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RESUMO

O estudo da gendmica utilizando ferramentas de filogendmica tem sido possibilitado devido a
disponibilidade de um grande nimero 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 obtencao de respostas para diversas perguntas bioldgicas 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 responsaveis por doencas em humanos, outros animais e plantas. Uma
importante hipotese evolutiva sobre esse grupo indica que passou por um processo de evolugdo
degenerativa que levou a perda da parede celular. Em 2013, foi realizado um estudo que analisou
as relacdes evolutivas entre 31 especies do género Mycoplasma. Atualmente, mais genomas estao
disponiveis nos bancos de dados bioldgicos publicos e a analise 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 analise filogenémica focado na
analise de genomas bacterianos e a caracterizagcdo 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 automatizacéo de processos
e analises relacionadas a gendmica funcional evolutiva de espécies bacterianas.

Palavras-chave: Gendmica Evolutiva. Filogenémica. 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 bacteriofago X174, 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 publicacéo 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 bioldgicos. Esse avanco impactou diretamente e de forma positiva a préatica
clinica, permitindo avancos importantes na area de medicina personalizada (CROWGEY, 2016)
junto a bioinformatica translacional (TENENBAUM, 2016).

Entretanto, o crescimento das bases de dados caracteriza um desafio para a analise dessas
informacdes, demandando técnicas computacionais que considerem o significado biologico
intrinseco dos fragmentos depositados. Para tanto, sdo desenvolvidas ferramentas de montagem
de genomas, anotacao funcional de genes, identificacdo de similaridades, analises comparativas
e evolutivas. A andlise evolutiva, por sua vez, possui grande relevancia no entendimento da
gendmica evolutiva, que leva em consideracdo as diferencas genéticas entre 0s organismos,
permitindo identificar e descrever os processos de transferéncia horizontal génica, duplicacéo,
existéncia de elementos méveis (BROWN, 2002a), ancestralidade, funcédo e compreensao dos
processos que moldam a evolugéo dos organismos (MARTINEZ-URTAZA et al., 2017).

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

LIN, 2015). Essa analise considera diversas caracteristicas, entre elas estdo a historia evolutiva
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do organismo, as taxas de substituicdo (BROWN, 2002b), informacges sobre sitios conservados
(LAING etal., 2017), identificacdo de regides repetidas (ZAHA et al., 2014; LEl 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 funcdes
sofreram alteragdes no decorrer do tempo.

De modo complementar, a filogendmica atua sobre o estudo de genomas, considerando,
assim, um maior numero 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 bioldgicos (SALEMI et al., 2009), presenca de polimorfismos de nucleotideo
unico (SNP, do inglés Single Nucleotide Polymorphism) (LAING et al., 2017) e o numero de
genes resultante da identificacdo de ort6logos sdo variantes adicionais importantes utilizadas
para descrever a historia evolutiva do organismo. A evolugdo do Candidatus Hepatoplasma
crinochetorum, por exemplo, foi inferida a partir de 127 genes da classe Mollicutes, identificando
H. chinochetorun como um ramo irméo do clado Hominis de Mycoplasma (LECLERCQ et al.,
2014). Evidéncias como essa e outras séo relevantes para o diagnostico de agentes patogénicos,
classificacdo dos organismos (MAKIMURA et al., 1999), conhecimento dos componentes
minimos necessarios a sobrevivéncia sob longos periodos de selecdo natural e no rastreamento
de eventos de transferéncia génica (L1U et al., 2012).

A gendmica evolutiva pode contribuir também para a identificacdo de padrfes evolutivos,
0 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¢fes (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
interacdo com diversos dominios cientificos aumenta o grau de complexidade das analises e
exige um nivel de automacéao cada vez maior, sem perda de desempenho e acuracia.

Por essa razao, é crescente o estudo de pipelines em bioinformatica com énfase em confi-
guracdo e padronizacdo de software (LEIPZIG, 2017), com o propésito principal de estabelecer
parametros no desenvolvimento que propiciem a disseminac&o 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 analise.
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1.1 MICOPLASMAS

Micoplasmas, pertencentes a classe Mollicutes e ordem Mycoplasmatales, séo 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 aminoacidos (HIMMELREICH
et al., 1996). Foram relatadas 160 espécies diferentes do género (MAY et al., 2014), as quais
possuem 0s 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 intercambiavel para falar
da classe; no presente estudo, o termo micoplasma sera relacionado somente ao género dessas
bactérias.

