivo é a pluralidade de modos com que um
250 programa pode estar instalado na maquina que executara a andlise. Como todas as ferramen-
251 tas externas sdo utilizadas por chamada de sistema, caso essas ndo estejam configuradas no
252 caminho do sistema, serd necessario que o usuario informe a localizagdo dos arquivos binarios,
253 dificultando a etapa de configuracdo inicial. Isso se mostra relevante, pois as ferramentas externas
254 sdo requisitos funcionais do pipeline. Pode-se dizer também que o pipeline ndo alcanca um dos
255 objetivos mais apreciados nas aplica¢des de bioinformatica (Leipzig, 2017), que é estimar o tempo
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6 de processamento para cada etapa, informacao essa que depende de fatores como a forma com
257 que as ferramentas estdo implementadas e o poder computacional, pontos que fogem um pouco
258 do escopo do pipeline desenvolvido nesse estudo.

9 Analise Filogen6mica de Mycoplasma

260 Os dados dos genomas utilizados para a analise filogendmica foram processados sem a inclusdo de
261 UM grupo externo, pois assim como no trabalho realizado por Yotoko and Bonatto (2007), nosso
262 intuito era identificar o maior nimero possivel de marcadores moleculares e evitar a inser¢do de
263 ruido que pudesse enviesar os resultados.

264 Para fins comparativos e de validagdo dos resultados, utilizamos as arvores de Gupta et al.
265 (2018), obtidas com o uso de 63 proteinas, escolhidas tanto por possuirem bom suporte estatistico
266 COMO por apresentarem maior numero de ortélogos em relagdo a outros estudos. Importante
267 observar que a arvore obtida por Gupta et al. (2018) incluiu 80 genomas de micoplasmas, mas nao
268 POSSUi algumas espécies que usamos em nossa andlise, como M. amphoriforme, M. testudineum, M.
269 bovirhinis e M. pullorum. Dessa forma, realizamos também uma andlise comparativa em relacdo a
270 arvore de Alvarez-Ponce et al. (2018), baseada em 16S extraidos do banco de dados SILVA (Quast
1 etal, 2012) e que abrange 113 genomas de micoplasmas, bem como em relagdo a arvore publicada
272 por Siqueira et al. (2013), com base em 179 ortélogos, onde foram incluidas 31 micoplasmas.

273 A arvore resultante de nossa analise (Figura 3) apresentou similaridades em relacdo aos dados
274 de Gupta et al. (2018) quando consideramos os grandes grupos: Hominis, Pneumoniae e Mycoides.
275 Dentro de Hominis, é possivel a identificacdo de trés clados, tal como encontrado por Gupta et al.
276 (2018). Entre as principais diferencas, podemos citar M. felis, M. leonicaptivi, M. canis, M. bovirhinis,
277 M.cynos, M. testudineum, M. agassizii e M. pulmonis como pertencentes ao clado | em Gupta et al.
278 (2018), enquanto que pertencentes ao clado Il em nosso estudo. M. verecundum ficou basalmente
279 posicionada em relagdo aos trés clados de Hominis e, ao compararmos com as demais arvores,
230 ndo foi encontrado nenhum consenso, pois Gupta et al. (20718) a agrupa com M. buteonis e M.
281 glycophilum (tanto por 16S como por filogenémica) no clado |, e em Alvarez-Ponce et al. (2018) é
;2 colocada junto a M. synoviae. Siqueira et al. (2013) ndo utiliza essa espécie. As demais espécies de
283 micoplasmas possuem um padrdo de distribuicdo similar ao encontrado por Gupta et al. (2018)
28« em cada clado. No entanto, algumas OTUs estao com o posicionamento diferente nos clados mais
285 internos.

