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Resumo

Acanthamoeba polyphaga Mimivirus (APMV) foi descoberto em 2004, negligenciado
por décadas como um parasito obrigatério do seu hospedeiro, a ameba
Acanthamoeba polyphaga. APMV é um virus gigante, maior que pequenas bactérias,
com um genoma de 1,2 megabases (Mb) de comprimento, contendo seis tRNAs, uma
caracteristica exepcional na entdo conhecida virosfera. A posterior descoberta de um
virus infectando APMV levou a uma mudanca de paradigma na microbiologia. Estes
virus, chamados de viro6fagos, se replicam apenas na presenca do seu virus
auxiliador. Com a finalidade de procurar padrdes coevolutivos nos genomas de APMV
e seus dois viréfagos conhecidos, Sputnik e Zamilon, foram realizados testes
paramétricos genémicos tais como a analise de Frequéncia de Dinucleotideos (FDN);
e trés modalidades de uso de cdédons (UC): Uso Relativo de Cédons Sinénimos (do
inglés, Relative Synonnymous Codon Usage - RSCU), Frequéncia Relativa de Cédons
(FRC) e Frequéncia Relativa de Uso de Cddons Sinénimos (FRUCS). Andlises de
correlacdo foram realizadas a fim de consolidar os resultados. Também foram
analisados os genomas da mitocondria A. polyphaga, da bactéria parasitica
intracelular de A. polyphaga “Candidatus Babela massliensis” e da enterobactéria
Escherichia coli (grupo externo) para fins de comparacao. A analise de FDN permite
a deteccao de um padrao ou Assinatura Genomica (AG) adequada para comparacoes
evolutivas enquanto que as analises de UC aprofundam estas comparacdes. As
analises de FDN revelaram padrées comuns entre as AGs de APMV e seus viréfagos,
enquanto que as analises de UC mostraram padrdes no uso de cédons. Estes
resultados apontam evidéncias de um histérico coevolutivo compartilhado por APMV

e seus viréfagos, além de indicar possiveis relacdes desse historico com a ameba.

Palavras-chave: Virus, Viréfagos, Coevolucdo, Assinaturas Genémicas



Abstract

Acanthamoeba polyphaga Mimivirus (APMV) was discovered in 2004, neglected by
decades as an obligatory parasite of its host, the amoeba Acanthamoeba polyphaga.
APMV is a giant virus, greater than small bacteria, with a genome of 1.2 megabases
containing six tRNAs, an exceptional feature for the known virosphere. The discovery
of a virus infecting APMV led to a change of paradigm in microbiology. These viruses,
named virophages, replicate only in the presence of its helper virus. In order to find
coevolutive genomic patterns between APMV and its two known virophages, Sputnik
and Zamilon, parametric tests were performed. Tests such as Dinucleotide Frequency
(FDN) analysis; and three modalities of Codon Usage (UC) analyses: Relative
Synonymous Codon Usage (RSCU), Relative Frequency of Codons (FRC) and
Relative Frequency of Synonymous Codons (FRUCS). Correlation analyses were
performed in order to consolidate results. Genomes of A. polyphaga's mitochondrion,
A. polyphaga’s intracellular parasitic bacteria "Candidatus Babela massiliensis" and
the enterobacteria Escherichia coli were also analyzed for comparison. The DNF
analysis allows the detection of a pattern or Genomic Signature (GS), adequate for
evolutive comparisons while the CU analyses deepens them. The DNF analysis
revealed common patterns between the GS of APMV and its virophages while the CU
analyses showed codon usage patterns. These results show evidences of a
coevolutive history shared by APMV and its virophages, also indicating possible

relationships with the amoeba.