A primeira espécie identificada como agente patogénico em humanos foi Mycoplasma
pneumoniae, causadora de doengas no trato respiratdrio inferior e superior. Mycoplasma ge-
nitalium (LJUBIN-STERNAK; MESTROVIC, 2014) e Mycoplasma penetrans (SASAKI et
al., 2002) também s&o causadoras de infec¢Oes, j& Mycoplasma fermentans e Mycoplasma
hominis, por exemplo, foram encontradas somente em quadros clinicos pré-estabelecidos, sendo
consideradas parasitas oportunistas, bem como outras espéecies do género. Apesar da associacao
de micoplasmas com algumas doencas ainda ndo ser muito clara, é possivel afirmar que ha
uma relacdo 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 respiratorio e urogenital, glandulas mamarias, 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
coinfec¢Oes afetando o Sistema Nervoso Central (TSIODRAS et al., 2005). Dentre os fatores
de viruléncia das micoplasmas estdo a liberacdo de toxinas responsaveis pela sindrome do

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

A primeira hipotese evolutiva, proposta por Morowitz e Wallace (MOROWITZ; WAL-
LACE, 1973), é de que micoplasmas sdo 0s 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, 0 grupo passou por um processo de evolucao
degenerativa, confirmado por filogenia de RNA ribossomal (rRNA) (WOESE et al., 1980). A
hipotese 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
diminuigdo de seu genoma e perda de parede celular. Atualmente, micoplasmas séo considerados
0S menores e mais simples organismos capazes de autorreplicacdo (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, 0s 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) é 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 hidrélise de ureia. O género € dividido em trés grupos internos: Hominis, Pneumoniae
e Mycoides (BROWN, 2010), sendo o tltimo mais proximamente relacionado a Mesoplasma e
Entemoplasma. Micoplasmas do grupo mycoides possuem uma historia evolutiva diferente dos
outros dois clados, pois seriam originarios de um ancestral associado a insetos e se tornaram fe-
notipicamente semelhante a outras linhagens de Mycoplasma por meio de eventos independentes,

por evolugdo 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 é referente a solugdo tampao. Fonte: modificado de MAY et al., 2014.

Estudos de gendbmica 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 repeticdes é importante considerando
0 processo evolutivo do género que, mesmo sob pressdo para reducdo do genoma, conservou
esses "reservatorios evolutivos"(CATTANI, 2016), os quais muito provavelmente estariam sob
pressdo 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 codigo genético universal. Esses organismos utilizam, portanto, UAA e UAG
para terminacdo (RAZIN et al., 1998). Essa mudanca se da pela presséo sobre o processo de
tradugdo com uso preferencial de codons (MUTO; OSAWA, 1987), mantendo regibes génicas
conservadas com conteldo G-C maior e apresentando regifes intergénicas ricas em A-T, podendo
chegar a 90% de adenina e timina (RAZIN et al., 1998), principalmente porque a composic¢ao
das trincas pode exibir até 93% de A-T na terceira posi¢cdo em Mycoplasma capricolum (SHARP
et al., 1993), por exemplo.

Os genomas de varias espécies de micoplasmas foram sequenciados nos Gltimos 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
depdsitos, estdo diversas cepas patogénicas, como as espécies mais importantes identificadas
no sistema respiratério 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 esta associada a poliserosite e artrite. Ja M. flocculare ndo causa
doenca no hospedeiro e esta restrita ao trato respiratério (FRIIS; FEENSTRA, 1994; KOBISCH,;
FRIIS, 1996).

Siqueira et al. realizaram o sequenciamento de M. flocculare e M. hyopneumoniae 7422
(SIQUEIRA et al., 2013), a analise evolutiva desses genomas e outras 29 espécies de micoplasmas
(Figura 2), por meio de métodos de analise 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 e 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 filogendmica de
179 genes.
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Arvore filogendmica de micoplasmas obtida com base na anélise de 179 genes, utilizando o método da super-matriz,

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

Em 2018, ALVAREZ-PONCE et al. utilizaram ARN (acido 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 alcangado seu objetivo em
relacdo a M. agassizii, é interessante observarmos que aproximadamente 30 ramos da arvore
ndo possuiram suporte estatistico acima de 50, 0 que € baixo. Portanto, podemos dizer que a
arvore filogenética obtida possui uma resolucéo ruim, ndo conferindo confiabilidade ao resultado
e impedindo inferéncias sobre as relacdes 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 nao é capaz de distinguir internamente 0s 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 — Histdria 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 maxima verossimilhanca com 1000 replicatas. As unidades taxondmicas em negrito estdo depositadas em
bancos publicos. Somente clados com bootstrap superior a 50 tém 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 relagbes 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 0s grupos Hominis e
Pneumoniae formam duas novas familias. Essas investigacdes levaram em consideracéo aspectos
moleculares robustos (mais de 100 delecdes e inser¢es conservadas e 14 proteinas de assinatura
conservadas) e a nova classificacdo 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 bioldgicos publicos, enriquecendo o conhecimento sobre
0s aspectos evolutivos dos organismos. A compreensdo dos aspectos funcionais e evolutivos
relevantes na interacdo patdgeno-hospedeiro, bem como a identificacdo do padréo evolutivo
de espécies patogénicas e ndo patogénicas, processo esse que ainda ndo esta muito delineado
(apesar da clara importancia da THG na patogenicidade), permanecem entre 0s objetivos mais

intrigantes na biologia evolutiva.
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Figura 4 — Historia evolutiva de micoplasmas do filo Tenericutes - Grupos Pneumoniae, Spiro-
plasma e Acholeplasma