286 Ainda no grupo Hominis, uma espécie nado utilizada por Gupta et al. (2018), M. pullorum, forma
287 Uum grupo monofilético com M. anatis, resultado que se assemelha ao de Alvarez-Ponce et al.
288 (2018), no qual M. anatis é basal em relagdo a M. pullorum. Quanto a M. testudineum, Siqueira
280 et al (2013) e Gupta et al. (2018) ndo a utilizaram na andlise, mas na arvore de Alvarez-Ponce et al.
20 (2018), essa espécie esta proxima de M. agassizii, o que foi corroborado por nossos resultados. M.
291 bovirhinis, também ndo utilizado por Gupta et al. (2018), apesar de estar em um clado politémico,
22 esta agrupado similarmente em Alvarez-Ponce et al. (2018). Adicionalmente, M. arginini, aqui
293 posicionada no clado lll, é apresentada no | em Gupta et al. (2018) e Alvarez-Ponce et al. (2018).
294 Quanto ao grupo Pneumoniae, é interessante observar que mais da metade (12) das OTUs
295 foram inferidas somente a partir do gene tuf. O grupo monofilético Candidatus M. haemobos, M.
296 haemofelis e M. haemocanis esta idéntico ao encontrado por Gupta et al. (2018) e Meli et al. (2010),
297 que a partir de 16S e utilizando outros 3 genomas de M. haemobus, encontraram a mesma relacdo.
28 Alvarez-Ponce et al. (2018) e Siqueira et al. (2013) ndo utilizaram essas espécies. De modo geral,
299 0 grupo Pneumoniae foi o que manteve mais claramente as rela¢fes entre as espécies em todos
30 0S estudos comparados, como entre M. genitalium e M. pneumoniae, que estavam de acordo com
30 0 esperado. O padrdo evolutivo de todas as OTUs em nosso trabalho estd bastante similar ao
32 descrito em Gupta et al. (2018), com excecdo da relagdo entre algumas espécies posicionadas nos
303 ramos mais internos e entre M. testudinis e M. amphoriforme, isso porque Gupta et al. (2018) ndo
304 utiliza essa Ultima espécie. Entretanto, Alvarez-Ponce et al. (2018) a utiliza e podemos confirmar,
35 portanto, que a relagdo M. testudinis e M. amphoriforme é corroborada.
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Figure 3. Arvore filogendmica de micoplasmas obtida a partir da andlise de 89 genomas. Inferéncia evolutiva
realizada a partir da saida do pipeline desenvolvido nesse estudo. OTUs em azul claro representam as espécies
inferidas somente com o gene tuf. OTUs em negrito sdo as que em comparagdo com Gupta et al. (2018), estdo
em clados diferentes. Espécies em azul escuro sdo as que Gupta et al. (2018) ndo utilizou. Ramos com suporte
estatistico inferior a 0.8 foram colapsados e seu valor de suporte omitido. O alinhamento foi obtido com o
programa PRANK. O modelo evolutivo utilizado foi LG, com sitios invariaveis, distribuicdo gama e frequéncia
empirica e a maxima verossimilhanca como método de reconstrucdo filogenética, implementada no programa
307 PhyML. A arvore foi gerada e manipulada utilizando o software TreeGraph (Stéver and Miiller, 2010).

308 O grupo de Hemoplasmas, por sua vez, foi completamente inferido a partir do gene tuf, sendo
39 impossivel deduzir qualquer relagdo para cinco de seus dez genomas, pois estdo representadas
;0 por politomias. E possivel perceber que isto tem relacdo com o fato de todos utilizarem o fator
s de alongamento Tu como Unico marcador, demonstrando que ele é bem conservado entre essas
312 espécies, mas que por outro lado isso leva a perda do sinal filogenético e incapacidade de distin¢do
313 entre elas. O mesmo aconteceu com o grupo Mycoides, monofilético, onde é possivel ver o
314 relacionamento proximo entre M. yeatsii e M. putrefaciens. No entanto, nesse grupo, apesar de ter
315 havido a identificagdo de mais de um marcador além do tuf, ainda sim houve a formacdo de uma
316 politomia.

317 Devido aos genes ortélogos utilizados na andlise e considerando que todas as espécies sao
313 igualmente representadas por somente um gene e tiveram, portanto, as relagdes estabelecidas
319 majoritariamente a partir dele, é impreterivel realizar a analise da topologia da arvore pesando
a0 esse fator. De acordo com Kamla et al. (1996), a informacdo inferida com o gene tuf é referente
31 a aspectos fenotipicos de micoplasmas, separando os grupos de acordo com a presencga ou
32 auséncia de proteinas de adesdo e por atributos metabdlicos. A fim de considerar os dados
33 aqui utilizados sobre o tuf, seria necessario analisar em maior profundidade ponderando as
324 propriedades fisiologicas e bioguimicas de micoplasmas. Entretanto, esse tipo de andlise explora
325 mais a historia evolutiva desse gene, o tuf, e pode nao representar a histéria da espécie, que é o
326 foco desse estudo. Como também concluido por Kamla et al. (1996), é necessario adicionar mais
327 marcadores a fim de atingir esse objetivo.

328 E possivel observar que ha incongruéncias nas arvores obtidas com esses 16 clusters, pois apesar
39 de serem bem conservados, ndo ha uma distribui¢do uniforme desses por todas as OTUs, levando a
33 Uma comparagdo ndo regular entre as espécies. Assim, duas espécies distantemente relacionadas,
;31 A e B, por exemplo, podem ser posicionadas mais proximamente se houver o que possa ser
32 comparado entre elas, e podem ndo agrupar com uma terceira que sabe-se que agrupa ou com A
;330U B, mas que ndo possui os mesmos genes ortélogos a serem utilizados na inferéncia. Essa légica,
3¢ associada ao fato de que o gene tuf é extremamente conservado (Razin et al., 1998), explica porque
35 houve alguns ramos com suporte estatistico baixo, prejudicando a inferéncia evolutiva. Como
36 explicado na metodologia, esses ramos com suporte inferior a 0.8 foram colapsados, representado
337 nas arvores por politomias. Como resultado, mais da metade (7) das espécies representadas
333 somente pelo gene tuf estdo em ramos politdmicos, o que é justificavel devido a natureza do gene
39 e que leva a consequente auséncia de sinal filogenético para a distin¢do dentre elas.