Keywords: Virus, Virophages, Coevolution, Genomic Signatures
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1) Introducao

As amebas sdo protozoarios considerados fagocitos naturais (MOLINER et al.,
2010). La Scola et al. (2003) publicaram o primeiro relato de um virus gigante
infectando a ameba Acanthamoeba polyphaga. Este virus, que foi chamado de
Acanthamoeba polyphaga Mimivirus (APMV), possui um capsideo iscosaédrico com
tamanho similar ao de uma pequena bactéria (~0,4 um) e um genoma de
aproximadamente 1,2 megabase (RAOULT et al., 2004) — os maiores ja vistos até
entdo. Estas descobertas surpreendentes causaram o questionamento do entéo
conceito de virus (PEARSON, 2008; RAOULT; FORTERRE, 2008; FORTERRE,
2010).

Sabe-se que o0s virus sdo membros abundantes presentes em todas
comunidades microbiais e, no ambiente marinho, afetam a estrutura populacional e a
ciclagem de nutrientes ao infectar e lisar produtores primarios (YAU et al., 2011). La
Scola et al. (2008) identificaram o primeiro caso de um novo tipo de virus, os viréfagos,
que para se reproduzir dependem da coinfecgdo com outro virus (o virus “auxiliador”)
causando notavel reducao no fitness do virus auxiliador. No caso, descobriu-se que
um virus (nomeado Sputnik) causava a formacdo de capsideos defeituosos em
Mamavirus (pertencentes a linhagem A de APMV) quando ambos estavam co-
infectando a ameba A. polyphaga (LA ESCOLA et al.,, 2003). Posteriormente, foi
descoberto outro vir6fago chamado Zamilon que causa sintomas similares ao Sputnik

e mostrou-se linhagem-especifico de linhagens B e C de APMV (GAIA et al., 2014).

Modelos de dindmica ecoldgica entre amebas, virus gigantes e vir6fagos foram
propostos a fim de explicar o impacto dos viréfagos na regulagdo populacional de
amebas e virus gigantes (WODARZ, 2013). Também foram descritos modelos onde
virofagos atuam controlando dindmicas algas-virus (YAU et al., 2011). Assim, espera-
se que por tras destas interacdes haja um histérico coevolutivo entre as linhagens de
APMV e seus virdfagos, e também da ameba A. polyphaga com estes virus,
resistentes a digestdo ap0s a fagocitose. Recentemente, propuseram a existéncia de
um sistema de defesa génico, chamado de Elemento de Resisténcia a Viréfago do
Mimivirus (do inglés, Mimivirus Virophage Resistance Element - MIMIVIRE), que

confere resisténcia ao viréfago Zamilon nas linhagens A de APMV. Este sistema
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depende do reconhecimento de sequéncias curtas repetidas (15 nucleotideos) por
proteinas para conferir resisténcia ao viréfago (LEVASSEUR et al. 2016).

Os genomas apresentam padrdes na sua sequéncia nucleotidica, que sao
chamados de assinaturas gendémicas (AG) (KARLIN; BURGE, 1995). No caso de
interacdes virus-hospedeiro, acredita-se que estes padrdes podem ser adaptados
para escapar de mecanismos de defesa do hospedeiro baseados no reconhecimento
de padrdes na sequéncia (GREENBAUM et al., 2008; LOBO et al., 2009), aumentar a
eficiéncia/velocidade no processo de traducdo (PLOTKIN; KUDLA, 2011; SHARP;
TUOHY; MOSURSKI, 1986) e evitar a degradagcdo do RNA mensageiro (MRNA)
(DUAN, ANTEZANA, 2003; MCDOWALL; LIN-CHAO; COHEN, 1994).

Neste trabalho, procurou-se descobrir se a andlise comparativa das AGs de
APMV e de seus viréfagos revela parte de seu histérico coevolutivo. Para isso, foram
realizadas comparacdo de AG ao longo do genoma inteiro (obtidas através das
frequéncias de oligonucleotideos) e ao longo apenas das CDS dos genomas (obtidas
através do uso de codons). Para fins de comparacao, também foram analisados os
genomas da mitocéndria de A. polyphaga, da bactéria parasitica de A. polyphaga
“‘Candidatus Babela massiliensis” (PAGNIER et al., 2015) e da enterobacteria
Escherichia coli. Além disso, presume-se que uma elevada semelhanca no UC entre
hospedeiro e virus indica um maior grau de adaptacao do virus ao seu hospedeiro ja
que eles compartilham os mesmos recursos disponiveis no ambiente celular (ex.:

ribossomos disponiveis, aminoacidos livres, tRNAs cognatos, etc).