Clade I =
%o
3B

CladeIl | £ 5
s B

Clade IIT o,

Candidaus Hepaloplasma crinochetorim Av }
- %ycoplasma ovis sir. Michigan
ycoplasma wenyonii str. Massachusells
Candidatus Mycoplasma haemolamae str. Puroue
Candidalus Mycoplasma haemominutum Birmingham 1 | He€mMo-
Mycoplasma parvum Indiana
plasmas

= A?f')/coplasma suis str. Ihinois
Candidatus Mycoplasma haemobos INIFAPO1

= Mycoplasma haemocanis str. Iinois
=\ Mycoplasma haemofelis Ohio2
e AT CSoe
fycoplasma aNi
Mycoplasma tesiudinis ATCC 43269 Mycoplasma
lycoplasma gallisepticum :
=t Mycoplasma imitans ATCC 51306 pneumontae
Mycoplasma genitafium G37 subclade
Mycoplasma pneumoniae FH
Mycoplasma iowae 695
Mycoplasma penetrans HF-2
anadicatus Mycoplasma girerdii VCU M7
8reap}asma gamgemla’zzén} él Es:ﬁc 51252
reaplasma aversum
Ureaplasma parvum serovar 3 str. ATCC 27815 Ur eaplma
=1 Ureaplasma urealyticum sevovar 8 str. ATCC 27618
Spvroplasma citri RB-A2
piroplasma melliferum KC3
Spiroplasma kunkelii CR2-3x
Spiroplasma poulsonii MSRO
Spiroplasma syrphidicola EA-1
Spiroplasma chrysopicola DF -1
Spiroplasma eriocheins DSM 21848
=\ Spiroplasma mirum ATCC 29335
=! Spiroplasma atrichopogonis GNAT3597
Spiroplasma dminutum CUAS -1
pircplasma cantharicola CC-1
Spiroplasma taiwanense CT-1
piroplasma apis 831
Spiroplasma helicoides TABS-2
Spiroplasma culicicola AES-1
Spirgplasma turonicum sirainTab4c
Spiroplasma litorale TN-1
Spiroplasma sabaudense Ar-1343
Entomaplasma lucivorax ATCC 49796
Entomoplasma fuminosum ATCC 49795
Entomoplasma somnifux ATCC 497
~r Mesoplasma seiffertii ATCC 49495
Mesoplasma syrphidae ATCC 51578
Acholeplasma multilocale ATCC 49900
Mesoplasma photuns ATCC 49587
«1 Mesoplasma florum L1
~{ Mesoplasma grammoplerae ATCC 49580
Erfomoplasma melaleucae ATCC 49797
Mesoplasma chauliocola ATCC 49578
lxycoplasma yealsii GM2748 Myco plas'na
Mycoplasma ;Jutrefaciens K%1584 ; ide
coplasma fenruminaloris
lv)/ coplasma mycoices SC PG 1 mycorses
Aécoplasma leachii PG50 cluster

dnous ,,seuownau,,

dnous , ewsejdoaids,,

“! Mycoplasma capricolum ATCC
Acholeplasma brassicae O502
Acholeplasma modicum ATCC 29702 1
Acholeplasma axanthum ATCC 25176
Acholeplasma granularum ATCC 7197168
Acholeplasma Taidlaw i PG-8A
Acholeplasma oculi ATCC 27350
Acholeplasma hippikon ATCC 29725
Acholeplasma equifetale ATCC 29724
Acholeplasma paimae J233
=1 Onion yellovs phy{oplasma
-} Chrysanthemum yellows phytoplasma
_[ 1 Asteryelions witches-broom phytoplasma
“\ Wheal blue awarf phytoplasma
Candidatus Pip'/roplasma solani 284-09
Canaicatus Phytoplasma australiense
Candidatus Phgloplasma mali strain AT
Candicatus Phytoplasma phoenicium SA213
Candidatus Phytoplasma oryzae
- — Candidalus P hytoplasma aurantifolia WB0L
Peanut witches-broom pngloplasma
-1 Poinseltia branch-inaducing phytoplasma
Candidatus P hytoplasma pruni CX
=\ ltalian clover phyfiody ptyioplasma
-\ Milkweed yellow s phyloplasma
=1 Vaccinium wiches-broom phyloplasma J
—— Haloplasma conlractile SSD-178

- Clostricloides difficile 630
‘L—‘:: Selenomonas noxia ATCC 43541

dnous , ewseidajoyoy,,

Bacilus pumifus SH-178
h Listeria innocua Clip11262

—
2



20

Arvore filogenética do filo Tenericutes inferida por méxima verossimilhanga com base em 63 proteinas conservadas
do filo Firmicutes - PhyEco (WANG; WU). Arvores preliminares de maxima verossimilhanca 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