a0 Avaliacdo da Funcdo de Filtro do Alinhamento

sa Na etapa de alinhamento, utilizamos um filtro atestado por Tan et al. (2015). O intuito desse estudo
32 foi examinar o impacto do uso de ferramentas de filtro em estudos filogenéticos, chegando a
33 conclusdo de que remover até 20% dos sitios de um alinhamento é um bom limite, ainda sendo
344 considerado conservativo. Dessa forma, ao aplicarmos um filtro similar a todos os clusters antes da
s construgdo da supermatriz, evitamos, teoricamente, problemas como a perda do sinal filogenético.
36 A fim de avaliarmos a importancia do filtro utilizado na etapa de alinhamento, realizamos uma
37 comparag¢do das arvores obtidas a partir de alinhamentos com e sem filtro, que estdo exibidas na
a8 Figura 4.

349 As arvores filogendmicas resultantes apresentaram topologias muito semelhantes, onde todos
35 OS grupos principais se mantiveram: Hominis, Pneumoniae e Mycoides. No entanto, é possivel
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351 observar discrepancias nos ramos mais internos, bem como um suporte estatistico maior na arvore
352 filtrada, como ja era esperado de acordo com Tan et al. (2015).

353 A maior diferenca entre essas arvores esta no posicionamento de Candidatus M. girerdii, que
354 estd posicionada junto a M. penetrans e M. jowae na arvore obtida a partir do alinhamento filtrado,
355 mas esta basal em relacdo a todos os genomas do grupo Pneumoniae na arvore obtida a partir
356 do alinhamento integral. Entretanto, as analises de Gupta et al. (2018), tanto de 16S como de
357 filogendmica, apresentam o mesmo resultado da arvore filtrada, enfatizando a importancia da
358 utilizagdo de ferramentas de filtro de alinhamento na analise filogenémica. Alvarez-Ponce et al.
359 (2018) ndo utilizou essa espécie, ndo sendo possivel estabelecer uma comparacao.

360 A arvore com filtro também apresentou resultados positivos em alguns outros grupos quando
31 comparamos aquela sem o filtro, onde ha, por exemplo, dois nodos com baixo suporte estatistico.
32 O clado formado pelas cepas de M. hyopneumoniae, na arvore com filtro, mostra uma rela¢édo
363 proxima entre as cepas | e 232. Além disso, ha um grupo formado por M. salivarum, M. hyosynoviae
4 e M. orale, também com aumento do suporte estatistico. No entanto, esses dados devem ser
3s avaliados com cuidado, visto que Siqueira et al. (2013) ndo encontraram essa relacdo entre M.
6 hyopneumoniae ] e M. hyopneumoniae 232.

367 Esses dados devem ser reavaliados considerando diferentes valores de cut-off para o GUIDANCE.
38 Assim, um estudo especifico focado em micoplasmas pode contribuir para estabelecer um melhor
360 Critério para o uso dos filtros de alinhamento multiplo nessas espécies. Também é importante
370 considerarmos que o uso de critérios de identidade e cobertura menos conservadores para a busca
371 de ortologos pode levar a um nimero maior de grupos de ortélogos identificados nos genomas
32 em andlise. Consequentemente, um ndmero maior de ort6logos levara a um alinhamento maior
73 €, nesse caso, a importancia da ferramenta de filtro dos alinhamentos podera ter uma relevancia
374 ainda maior.

375
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Figure 4. Arvores filogendmicas de micoplasmas obtidas a partir de alinhamentos que sofreram até 20% de

corte em seu conteudo (arvore a direita) e inferida a partir do contetdo integral dos alinhamentos (arvore a

esquerda), as quais possuem, respectivamente, 5.276 e 6.426 sitios. Em preto: grupo Hominis, em azul: grupo

Pneumoniae, em cinza: grupo Mycoides. Estdo representados em vermelho os ramos com suporte estatistico

inferior a 0.8. O alinhamento foi obtido com o programa PRANK. Os parametros utilizados na inferéncia sdo os
377 mesmos da Figura 3.