2) Fundamentacéo Tedrica

2.1) O genoma

O termo genoma refere-se a série completa de informacées do Acido
Desoxirribonucleico (do inglés, Desoxyribonucleic Acid — DNA) de um organismo e ele
contém informacdes para a traducdo de todas as proteinas e moléculas de Acido
Ribonucleico (do inglés, Ribonucleic Acid — RNA) que o organismo ira produzir durante
a sua existéncia (ALBERTS, 2009, p. 200). Todas as células armazenam suas
informacdes hereditarias na forma de moléculas de DNA fita dupla, compostas por
guatro mondmeros (Adenina, Timina, Citosina, Guanina ou, abreviadamente, A, T,C e
G, respectivamente) que estdo ordenados em uma longa sequéncia linear que

armazena toda a sua informacédo genética (ALBERTS, 2009, p. 2).

A informacé&o genética esta codificada nos genes. Os genes sdo segmentos do
DNA que especificam uma cadeia polipeptidica; isto inclui regies que antecedem e
sucedem a regido codificante, assim como regides que intervém (introns) entre
segmentos codificantes individuais (éxons) (LEWIN et al., 2008). A capacidade de
formar proteinas se da através dos processos de transcri¢cao e traducdo. Quando os
genes sado transcritos, eles formam os RNAs mensageiros cuja informacdo esta
armazenada na sequéncia de trincas de nucleotideos (cdédons) que correspondem a
um unico aminoacido da proteina correspondente (ALBERTS, 2009, p. 6). Os RNAs
mensageiros serdo lidos por RNAs transportadores em uma complexa associacao
com os ribossomos, formando as cadeias proteicas (ALBERTS, 2009, p. 6-7). Dos 64
cédons possiveis, apenas 20 aminoacidos sdo necessarios de forma que varios
cédons correspondem ao mesmo aminoacido (ALBERTS, 2009, p.6). O cddigo
genético padrdo para tradugdo de proteinas foi preservado na maioria dos
organismos, vindo a sofrer mudancas nas funcdes dos cédons em alguns genomas
nucleares de eucariotos, procariotos e em organelas (mitocondria e cloroplasto)
(KUMAR; KUMARI; SHARMA, 2016).

Por ndo possuirem metabolismo, nem estrutura celular comum aos seres vivos,

0S virus costumam ndo ser considerados como vivos. Raoult e Forterre (2008)
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propuseram um sistema de classificacao bipartido entre os organismos com base nas
suas capacidades de codificar capsideos e ribossomos a fim de enquadrar os virus
na definicAo de vida. Nesta proposta, 0s organismos seriam encaixados em
organismos codificantes de capsideos (do inglés, capsid-encoding organisms — CEQO)
ou em organismos codificantes de ribossomos (do inglés, ribossome-encoding
organisms — REO). Assim, 0s virus seriam considerados organismos Vivos,
enquadrados no grupo dos CEOs. Como previamente mecionado, todos os REOs
(seres celulares) armazenam seu genoma exclusivamente em DNA dupla fita,
enquanto que os CEOs (virus) possuem também outras formas de armazenar seu
genoma: RNA fita simples — podendo ser classificada em positiva ou negativa, DNA

fita simples e DNA dupla fita a partir de RNA fita simples positiva (nos retrovirus).

Os genomas de CEOs e REOs estdo em constante mudanca devido a eventual
ocorréncia de mutac¢des na composicdo nucleotidica do mesmo. Estas mutacdes nos
genomas sao responsaveis pelo processo de evolucdo bioldgica, responsavel pela

enorme variedade de CEOs e REOs.