Arvore filogenética do filo Tenericutes inferida por maxima verossimilhanca baseada em 63 proteinas conservadas
marcadores do filo Firmicutes - PhyEco WANG; WU. Arvores preliminares de méaxima verossimilhanga foram
construidas usando FastTree2 (PRICE et al., 2010) e, subsequentemente, submetidas a0 RAXML com uso do modelo

evolutivo LG (LE; GASCUEL, 2008). Suporte calculado por SH (GUINDON et al., 2010). Adaptado de Gupta et
al., 2018.
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1.2 METODOS UTILIZADOS EM FILOGENETICA E FILOGENOMICA

A maioria das aplica¢Bes na area de evolugdo se baseiam em métodos estatisticos para
solucdes relacionadas a reconstrucdo filogenética, inferéncia de modelos evolutivos e avaliacdo
de alinhamentos. Os problemas estatisticos encontrados séo, frequentemente, pouco padroni-
zados, porgue os modelos geralmente envolvem processos estocasticos ao longo das unidades
taxondmicas operacionais (OTU, do inglés Operational Taxonomic Unit) de uma arvore (NIEL-
SEN, 2006). Os métodos tambem 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 séo melhor explorados na se¢éo 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 relacédo 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 0s genes e
proteinas homalogas e ortdlogas entre as sequéncias, utilizando-os para a construcao do ali-
nhamento multiplo e possui duas abordagens: (i) construcdo da supermatriz (FELSENSTEIN;
FELENSTEIN, 2004) e (ii) da superarvore (RAGAN, 1992). O segundo explora caracteristicas
intrinsecas aos genomas, buscando estabelecer comparativos entre 0s mecanismos por meio
dos quais 0s genomas evoluem: contetdo génico, sintenia, presenca de oligonucleotideos e sua
estrutura nos genomas. No presente estudo sera utilizada a abordagem baseada em sequéncias

utilizando o método de supermatriz.

1.2.1 Reconstrucao Filogenética

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

caracteres mas ndo baseada em modelo de evolugdo (Maxima Parcimonia [MP]), classificacdo
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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 é capaz de analisar enormes quantidades de dados de maneira muito rapida para inferir a
relacdo entre todos os taxons, considerando para o célculo de distancia os alinhamentos em
pares de sequéncias. Esse método pode utilizar diferentes modelos evolutivos para o célculo da
divergéncia genetica entre as segéncias, tais como a "distancia p", que considera 0 nimero de

diferencas entre duas sequéncias em relagdo ao nimero total de sitios no alinhamento mdltiplo.

Figura 6 — Classificacdo dos métodos de analise filogenética.

Classificacdo 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 é construir uma arvore que represente
as distancias entre as sequéncias a partir da matriz calculada. Os principais algoritmos de
clusterizacdo 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 arvores gque se assemelham com as construidas com o uso de métodos baseados
em caracteres (PEVSNER, 2015). Ademais, mostra-se eficiente para clusterizacdo de dados de
microarray, por exemplo (SALEMI et al., 2009).

No método de MP, o critério para encontrar a melhor arvore é 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 parciménia. Assumindo que todos os sitios sdo
independentes, a maior parte dos modelos estatisticos de substituicdo ndo sao aplicaveis, por
essa razdo € um método ndo baseado em modelos evolutivos. Como consequéncia, 0 método
de MP apresenta algumas limitacGes e desvantagens, como a subestimacédo da divergéncia
evolutiva entre as sequéncias, ndo sendo, portanto, muito utilizado para reconstrucao 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 s@o probabilisticos e baseados na analise de maxima veros-
similhanca, frequentemente usada para estimar pardmetros de um modelo estatistico, dadas
algumas obervacdes. E utilizada quando n&o ha conhecimento sobre os pardmetros 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 arvore
filogenética, por exemplo. E necessaria a determinacéo da distribuicdo, dentre todas aquelas
definidas pelos possiveis valores de seus parametros, com maior possibilidade de ter gerado 0s
dados. Ou seja, desejamos obter uma estimativa dos valores dos parametros desconhecidos e
para resolver tal problema de estimac&o, precisamos detectar aqueles que maximizem a fungéo
de verossimilhanca.

O método de ML (FELSENSTEIN, 1981) permite a aplicacdo de modelos evolutivos.
Assim, sdo realizados calculos probabilisticos para cada sitio, que levam a um produtério (Q)
que €, posteriormente, transformado em um somatério (P ) por meio do uso de logaritmos. E
utilizado o logaritmo natural da funcéo de verossimilhanga (In L) porque maximizar o logaritmo
natural de uma funcéo é, em geral, mais simples e leva aos mesmos resultados da maximizagdo
da funcdo original. O objetivo é identificar a arvore que melhor representa os dados em estudo e
possui, portanto, 0 maior logaritmo natural. As vantagens do método de maxima verossimilhanca
sdo o uso de modelos evolutivos para sitios e ramos, trazendo melhores solucdes no caso de
analises com sequéncias de taxons divergentes entre si.