378 Como perspectiva desse trabalho, pretendemos futuramente incluir novas func¢des no pipeline
379 como, por exemplo, o método de reconstrucdo filogenética por distancia, que funcionara de
30 Maneira paralela juntamente aos demais métodos de reconstrucdo, e a parte inicial de identificacdo
s de ortologos. Adicionalmente, faremos a analise de todos os genomas de micoplasmas disponiveis
322 no NCBI, incluindo todas as cepas de micoplasmas. Atualmente, nesse banco de dados se encon-
383 tram disponiveis 90 espécies, sendo que se considerarmos todas as diferentes cepas o niumero total
3« de genomas é de 379. Nosso estudo considerou um genoma representativo de cada espécie de
385 micoplasma, com excecdo de M. moatsii cujo genoma foi removido da analise em funcdo de haver
386 sinalizacdo de contaminacdo, conforme descrito na se¢do "Materiais e Métodos". Paralelamente,
37 realizaremos a analise evolutiva considerando um grupo externo ao género Mycoplasma.

s Materiais e Métodos

389 As sequéncias foram obtidas no NCBI e as cepas de cada um dos 89 genomas foram escolhidas de
30 acordo com os seguintes critérios: (i) genoma completo ou com menor numero de scaffolds, (ii) se a
391 Cepa possui atividade, descrita na literatura, como patdgeno e (iii) qualidade da montagem (N50)
32 quando mais de um genoma cumpria os outros requisitos. Para determinados micro-organismos,
33 como M. hyopneumoniae, M. bovis, M. fermentans e M. suis, foram escolhidos mais de um genoma
34 de diferentes cepas, a fim de incluir mais cepas patogénicas e melhor entender a relagdo evolutiva
35 entre elas e as ndo patogénicas, tendo um total de quatro genomas de M. hyopneumoniae e dois de
36 cada uma das outras cepas anteriormente citadas. M. moatsii foi removido da analise, pois a Unica
37 montagem disponivel estava assinalada como contaminada.

398 A busca por genes ortélogos foi realizada com a ferramenta Proteinortho (Lechner et al., 2011),
399 pois de acordo com Nichio et al. (2017) é a que apresenta melhor desempenho e acuracia quando
400 € utilizada uma grande quantidade de dados. A manipulacdo dos resultados, bem como sua
401 transformacdo no pipeline, foi realizada por meio de comandos Unix, scripts nas linguagens de
402 programacao perl (Wall et al., 1999) e python (Van Rossum et al., 2007), sendo python a linguagem
43 mais utilizada. A biblioteca utilizada em python, ja projetada para bioinformatica, foi a BioPython
404 (Cock et al., 2009). Adicionalmente, as ferramentas externas definidas a seguir, foram todas
405 implementadas por chamada de sistema, com a biblioteca os (operating system) do python.

406 As principais funcionalidades do pipeline sdo desempenhadas por programas externos, majori-
407 tariamente projetados para uso por linha de comando em Unix, 0s quais possuem suas respectivas
408 dependéncias e ndo dispdem de interface de programacdo de aplica¢des (APIs) para integragdo
409 com python. Por esse motivo, chamadas de sistema configurando os comandos com os parametros
40 desejados foram utilizadas para a ferramenta GUIDANCE 2.02, ProtTest 2.1, para scritps internos de
a1 transformagdo, PhyML 20120412 e MrBayes 3.2.6. O GUIDANCE foi utilizado para o alinhamento
412 com o PRANK 140110, sendo que o suporte do alinhador foi aplicado aos dados com parametros
«13  default. Seu resultado (pontuacdo e alinhamento originais) foram, subsequentemente, utilizados
w4 por scripts internos para filtrar o alinhamento excluindo até 20% do tamanho dos clusters, limite
x5 estabelecido de acordo com Tan et al. (2015).

416 O ProtTest foi utilizado para calculo dos modelos evolutivos e identificagdo de qual o melhor
«7 modelo para cada grupo de ortélogos, executado com os seguintes parametros: testes incluindo
«s variacdo de taxa e nUmero de categoria entre sitios, matrizes JTT, LG, Dayhoff, WAG e Blosum62
19 e inclusdo de modelos com estimativa empirica de frequéncias. Como resultado o melhor mod-
420 elo evolutivo para os dados sendo analisados foi LG, com os parametros adicionais +I+G+F. Em
41 relacdo aos métodos de reconstrugao filogenética foram utilizados dois probabilisticos: (i) max-
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422 ima verossimilhanca, implementado pelo PhyML e (ii) inferéncia bayesiana, implementado pelo
423 MrBayes. Para o MrBayes foi utilizado o critério de 25% de burn-in, parada automatizada quando o
424 parametro average standard deviation of split frequencies atingisse um valor igual ou menor que 0.01,
425 frequéncia de amostragem de 100, quatro cadeias e cédigo genético configurado para Mycoplasma.
426  No PhyML foram utilizados parametros para sequéncias de aminoacido (-d aa), com suporte es-
47 tatistico calculado pelo método de Guindon et al. (2010) (-b -4), matriz de substitui¢do LG (Le and
428 Gascuel, 2008) (-m LG), distribuicdo gama (-a e), sitios invariaveis (-v e) e frequéncia de caracteres (-f
29 e), todos estimados.
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s Appendix 1

54 Pseudocédigo

sa7 Funcdo controle

548 INicIo;

549

550 cpus + CHAMA sistema.cpus();

551 argumentos ¢ [arquivo de entrada com parédmetros;