2.2) Evolucgéo

O conceito de evolucdo (biolégica) refere-se ao processo pelo qual os
organismos sofrem mudancas na forma e no comportamento ao longo das geracoes
(RIDLEY, 2006, p. 28). Outra definicao diz que o termo evolucao pertence a qualquer
mudanca no pool genético de uma populacdo (RICKLEFS, 2010, p. 103). Estas
mudancas surgem geralmente por processos estocasticos (mutacfes aleatérias) ou
por processos deterministicos (pressdes seletivas) e podem acarretar no surgimento

ou perda de caracteristicas (morfoldgicas, fisiologicas, comportamentais, etc).

As mutacdes resultam de qualquer mudanca na sequéncia dos nucleotideos
gue formam um gene, ou nas regides do DNA, que controlam a expressao de um gene
(RICKLEFS, 2010, p. 103). Muta¢cbes em genes requeridos para processos celulares
fundamentais séo frequentemente letais (ALBERTS, 2009, p. 556-557), mas
ocasionalmente produzem novas caracteristicas (fenétipos) que sado mais bem

ajustados ao seu ambiente local (RICKLEFS, 2010, p. 103, grifo nosso). Os individuos
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que possuem caracteristicas que os permitem sobreviver e reproduzir sdo ditos
adaptados (RIDDLEY, 2006, p. 29).

Os individuos de uma populacdo estdo constantemente sujeitos a diversas
press@es ambientais que acabam por selecionar individuos com maior aptiddo através
do processo de selecdo natural. Selecdo natural significa que alguns individuos da
populacao tendem a contribuir com uma descendéncia maior para a proéxima geragao
do que outros (RIDDLEY, 2006, p. 30). Estas pressdes seletivas também podem ser
causadas pelas interacOes entre populacdes de diferentes organismos (ERLICH;
RAVEN, 1964; JANZEN, 1980) como, por exemplo, observado entre hospedeiros,

virus e viréfagos.

2.3) Amebas, Mimivirus e Virofagos

As amebas de vida livre sdo protozoarios, organismos unicelulares
eucaribticos, que fagocitam microrganismos e particulas grandes (> 0,5 pm) do meio
extracelular, porém nao fagocitam organismos pequenos capazes de passar por filtros
de 0,2 um como a bactéria Minibacterium massiliensis (LA SCOLA et al., 2003;
MOLINER; FOURNIER; RAOULT, 2010). La Scola et al. (2003) mostraram a ameba
Acanthamoeba polyphaga fagocitando um virus de tamanho gigante, até entdo o
maior ja visto, apresentando uma particula viral icosaédrica de 0,4 um de diametro
revestido por fibrilas. Este virus foi nomeado Mimivirus por “imitar’ (mimetizar) uma

bactéria em coloracdo gram.

Além do tamanho gigante do capsideo, os Mimivirus também mostraram um
genoma gigante, de aproximadamente 1,2 megabases, com mais de 1.200 Quadros
de Leitura Abertos (do inglés, Open Reading Frame - ORF) previstos, dos quais 911
mostraram-se possiveis genes codificantes de proteinas (RAOULT et al., 2004).
Legendre et al. (2011) fizeram outro sequenciamento do genoma de APMV utlizando
técnicas de transcriptdmica e gendmica e descobriram 75 novos genes dos quais 26
eram de RNA né&o-codificante desconhecidos, chegando a compor um total de 1018
genes. Dentro desses genes novos, encontraram um gene codificando para uma

subunidade Il de RNA polimerase.
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Observou-se que, durante a infeccdo em Acanthamoeba polyphaga, APMV é
capaz de se reproduzir em estruturas citoplasmaticas denominadas “fabricas virais”
(LA SCOLA et al., 2003), onde parece ocorrer a maioria (se é que nao toda) da
transcricdo dos genes, com pouca ou henhuma participacao do aparato de transcricdo
do hospedeiro localizado no nudcleo celular (LEGENDRE et al., 2011). Com base na
filogenia usando apenas genes que codificam proteinas virais, o APMV foi incluido
nas familias virais dos grandes virus nucleocitoplasmaticos (do inglés,
Nucleocytoplasmic Large DNA viruses — NCLDV) (LA SCOLA, 2003). Os APMV hoje
estdo inseridos entre os NCLDV na familia taxondmica Mimiviridae, composta por
mais de 40 virus similares a APMV, classificados em linhagens A, B ou C de acordo

com sequéncia do seu gene pol B (Gaia et al., 2014).