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

optando-se por uma analise mais conservadora a partir do uso das distribui¢bes de probabilidade
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mais usuais. Esse cuidado é necessario porque a introducdo de parametros pode levar a uma
distribuicdo posterior enviesada. Um dos softwares mais conhecidos e utilizados que implementa
essa técnica é o MrBayes (RONQUIST; HUELSENBECK, 2003), que utiliza Cadeias de Markov
e 0 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
analise de hemoglobinas, propuseram que ha uma taxa constante de alteracdo em todas as
sequéncias codificantes de um mesmo gene em diferentes espécies. Puderam constatar, por
meio de evidéncias fdsseis, que a divergéncia da sequéncia € linear em relacdo ao tempo de
diferenciacdo 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 relagdo 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, ha quanto tempo elas divergiram,
qual a taxa de mutagdo de cada sequéncia e, por fim, permitiu uma construcdo 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. J& no modelo de Kimura (KIMURA, 1980), ha distincdo entre as
probabilidades de transversao e transi¢cdo. Visando permitir a variagao 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 varidveis. Para lidar com o conteudo GC bem divergente entre genomas, o modelo
T92 (TAMURA, 1992) estendeu 0 modelo de Kimura dois parametros (K2P) e tornou mais
ajustadas as taxas de substituicdo. Dentre estes e muitos outros modelos (ZHARKIKH, 1994;
KIMURA, 1981; POSADA, 2003), o mais complexo € o0 GTR (general time-reversible) (TA-
VARE, 1986), que considera taxas e frequéncias de bases desiguais. Adicionalmente, foram
desenvolvidos modelos evolutivos para analises baseadas em aminoécidos, os quais tendem a ser
mais conservadores.

Dada a diversidade de matrizes de substituicdo, é importante ressaltar que a escolha
do modelo a ser utilizado pode ter grande impacto na analise filogenética. Alguns softwares
como JModelTest (POSADA, 2008) e ProtTest (ABASCAL et al., 2005) ajudam a eliminar essa



25

inseguranca relacionada a escolha, pois realizam testes estatisticos comparativos dos modelos
indicando qual é o mais adequado para os dados em analise. 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 interpretacdo, 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 representacédo
do padrao evolutivo do gene. As analises assumem que 0 modelo escolhido é 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
etal., 2005). Isso se da, principalmente, porque 0s modelos s&o 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 interacdes fisico-
quimicas entre sitios vizinhos ou a estrutura proteica interferem em como 0s outros sitios sdo
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 0 processo
natural de diferentes pressdes evolutivas sobre diferentes por¢es do genoma, contribuindo
para aumentar a confiabilidade ao aproximar a simulacdo dos eventos reais. Essa abordagem se
mostra muito relevante em analises filogendmicas, ja que os ortologos estdo sob diferentes taxas
evolutivas e possuem caracteristicas heterogéneas entre si.

Em conjuntos de dados muito grandes, cenario 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 programagéo com
bibliotecas para tais a¢cbes. Como descrito por LEIPZIG, o processo de transformacéo dos dados
em bioinformatica é usualmente constituido de muitos passos que estdo, geralmente, poucos
integrados, e que quando colocados em forma de pipelines, carecem de recursos de paralelizag&o,
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 analise. Ja
existem iniciativas que visam mitigar esses problemas (AMSTUTZ et al., 2016), principalmente

por meio de pipelines utilizaveis em diferentes plataformas, tornando-os escalaveis, modificaveis
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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 computacao no processamento de dados bioldgicos € funda-
mentalmente norteado por questdes bioldgicas, bioquimicas, funcionais, evolutivas, entre outras.
A diversidade de solucgbes, portanto, é essencial e gera ferramentas em igual proporcao para
responder eficientemente cada uma dessas perguntas. Aplicacdes na filogendmica, por exemplo,
compreendem, no minimo, trés areas: predicdo de funcdo génica (BROWN; SJOLANDER,
2006), compreensdo de eventos de THG (WHITAKER et al., 2009) e inferéncia de relagdes
evolutivas.

Apesar de todos os programas se basearem em modelos e testes estatisticos para ana-
lise filogenética, sdo construidos com diferentes abordagens para o processamento dos dados.
Algumas ferramentas de filogendmica, discutidas abaixo, recebem énfase na interface gréfica,
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; ZDOBNOQV, 2010), contribuem para a grande diversidade de ferramentas disponiveis
para reconstrucéo filogenética.