552 CHAMA montaClusters(diretério);

553 CHAMA guidance.run(argumentos [parametros_guidance],cpus) ;
554 CHAMA guidance.aplica_filtro();

555

556 SE argumentos[parametros_alinhador] == PhyML;

557 CHAMA transforma_seq.SuperMatriz();

558 CHAMA tranforma_seq.Converte(fasta, faa, nexus);

559 CHAMA prottest.run(argumentos [parametros_prottest],cpus);
560 CHAMA transforma_seq.Converte(nexus, nex, phylip);

561 CHAMA Filo.run(PhyML) ;

562

563 SENAQ;

564 CHAMA tranforma_seq(fasta, faa, nexus);

565 CHAMA prottest.run(argumentos[parametros_prottest],cpus);
566 CHAMA transforma_seq.SuperMatriz();

567 CHAMA prottest.parse();

568 CHAMA Filo.run(MrBayes)

569

570 CHAMA transforma_seq.Colapsar();

571 FIM;

572 Médulo bio-transform

573 INicIo;

574 CARREGA BioPython, os, subprocess;

575

576 FUNQKD converte(formato_inicial, extens&do, formato_final);
577 arquivos + sistema.listaArquivos(*.extensao);

578 para cada arquivo em arquivos;

579 Bio.converte(arquivo, formato_inicial, formato_final);
580

581 FUNGAO SuperMatriz();

582 arquivos + sistema.listaArquivos(*.extensao);

583 supermatriz ¢ Bio.Nexus.combine (arquivos) ;

584 supermatriz.salva() ;

585 Médulo GUIDANCE

586 INicIo;

587 FUNGAQ run;

588 pastas + sistema.listaDiretérios();
589 para cada pasta em pastas;
590 nome_arquivo + pastal[nome];
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591 CHAMA sistema(guidance -nome_arquivo -parametrol -parametroN -cpus)
592

593 FUNGAO aplica_filtro;

594 pastas + sistema.listaDiretérios();

595 para cada pasta em pastas;

596 alinhamento « pasta[nome]+MSA.PRANK.aln.With_Names;

597 scores + pasta[nome]+MSA.PRANK.Guidance2_col_col.scr;
598 aln_filtrado ¢+ sistema(python aplica_filtro.py -alinhamento -score) ;
599 ENQUANTO aln_filtrado[excluido] > 0.2;

600 aln_filtrado « sistema(python aplica_filtro.py -alinhamento -score);
601 FIM;

602 Médulo ProtTest

603 INICIO;

604 FUNGAO parse;

605 arquivo de saida <- modellist.out;

606 arquivos + sistema.listaArquivos(*.prottest);

607 modellist + sistema.encontraPadr&o(arquivos, modelo);

608

609 FUNGAO run;

610 arquivos + sistema.listaArquivos(*.nex);

611 para cada arquivo em arquivos:

612 CHAMA sistema(prottest -arquivo -parametrol -parametro2 -
613 parametroN -cpus -saida=arquivo.prottest)

614 FIM;

615 Médulo Filo

616 INICIO;

617 FUNGAQ run(programa) ;

618 SE programa == PhyML;

619 parametros[] ¢ sistema.encontraPadr&o(*.prottest, modelo,

620 parémetros_adicionais);

621 matriz + sistema.listaArquivos (*matriz.phy);

622 CHAMA sistema(phyml - matriz -parametrol -parametroN);

623 SENAO;

624 matriz + sistema.listaArquivos(*matriz.nex);

625 paradmetros + sistema(python mb.py);

626 matriz.append(parametros) ;

627 CHAMA sistema(MrBayes -matriz);

628 FIM;
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4 DISCUSSAO

O trabalho aqui desenvolvido envolve diferentes areas do conhecimento, tais como
genética, evolugdo molecular, estatistica, métodos em computagdo e programagdo, demonstrando
assim a importancia da interdisciplinaridade para a resolu¢do de problemas em biologia. A
complexidade dos sistemas biolégicos requer que utilizemos estratégias sofisticadas para a
andlise de dados e incentiva o desenvolvimento de novos algoritmos, bem como novas hipéteses
para explicar a natureza dos dados. No pipeline desenvolvido foram aplicadas boas praticas
de desenvolvimento de software e gerenciamento de projeto, que na pratica sdo registros de
entrada e saida de dados e seus respectivos formatos, reutilizacido de cédigo pelo uso de funcdes
bem definidas e documentacgdo de todas as funcionalidades e como estas se relacionam, visando
aprimoramentos futuros evitando problemas tais como a troca de pesquisadores envolvidos com
a aplicagdo.