Posteriormente, descobriu-se a existéncia de outros virus em A. polyphaga que
s6 se reproduziam na presenca de APMV, os vir6fagos Sputnik (LA SCOLA et al.,
2008) e Zamilon (GAIA et al., 2014). O termo “viréfago” foi adotado porque além destes
virus dependerem da co-infeccdo com APMV para se reproduzir, eles causam
deformacdes nos capsideos de APMV e reduzem o seu fitness como evidenciado pela
diminuicdo na mortalidade das amebas (LA SCOLA et al, 2009; GAIA et al., 2014).
Estes vir6fagos se reproduzem utilizando a fabrica viral de APMV (LA SCOLA et al,
2008; GAIA et al., 2014). Os virofagos apresentam capsideos de aproximadamente
60 nm, genomas de cerca de 18 kilobases (com 20 ORFs cada). Além disso, foi
proposto que Sputnik € fagocitado pelas amebas junto com Mimivirus por estarem
aderidos as suas fibrilas (LA SCOLA et al, 2008; GAIA et al., 2014).

A co-ocorréncia entre seres vivos pode acarretar em fendmenos de
coevolucdo. Um exemplo disso é o surgimento de linhagens de CEOs com maior
viruléncia, resultantes da selecdo natural por hospedeiros mais resistentes. Este
mesmo fendbmeno deve entdo se aplicar as relacdes observadas entre Acanthamoeba

polyphaga, APMV e os vir6fagos.



2.4) Coevolucédo virus-hospedeiro e suas dindmicas

O conceito de coevolucdo foi inicialmente proposto para descrever as
influéncias que as interacdes entre populacdes de planta e de insetos tém sobre a
evolucéo de cada uma (ERLICH; RAVEN, 1964). A coevolucéo difusa ocorre quando
uma ou ambas populacdes acima séo representadas por um conjunto de populacdes

gue geram uma pressao seletiva como um grupo (JANZEN, 1980).

Modelos foram propostos para tentar explicar as dindmicas coevolutivas de
resisténcia e infectividade em popula¢bes de virus marinhos e seus hospedeiros
(MARTINY et al., 2014) e em populagcbes de virus gigantes e viréfagos (WODARZ,
2013). No artigo de Martiny et al. (2014) os modelos analisados foram os de evolucéo
direcional (Dinamica de “Corrida Armamenticia” - DCA) e de evolugao nao-direcional
(Dinamica de Selegao Flutuante - DSF). No caso do modelo de DCA a infectividade
dos virus aumenta a medida que os hospedeiros se tornam mais resistentes e vice-
versa. Ja no modelo de DSF, a resisténcia e a viruléncia sdo, em média, constantes
ao longo do tempo devido a uma alternancia temporal nas frequéncias dos genotipos

resistentes/virulentos.

Estas dinAmicas entre virus e seus hospedeiros podem explicar as alteracdes
nas assinaturas genémicas dos mesmos, pois sabe-se que os virus tendem a “imitar”
a assinatura gendmica dos seus hospedeiros (GREENBAUM et al., 2008; LOBO et
al., 2009).

2.5) Assinaturas Genémicas

As assinaturas gendomicas sao padrbes caracteristicos dos genomas que
permitem a distingdo entre espécies filogeneticamente proximas ou distantes
(KARLIN; BURGE, 1995). Os genomas podem ser identificados por suas assinaturas
e as dissimilaridades entre as assinaturas sao usadas para estimar a distancia
evolucionaria entre as espécies (JERNIGAN; BARAN, 2002; KARLIN; BURGE, 1995).