Os primeiros softwares de evolugdo 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 parciménia, maxima verossimilhanca e diferentes algoritmos de reconstrucao
de arvores. Possuem, entretanto, limitacdes quanto & escalabilidade. Com o aprimoramento
desses algoritmos, é possivel um rapido processamento e escalabilidade para analise de dados
produzidos em massa, levando ao desenvolvimento de ferramentas mais robustas.

Em 2004, a linguagem de programacao e também ambiente de desenvolvimento R (GEN-
TLEMAN, 2008) recebeu a biblioteca APE (PARADIS et al., 2004). Em Bioinformatica, o R é
amplamente utilizado na analise de expressao génica e tem como objetivo geral realizar analises
estatisticas, possuindo, portanto, uma vantagem para a reconstrucéo filogenética, que é funda-
mentalmente baseada em métodos estatisticos. 1sso torna necessario apenas o desenvolvimento
de bibliotecas para evolugdo 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, aléem das
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funcbes padrdes de analise filogenética, opcles interessantes e que ndo estdo presentes em outras
aplicacdes, como a busca e download de sequéncias diretamente do NCBI. Esse programa possuli
uma abordagem mais integrativa, justificada na adog¢ao do uso para filoinformatica (CRACRAFT,
2002), e possibilita a analise de diversidade, filogenia, biogeografia e classificagdo. A ferramenta
Dendropy (SUKUMARAN; HOLDER, 2010), para python (ROSSUM et al., 2007), também
busca essa abordagem, oferecendo mais op¢oes de simulacdo para genética de populagdes.

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 mddulos desenvolvidos pela comunidade, contribuindo para a integridade das
analises e estabelecendo um software flexivel (mas ndo exaustivo em métodos).

Em razdo da necessidade de automatizacao, aplicacdes 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 aplicacdo permite a simulacéo de dados por meio de um compilado de
ferramentas para diversos fins, tais como a filtragem de alinhamentos, edicdo de nomes e remoc¢éo
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) é considerado um dos mais completos, pois realiza a maior parte das analises filogenéticas
e filogendmicas e permite que o usuario configure seu préprio pipeline com mais de 12 opgbes
de ferramentas, tais como, de anélise de modelo evolutivo, construcdo de arvores e analise de
selecdo positiva, gerando, inclusive, imagens resultantes dos processos de analise. ETE3 auxilia
também na analise 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 evolugdo 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 reconstrucdo de forma mais eficiente, teoricamente tornando
desnecessario o uso de outras ferramentas. Entretanto, € importante observar que as aplicacfes
em R e python ainda carecem de métodos para preparacdo como trimming, selecdo e controle de
qualidade, por meio de estatisticas, na etapa de alinhamento, por exemplo.

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

temente alvo de estudos de otimizacao de algoritmos, que resultam em ferramentas diversas



28

de alinhamento. Além disso, considerando o uso de genomas de bactérias (ricos em regibes de
recombinacdo e elementos mdveis) ou o0 uso de genomas maiores, como 0s de eucariotos, a
complexidade do alinhamento aumenta exponencialmente. Recentemente, 0 uso do core genome
em estudos evolutivos se mostrou uma forma de contornar e desconsiderar essa plasticidade
genémica (TALEVICH et al., 2012), tornando o processo mais escalavel.

Visando esclarecer a capacidade de obtencéo de informacéo 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
0 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
0 uso de SNPs para reconstrucdo filogenética € um método alternativo e deve ser utilizado apenas
quando ndo ha recursos computacionais suficientes. Outra desvantagem da analise baseada em
SNPs é a necessidade de utilizacdo 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 conteudo teorico e ha ainda escassa aplicacdo comercial da gendmica evolutiva.
O desenvolvimento de scripts préprios do grupo de pesquisa, por sua vez, permite o rastreamento
completo de transformacédo da informacao, preservando a integridade dos dados, evitando a
insercdo 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 identificacdo de ortélogos em linhagens muito antigas e trabalhos com organismos ndo
modelo (GRANT; KATZ, 2014), entre outros exemplos, exigem o desenvolvimento de modulos
especificos que melhor lidem com o conjunto de dados (SMITH et al., 2009). Entretanto, esses
scripts, chamados inhouse, muitas vezes apresentam redundancia de codigo, escassez de testes
(DARRIBA et al., 2018), pouca documentagéo do fluxo da informacéo e auséncia de controle de
versionamento (LEIPZIG, 2017) e carecem, principalmente, de automatizacao.

Ferramentas de aprimoramento da analise 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 resolucdo (ROKAS et al., 2003). Entretanto, tais aplicagdes de
inspecao complicam o processo de automatizagdo, pois o critério de decisdo sobre os parametros,
por exemplo, € arbitrario e, até entdo, ndo replicavel para qualquer conjunto de sequéncias
em estudo. Esses fatos justificam a incompleta automatizagdo e microgerenciamento, em nivel
de processo, exigidos pela analise 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 o0 uso de ferramentas de analise
filogenémica para a construcdo 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 automatizacdo, controle de qualidade e que

levando em consideracao aspectos evolutivos para a escolha das ferramentas a serem integradas.