E importante dizer que os resultados atingidos nio esgotaram todos os objetivos ini-
cialmente pretendidos com o desenvolvimento desse pipeline. Como perspectivas futuras e
analisando os dados obtidos com o estudo de caso, melhorias em nivel de implementacgao po-
deriam ser aplicadas. Dentre elas, estd a meta de coloca-lo conforme exigido pela Commom
Workflow Language (CWL) (AMSTUTZ et al., 2016), que € uma série de especificacdes para
descri¢do de workflows de andlise de dados visando a portabilidade das plataformas, iniciativa
crescente entre as ciéncias de uso intensivo de dados, como processamento de imagens, fisica,
quimica e bioinformatica. Esse tipo de complementacao coloca a aplicagdo em um nivel mais
acessivel tanto para desenvolvedores como para usudrios, visto que hd uma documentagao
descrita que recebe suporte da comunidade.

Outros aspectos que devem ser melhor avaliados posteriormente sdo referentes as etapas
do processamento. No presente estudo, o pipeline foi desenvolvido a partir de ortélogos ja
previamente identificados e selecionados, ndo havendo preocupacdo com os parametros de
escolha nem com a automatizacdo desse processo. A ideia é futuramente explorar essa etapa na
tentativa de inclui-la na andlise, permitindo que o tinico requisito para o usudrio seja configurar
o caminho do diretério de genomas, caso a automatizacao seja possivel. Importante salientarmos
que no caso em estudo foram utilizados critérios que se mostraram muito conservadores para
a identidade e cobertura definidos no proteinortho, 60% para ambos. Dessa forma, houve a
identificacdo de poucos grupos de ortdlogos (GOs) para os 89 genomas sendo analisados, um

total de 16 GOs.
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A etapa de aquisi¢c@o de dados de ortélogos teve grande impacto nos resultados. Alguns
clados inteiros foram inferidos a partir de somente um gene, enviesando a andlise, ja4 que
diversos ramos acabaram nio sendo classificados corretamente, de acordo com outros estudos
disponiveis na literatura. Assim, estdo em andamento novas andlises de identificagdo de ort6logos,
considerando critérios menos restritivos que, possivelmente, permitirdo a inclusdo de mais genes
na andlise, sendo todos uniformemente distribuidos pelas unidades taxondmicas em estudo.
Todas as inferéncias evolutivas serao refeitas utilizando também esses novos resultados, a fim de
avaliarmos quais os melhores critérios para esse conjunto de dados.

O baixo ntimero de grupos ortélogos identificados, um total de 16 abrangendo no maximo
33% das espécies, se deve ao parametro utilizado para a busca dos clusters, 60% de identidade e
cobertura. E verdadeiro dizer que esses sdo pardmetros bem conservativos, visto que diversos
outros autores utilizam entre 30 e 50% de identidade e cobertura para encontrar sequéncias
homodlogas. Novas estimativas do nimero de GOs, resultantes de analises preliminares com
alteragdes dos parametros acima citados no proteinortho, indicam a presenga de 25 GOs com 60%
de cobertura e 40% de identidade e 40 GOs também com 60% de cobertura e 35% de identidade.
Entretanto, apesar desses resultados preliminares serem positivos, o intuito é encontrar um
nimero ainda maior, pois YOTOKO; BONATTO, SIQUEIRA et al., LO et al., VASCONCELOS
et al., OSHIMA; NISHIDA e outros autores, identificaram 227, 179, 161, 146 e 143 GOs,
respectivamente, analisando um nimero diferente de genomas de micoplasmas.

Além da mudanga de parametros, pretendemos realizar uma extensa revisdo bibliogréafica
a fim de buscar outras ferramentas de identificacdo de ortélogos que possam ser avaliadas,
testadas e comparadas ao proteinortho, em termos de rapidez de anélise e acurdcia dos resultados.
Uma ferramenta promissora € o programa programa OrthoMCL (LI et al., 2003). No entanto, é
conhecido que o tempo de processamento de dados gendomicos com OrthoMCL € superior ao do
proteinortho. Levando em consideracdo que todos os estudos filogendmicos necessitam passar
por essa etapa de andlise, € fundamental que possamos avaliar de maneira adequada as melhores
ferramentas disponiveis e incluir em nosso pipeline aquela com melhor desempenho.

Um ponto crucial para qualquer inferéncia evolutiva é o alinhamento multiplo. Existem
algumas ferramentas descritas na literatura que aplicam filtros nos alinhamentos, como ja comen-
tado anteriormente, sendo que o GUIDANCE (SELA et al., 2015) ¢ uma das que possui melhor
performance e, por essa razdo, foi implementada em nosso pipeline. Por meio dessa ferramenta é
possivel excluirmos regides do alinhamento multiplo que possuam baixa confiabilidade, cujos

sitios ndo apresentem homologia posicional. A exclusdo dessas regides aumenta a confiabilidade
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dos alinhamentos e das posteriores andlises evolutivas. Os resultados de nossas andlises mostram
que o cut-off de 20% foi adequado.