Os padrbes podem revelar tendéncias nas caracteristicas do genoma através

da frequéncia da ocorréncia de motivos (do inglés, motifs) nucleotidicos. Um exemplo
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disso é a baixa representacao de tetranucleotideos palindrémicos em bactérias com
genes codificando enzimas de restricdo que clivam estes tetranucleotideos (ABE et
al., 2003). Motivos polinucleotidicos podem também estar envolvidos em padrdes de
reconhecimento no DNA por proteinas (KARLIN; BURGE, 1995; LOBO, 2009;
PLOTKIN; KUDLA, 2011). Dentro dos genes, esses padrbes podem se encontrar na
frequéncia de uso dos codons, refletindo as preferéncias no uso de codons.

Sabe-se que o0 uso de nucleotideos e oligonucleotideos (de tamanhos 2 a 6)
em fragmentos gendmicos curtos de DNA séo similares ao longo do genoma inteiro
(DESCHAVANNE et al., 2000). Logo, o uso de sequéncias e/ou oligonucleotideos de
tamanhos maiores podem ser necessarios para discriminar espécies
filogeneticamente préoximas (DESCHAVANNE et al., 2000), visto que o grau de

complexidade aumenta com o tamanho da sequéncia/oligonucleotideo.

Uma das vantagens de se utilizar AGs ao invés de métodos tradicionais de
filogenia é que os resultados ndo vao variar de acordo com o conjunto de proteinas
escolhidas (CAMPBELL, MRAZEK, KARLIN, 1999). Outra vantagem é que o uso de
AGs permite a comparagdo com individuos sem um ancestral comum, tornando
possivel comparar CEOs com REOs ou mesmo com qualquer tipo de material
genético, independente de sua origem (ie.: plasmideos, mitocéndrias, cloroplastos,

etc.).



3) Objetivos

3.1) Objetivos Gerais

e Comparar padrdes coevolutivos nos genomas de Acanthamoeba
polyphaga Mimivirus, Sputnik e Zamilon a partir das suas assinaturas

gendmicas.

3.2) Objetivos Especificos

e Detectar padrbes de uso de nucleotideos (di-, tri- e tetranucleotideos),
assim como padrbes de uso de cbédons (RSCU, FRUCS, FRC), nos
genomas selecionados.

e Comparar os padrées de uso de nucleotideos; comparar os padrdes de
uso de codons.

e Determinar correlagfes entre os trés padrbes oligonucleotidicos (di-, tri- e
tetranucleotideos) dos genomas; determinar correlagcdes entre o uso de
codons (através das FRUCS) dos genomas.

e Comparar as correlacdes obtidas entre os padrées oligonucleotidicos (di-,
tri- e tetranucleotideos) dos genomas; comparar as correlacdes obtidas

entre o uso de cdédons dos genomas;
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4) Material e Métodos

Todos 0os genomas e suas respectivas CDS foram baixadas no GenBank
(BENSON et al., 2013) em formato FASTA (detalhes situados na Tabela 1). Dentre as
varias versdes de genomas de APMV, a utilizada neste estudo foi a fornecida pelo
estudo de Legendre et al. (2011).

Tabela 1. Genomas analisados.

Nome do organismo Conteddo Tamanho Quantidade Cddigo de

GC (pb) de CDS Acesso do NCBI
A. polyphaga Mimivirus 27,96% 1.181.404 913 NC_014649.1
Sputnik virophage 27,04% 18.338 21 NC_011132.1
Zamilon virophage 29,67% 17.276 20 NC_022990.1
A. polyphaga (mtDNA) 28,95% 39.215 35 KP054475.2
Candidatus Babela massiliensis 27,38% 1.118.422 983 NC_023003.1
Escherichia coli 50,69% 5.585.611 5604 CP007136.1

Fonte: Elaborada pelo autor.