30
2 OBJETIVO

Anélise de aspectos evolutivos dos genomas de bactérias do género Mycoplasma por meio
de métodos tedrico-computacionais e desenvolvimento de um pipeline de analise filogenémica
focado na analise de genomas bacterianos, tendo como estudo de caso as bactérias do género

Mycoplasma.

2.1 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analise Filogendmica de bactérias do género Mycoplasma.

2. Desenvolvimento de um pipeline focado na analise 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 programagao.

4. Aplicacdo de cut-offs descritos na literatura para automatizacéo do processo de anélise

sem perda de informacéo biologicamente relevante.

5. Validacdo e comparacéo dos resultados do pipeline com estudos recentes publicados na

literatura.
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4 DISCUSSAO

O trabalho aqui desenvolvido envolve diferentes areas do conhecimento, tais como
genética, evolucdo molecular, estatistica, métodos em computacgéo e programacédo, demonstrando
assim a importéncia da interdisciplinaridade para a resolucdo de problemas em biologia. A
complexidade dos sistemas bioldgicos requer que utilizemos estratégias sofisticadas para a
andlise de dados e incentiva o desenvolvimento de novos algoritmos, bem como novas hipdteses
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, reutilizacdo de codigo pelo uso de funcbes
bem definidas e documentacdo de todas as funcionalidades e como estas se relacionam, visando
aprimoramentos futuros evitando problemas tais como a troca de pesquisadores envolvidos com
a aplicacéo.

E importante dizer que os resultados atingidos ndo 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 implementacao po-
deriam ser aplicadas. Dentre elas, estd a meta de coloca-lo conforme exigido pela Commom
Workflow Language (CWL) (AMSTUTZ et al., 2016), que é uma série de especificacdes para
descricdo de workflows de anélise 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 usuarios, visto que ha uma documentagéo
descrita que recebe suporte da comunidade.

Outros aspectos que devem ser melhor avaliados posteriormente séo 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 0s parametros de
escolha nem com a automatizagdo desse processo. A ideia é futuramente explorar essa etapa na
tentativa de inclui-la na analise, permitindo que o Unico requisito para o usuario seja configurar
0 caminho do diretorio 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 ortélogos (GOs) para os 89 genomas sendo analisados, um
total de 16 GOs.
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A etapa de aquisicdo de dados de ortélogos teve grande impacto nos resultados. Alguns
clados inteiros foram inferidos a partir de somente um gene, enviesando a analise, ja que
diversos ramos acabaram nao sendo classificados corretamente, de acordo com outros estudos
disponiveis na literatura. Assim, estdo em andamento novas analises de identificacdo de ortélogos,
considerando critérios menos restritivos que, possivelmente, permitirdo a inclusdo de mais genes
na analise, sendo todos uniformemente distribuidos pelas unidades taxonémicas em estudo.
Todas as inferéncias evolutivas serdo refeitas utilizando também esses novos resultados, a fim de
avaliarmos quais os melhores critérios para esse conjunto de dados.

O baixo numero 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 parametros bem conservativos, visto que diversos
outros autores utilizam entre 30 e 50% de identidade e cobertura para encontrar sequéncias
homadlogas. Novas estimativas do nimero de GOs, resultantes de analises preliminares com
alteracdes dos parametros acima citados no proteinortho, indicam a presenca 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
namero 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 numero diferente de genomas de micoplasmas.

Além da mudanca de pardmetros, pretendemos realizar uma extensa reviséo bibliogréfica
a fim de buscar outras ferramentas de identificacdo de ortélogos que possam ser avaliadas,
testadas e comparadas ao proteinortho, em termos de rapidez de analise e acuracia dos resultados.
Uma ferramenta promissora € o programa programa OrthoMCL (L1 et al., 2003). No entanto, é
conhecido que o tempo de processamento de dados gendémicos com OrthoMCL é superior ao do
proteinortho. Levando em consideracao que todos os estudos filogendémicos necessitam passar
por essa etapa de analise, é 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 maltiplo. Existem
algumas ferramentas descritas na literatura que aplicam filtros nos alinhamentos, como ja comen-
tado anteriormente, sendo que o GUIDANCE (SELA et al., 2015) é uma das que possui melhor
performance e, por essa razdo, foi implementada em nosso pipeline. Por meio dessa ferramenta é
possivel excluirmos regies 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 analises evolutivas. Os resultados de nossas analises mostram
que o cut-off de 20% foi adequado.