Em relacdo aos métodos de reconstrucao filogenética, pretendemos incluir o método
de distancia em nosso pipeline. Tal método € capaz de analisar muito rapidamente um grande
numero de sequéncias bioldgicas, o que se torna muito interessante quando analisamos muitos
genomas. Em especial, serd importante a inclusido desse método quando estivermos utilizando o
pipeline para andlise de genomas de eucariotos. De fato, no futuro, pretendemos desenvolver
e aprimorar uma ferramenta capaz de lidar de maneira rapida e precisa com esse tipo de dado.
Além dos aprimoramentos citados até aqui, seria interessante a inclusio de ferramentas para
a edicao de arvores filogenéticas, ja que se trata de etapa final e muito importante para que
possamos discutir os principais achados e compartilhar os resultados de maneira grafica com a
comunidade académica.

O método de inferéncia filogenética a ser utilizado deve ser analisado cuidadosamente. A
histéria evolutiva das micoplasmas incluidas no presente estudo foi inferida a partir do método de
madxima verossimilhanca, mas no pipeline desenvolvido também estd implementado o método por
inferéncia bayesiana. A andlise com este método probabilistico alternativo estd em andamento e
seus resultados serdo comparados aos do PhyML para o mesmo conjunto de dados. A divergéncia
ou coeréncia entre esses resultados levard a uma anélise referente a confiabilidade nas relagdes
evolutivas identificadas entre os micro-organismos e permitird a andlise da presenca de politomias
e dos grupos monofiléticos encontrados em ambas arvores, possibilitando uma discussdo mais
ampla acerca dos resultados do trabalho.

Ainda com relagdo a andlise filogenética, seria interessante e informativa a inclusao de
um grupo externo, como Bacillus subtilis, que foi utilizado por GUPTA et al., KAMMINGA et
al. e CITTI et al. No entanto, a escolha de um grupo externo devera ser avaliada com cuidado,
ja que a inclus@o de um grupo muito distantemente relacionado a micoplasmas podera levar a
identificagdo de um ndmero muito pequeno de genes ortélogos presentes em todos as espécies
consideradas. Nesse caso, serd importante considerar para fins de analise filogendmica a inclusdo
de todos os GOs identificados a fim de que ndao percamos sinal filogenético. Esses passos e
estratégias adicionais contribuirdo para a compreensao da histdria evolutiva de micoplasmas.

Nosso estudo de caso foi baseado na anélise e inferéncia evolutiva do relacionamento
entre 89 genomas pertencentes a 83 espécies diferentes de micoplasmas. O fato de serem bactérias
com pequeno tamanho de genoma as torna ideal como conjunto de teste do nosso pipeline inicial.

Além disso, em virtude de haver estudos recentes publicados na literatura demonstrando o
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relacionamento evolutivo entre diferentes espécies de micoplasmas, tivemos a oportunidade de
analisar de forma comparativa os resultados obtidos.

E importante ressaltar que a maioria das filogenias obtidas com o uso do marcador mole-
cular 16S e baseadas em informagdes obtidas em bancos de dados bioldgicos acurados, como o
SILVA (QUAST et al., 2012), ndo utiliza algumas cepas denominadas Candidatus Mycoplasma
spp na andlise. Nesses casos, para fins de comparagc@o com nossos resultados foi necessario utili-
zarmos estudos bem recentes (GUPTA et al., 2018a) e que ndo foram baseados exclusivamente
no tradicional marcador molecular 16S. Isso demonstra também que ainda ha discussdes abertas
na literatura a respeito da classificacao filogenética e taxondmica de micoplasmas e reforca a
necessidade da abordagem aqui desenvolvida, bem como o desenvolvimento de pipelines capazes
de rapidamente analisar a crescente quantidade de dados gendmicos sendo disponibilizados nos
bancos de dados.

Essa analise comparativa de drvores filogenéticas obtidas em diferentes estudos, por
sua vez, € um processo minucioso, principalmente se realizado para muitas OTUs. Alguns
softwares podem ser usados para inferir a similaridade das relagdes obtidas por cada uma das
arvores. O programa Meta-Tree (NYE, 2008), por exemplo, oferece uma estimativa baseada em
distancia simples do tamanho dos ramos entre grupos topologicamente iguais. Futuramente, a
fim de apresentarmos dados qualitativos melhor embasados sobre as drvores, programas como o
Meta-Tree serdo implementados em nosso pipeline a fim de reduzir a possibilidade de erro na
andlise comparativa realizada de maneira manual. Isso levard também a uma reducao no tempo
de anélise.

Ainda sobre os métodos de inferéncia filogenética € muito relevante questionarmos se
sd30 0s mais coerentes para os organismos para os quais se deseja inferir a hipotese evolutiva.
Bactérias do género Mycoplasma, por exemplo, possuem clados bem caracterizados quanto
a ocorréncia de THG e regides de recombinagdo, como ja descrito na fundamentacao tedrica
deste trabalho. O grupo Mycoides, apesar de ser monofilético em todas as arvores obtidas nesse
trabalho, e em demais estudos da literatura, possui conteido génico semelhante a outros géneros,
0 que demonstra ser uma relacdo importante para a patogenicidade desses micro-organismos
(LO et al., 2018).