Além dos genomas virais, também foram analisados os genomas da
mitocondria (MtDNA) da ameba Acanthamoeba polyphaga, “Candidatus Babela
massiliensis” e E. coli. As mitocéndrias possuem DNA proprio e, por serem organelas
indispensaveis a célula, foram analisadas podendo servir de indicadoras de
adaptacoes a célula. Ja “Candidatus Babela massiliensis” € uma bactéria intracelular
obrigatéria que, além de ter caracteristicas tipicas de organismos parasitas
obrigatérios (ie.: genoma reduzido e capacidades metabdlicas limitadas), mostra
adaptacdes comuns aos NCLDV como, por exemplo, codificam varias ankyrin-repeats
implicadas nas interagbes virus-hospedeiro (PAGNIER et al, 2015). Assim, a
comparacado dos resultados dos virus com os da mitocondria e da bactéria
“Candidatus Babela massiliensis” se faz necessaria para avaliar indiretamente o grau

de adaptacdo & ameba, comum a todos estes individuos.
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4.1) Analise de Frequéncias Relativas de Oligonucleotideos

Para a analise de frequéncias de di-, tri- e tetranucleotideos foram utilizadas as
sequéncias contidas nos arquivos FASTA dos genomas. Este formato contém apenas
uma das duas fitas do DNA, que é o alvo da analise visto que o0 uso das duas fitas
implicaria em uma simetria nas frequéncias de nucleotideos complementares, como
esperado pela Regra de paridade de Chargaff. Logo, o uso de apenas uma das fitas
reflete a distribuicdo assimétrica dos nucleotideos em uma das fitas do genoma

obtendo-se assim AGs do organismo.

Os genomas foram analisados através de um algoritmo (Apéndice A)
desenvolvido pelo autor em linguagem Python 3.5 (VAN ROSSUM; DRAKE JR, 1995),
que realiza a contagem de oligonucleotideos de vérios tamanhos (nucleotideos,
dinucleotideos, trinucleotideos e tetranucleotideos) e entdo retorna suas respectivas
frequéncias relativas encontradas no genoma analisado. O algoritmo funciona atraves
de uma janela deslizante (tamanho = 1) sobre a sequéncia fornecida no arquivo
FASTA que, a cada interagéo, conta separadamente as frequéncias mono-, di-, tri- e
tetranucleotidicas cabiveis a atual posicdo da janela na sequéncia e, ao final, retorna
as frequéncias relativas observadas (Figura 1). Este algoritmo leva em consideracao
os trés quadros de leitura esgotando assim todas as possibilidades de ocorréncia de
oligonucleotideos. Caracteres diferentes de A, T, C ou G (ex.: N, U ou X), vez ou outros
presentes nos arquivos FASTA, referentes a nucleotideos ndo identificados no
sequenciamento dos genomas, também foram contados e calculados, porém os
dados n&o foram inclusos nas analises e resultados deste trabalho. Como estes
nucleotideos andmalos sdo pouco presentes nas sequéncias, eles ndo afetam a

leitura das AGs dos genomas, assim como na ocorréncia de gaps (KARLIN, 1998).

O conteudo GC dos genomas foi obtido através do algoritmo desenvolvido pelo
autor (Apéndice A). A sua obtencédo consiste no calculo da soma das frequéncias
relativas dos nucleotideos de G e C do genoma inteiro. Antigamente, acreditava-se
haver uma correlagdo entre o tamanho do genoma e seu conteutdo GC, porém
modelos matematicos propostos ndo conseguiram achar esta correlacdo nos
diferentes dominios da vida (MITCHELL, 2007).

Sabe-se que organismos mais proximamente relacionados mostram

abundéancia dinucleotidica relativa muito mais parecida do que organismos
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distantemente relacionados (KARLIN; BURGE, 1995; KARLIN, 1998). Ja as
frequéncias oligonucleotidicas podem ser usadas para distinguir genomas, pois elas

variam significantemente entre os genomas (ABE et al., 2003).