Em relacdo aos métodos de reconstrucéo filogenética, pretendemos incluir o método
de distancia em nosso pipeline. Tal método é capaz de analisar muito rapidamente um grande
numero de sequéncias bioldgicas, o que se torna muito interessante quando analisamos muitos
genomas. Em especial, sera importante a incluséo desse método quando estivermos utilizando o
pipeline para analise 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 incluséo de ferramentas para
a edicdo 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
historia evolutiva das micoplasmas incluidas no presente estudo foi inferida a partir do método de
maxima verossimilhanca, mas no pipeline desenvolvido também esta implementado o método por
inferéncia bayesiana. A analise com este método probabilistico alternativo esta em andamento e
seus resultados serdo comparados aos do PhyML para 0 mesmo conjunto de dados. A divergéncia
ou coeréncia entre esses resultados levara a uma analise referente a confiabilidade nas relacfes
evolutivas identificadas entre 0s micro-organismos e permitird a analise da presenca de politomias
e dos grupos monofiléticos encontrados em ambas arvores, possibilitando uma discussdo mais
ampla acerca dos resultados do trabalho.

Ainda com relacdo 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 inclusdo de um grupo muito distantemente relacionado a micoplasmas podera levar a
identificacdo de um nimero muito pequeno de genes ortélogos presentes em todos as espécies
consideradas. Nesse caso, sera importante considerar para fins de andlise filogenémica a inclusdo
de todos os GOs identificados a fim de que ndo percamos sinal filogenético. Esses passos e
estratégias adicionais contribuirdo para a compreensdo da histdria evolutiva de micoplasmas.

Nosso estudo de caso foi baseado na analise 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 informacdes obtidas em bancos de dados bioldgicos acurados, como o
SILVA (QUAST et al., 2012), ndo utiliza algumas cepas denominadas Candidatus Mycoplasma
spp na analise. Nesses casos, para fins de comparagdo 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 discussfes abertas
na literatura a respeito da classificacao filogenética e taxonémica de micoplasmas e reforga a
necessidade da abordagem aqui desenvolvida, bem como o desenvolvimento de pipelines capazes
de rapidamente analisar a crescente quantidade de dados gendémicos sendo disponibilizados nos
bancos de dados.

Essa andlise comparativa de arvores 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 arvores, programas como o
Meta-Tree serdo implementados em nosso pipeline a fim de reduzir a possibilidade de erro na
analise comparativa realizada de maneira manual. 1sso levara também a uma reducdo no tempo
de analise.

Ainda sobre os métodos de inferéncia filogenética é muito relevante questionarmos se
s80 0S mais coerentes para 0s organismos para o0s 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 recombinacao, como ja descrito na fundamentacgéo 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
(LOetal., 2018).

Entretanto, tais eventos de recombinacado 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 regides

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 historia evolutiva. Dessa forma, quando estamos estudando procariotos,
em especial, precisamos estar atentos a avaliacao de eventos de recombinacao que possam ter
ocorrido. Nao hé na literatura um estudo filogendmico que utilize essas técnicas de avaliagdo de
recombinacdo para micoplasmas. Assim, até 0 momento, ndo sabemos em detalhe como esses
aspectos afetam a evolucao dessas espécies e o quanto podem levar a confusdes na inferéncia
de suas historias evolutivas. Isso configura, por fim, mais um cenario que também podera ser

explorado em relacdo a evolucgdo 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 evolucdo, buscava-se delinear e levantar hipoteses sobre esses processos. Em relacédo
a organismos procaridticos, 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¢&o entre elas. Esses organismos, de genoma bem pequeno,
sdo um excelente estudo piloto na implementacdo de um pipeline a fim de valida-lo, permitindo
comparar resultados anteriores com o0s 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 consideracdes finais desse trabalho estdo alinhadas com os objetivos propostos, a saber
que o desenvolvimento de software seguindo boas préaticas de programacao e de gerenciamento
de projeto, juntamente a utilizacdo de bases cientificas na resolucao dos problemas relacionados
a biologia é positivo e auxilia no processo de testes de hipoteses evolutivas, bem como permite a
continuidade dos projetos por diferentes pesquisadores.

A filogenémica, tema norteador das discussfes aqui desenvolvidas, mostrou ser uma
estratégia que carece de padrdes a serem utilizados na automatizacdo do processo de analise,
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 adaptagdo a todos os estagios do processo a
fim de particularizar a analise 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, é necessario conhecer bem
as sequéncias, o que representam na biologia do organismo e qual seu nivel de conservacgéo,
identificando a presenca ou auséncia de sinal filogenético ou presenca de muito ruido, por
exemplo.

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

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 analise. E interessante ressaltar que muitos dos grupos encontrados nas arvores tiveram suas
relagcBes mais proximas mantidas.

Por fim, ha uma série de melhorias que podem ser implementadas no fluxo de dados e
inferéncia, mddulos 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
adaptacéo 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 area ao simplificar a sistematica da inferéncia evolutiva e possibilitas o
uso por outros pesquisadores que nao sdo tao familiarizados com o desenvolvimento desse tipo

de aplicacéo.
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