Entretanto, tais eventos de recombina¢do podem ser um problema para o alinhamento e,
por consequéncia, para todo o seguimento do trabalho. Algumas ferramentas, como as descritas
por BROMBERG et al. e FAN et al. foram desenvolvidas para lidar exatamente com as regioes

recombinantes dos genomas. Importante ressaltarmos que regides recombinantes podem levar a
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conclusdes a respeito do relacionamento evolutivo entre as diferentes espécies que ndo condizem
com sua verdadeira histéria evolutiva. Dessa forma, quando estamos estudando procariotos,
em especial, precisamos estar atentos a avaliacao de eventos de recombinag¢ao que possam ter
ocorrido. Ndo h4 na literatura um estudo filogendmico que utilize essas técnicas de avaliacao de
recombinagdo para micoplasmas. Assim, até o momento, ndo sabemos em detalhe como esses
aspectos afetam a evolucao dessas espécies e o quanto podem levar a confusdes na inferéncia
de suas histdrias evolutivas. Isso configura, por fim, mais um cendrio que também podera ser

explorado em relacdo a evolucdo desses micro-organismos em estudos futuros.
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5 CONCLUSOES

Compreender as relagdes evolutivas entre os organismos revela muito sobre sua ecologia
e adaptacdo, bem como ajuda a entender caracteristicas especificas, como os fatores que levam a
patogenicidade, por exemplo. Desde antes de Charles Darwin, mundialmente conhecido por sua
teoria da evolugdo, buscava-se delinear e levantar hipdteses sobre esses processos. Em relacao
a organismos procarioticos, tais estudos receberam um estimulo muito grande com o advento
de novas técnicas de sequenciamento, que permitiram a disponibilizacdo de uma quantidade
massiva de dados a serem explorados.

Avaliar bactérias do género Mycoplasma, por sua vez, mostra-se relevante devido a uma
série de fatores que dificultam a distin¢do entre elas. Esses organismos, de genoma bem pequeno,
sdo um excelente estudo piloto na implementacio de um pipeline a fim de validi-lo, permitindo
comparar resultados anteriores com os encontrados no estudo em questdo e, consequentemente,
expandindo o conhecimento sobre tais organismos. Sendo assim, o presente estudo caracterizou
evolutivamente o género e resultou em um pipeline a ser utilizado também para outros conjuntos
de dados.

As consideragdes finais desse trabalho estdo alinhadas com os objetivos propostos, a saber
que o desenvolvimento de software seguindo boas praticas de programacao e de gerenciamento
de projeto, juntamente a utiliza¢do de bases cientificas na resolu¢do dos problemas relacionados
a biologia € positivo e auxilia no processo de testes de hipdteses evolutivas, bem como permite a
continuidade dos projetos por diferentes pesquisadores.

A filogendmica, tema norteador das discussdes aqui desenvolvidas, mostrou ser uma
estratégia que carece de padrdes a serem utilizados na automatiza¢do do processo de anélise,
0 que ndo deve ser visto de forma negativa, mas sim como um aspecto a ser explorado no
sentido de desenvolver pipelines que permitam a adaptacao a todos os estagios do processo a
fim de particularizar a andlise para cada conjunto de dados. Dados esses que, quando avaliados
e aprimorados por algoritmos de filtro na etapa de alinhamento, tendem a ter um resultado
positivo sobre a inferéncia filogenética. Entretanto, como observado, € necessario conhecer bem
as sequéncias, o que representam na biologia do organismo e qual seu nivel de conservacao,
identificando a presenga ou auséncia de sinal filogenético ou presenca de muito ruido, por
exemplo.

Nosso estudo também permitiu concluir que a maioria das espécies de micoplasmas sao

posicionadas corretamente nos clados se utilizados poucos clusters. Entretanto, isso se reflete no



56

posicionamento de algumas OTUs, mostrando ser necessario incorporar mais genes ortélogos
na andlise. E interessante ressaltar que muitos dos grupos encontrados nas 4rvores tiveram suas
relacdes mais proximas mantidas.

Por fim, ha uma série de melhorias que podem ser implementadas no fluxo de dados e
inferéncia, médulos a serem desenvolvidos, novas ferramentas para serem testadas e, princi-
palmente, explorar o uso do pipeline em outros organismos, a fim de verificar os resultados e
adaptacdo dos parametros em outros conjuntos de dados. Considerando o atual estado da arte e
as melhorias a serem futuramente incorporadas, a aplicacdo aqui desenvolvida pode contribuir
para o crescimento da drea ao simplificar a sistemdtica da inferéncia evolutiva e possibilitas o
uso por outros pesquisadores que ndo sao tao familiarizados com o desenvolvimento desse tipo

de aplicagao.
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