Com as frequéncias de di-, tri- e tetranucleotideos obtidas nestas analises
foram realizadas, respectivamente, trés andlises de correlacdo de Pearson. As
analises foram realizadas a fim de descobrir se ha e qual o grau de correlacdo entre
os padrdes oligonucleotidicos (di-, tri- e tetranucleotideos) destes trés virus e demais
genomas analisados. Estas andlises também serviram para avaliar a diferenca no
tamanho do oligonucleotideo utilizado na comparacdo das assinaturas genémicas.
Todas as andlises de correlacéo foram realizadas utilizando o software PAST versao
3.13 (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001). Os parametros utilizados no PAST para
“‘estatistica de correlacdo” foi “Linear r (Pearson)’ e o “formato de tabela” foi
“p(uncorr)”. A figura 1 ilustra o funcionamento do algoritmo de obtencdo das

frequéncias oligonucleotidicas.

Figura 1. Modelo explicativo do algoritmo.

Etapa Contagem por Etapas Resultado

Y
) ATCGATCGCTG... m) Quantidade de AT: +1

‘ Proxima etapa

N
I) ATCGATCGCTG... W) Quantidade de TC: +1

» ‘ Proxima etapa
HI) ATCG bTCG CTG —_— » Quantidade de CG: +1

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2) Andlises de Uso de Cdédon

Quanto as analises relativas ao uso de codons, foi utilizada a ferramenta online
CAlcal (PUIGBO; BRAVO; GARCIA-VALLVE, 2008) para efetuar a contagem do total
de cddons nas CDS e o calculo do RSCU (SHARP; LI, 1986; LOBO et al., 2009) de
cada ORF dos genomas. A partir da contagem do total de cédons das CDS dos
genomas, efetuou-se o calculo das frequéncias relativas de cédons (FRC) e das
frequéncias relativas de uso de cddons sinbnimos (FRUCS). As analises de FRC e
FRUCS incluiram os cédons de parada, que ndo sao abrangidos pela analise de Uso
de Codons Sinénimos Relativos (do inglés, Relative Synonnymous Codon Usage —
RSCU) (SHARP; LI, 1986; PUIGBO; BRAVO; GARCIA-VALLVE, 2008).

O RSCU reflete a preferéncia de uso de coédons que codificam para um
aminoacido com degeneracdo maior que um (LOBO et al., 2009; SHARP; LI, 1986).
Assim, os codons referentes a Metionina e Triptofano ndo séo calculados por ndo
possuirem codons sinbnimos. Apesar de apresentarem coédons sinbnimos, os codons
de parada também néo sao calculados no RSCU por apresentarem viéses relativos a
presenca de fatores de liberacdo (do inglés, release factors). O céalculo do RSCU foi
realizado individualmente em todas as ORFs dos genomas exceto em E. coli, onde
foram utilizadas 1000 CDS aleatérias (correspondendo a 17,8% do total de CDS)
devido a limitacdes na quantidade de CDS analisadas simultaneamente pela
ferramenta online CAICal. Estas andlises permitindo verificar a ocorréncia e
distribuicdo de tendéncias no uso de codons sinbnimos ao longo das CDS dos

genomas.

Os resultados das analises de UC dos genomas foram entdo comparados entre
si a fim de observar padrdes comuns entre 0os genomas analisados. Estas andlises
sdo importantes pois acredita-se que o uso de codons esta relacionado a um aumento
na eficiéncia e velocidade de traducao (PLOTKIN; KUDLA, 2011; KUMAR; KUMARI;
SHARMA, 2016) ou a uma correlacdo com o repertorio (do inglés, pool) de tRNAs
(SHARP, TUOHY, MOSURSKI, 1986; KUMAR, KUMARI, SHARMA, 2016; DUAN,
ANTEZANA, 2003).

Também foram realizadas anélises de Correlacdo de Pearson entre as

frequéncias oligonucleotidicas dos genomas e nas FRUCS das CDS dos genomas. A
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plotagem dos dados obtidos a partir das andlises de FDN, FRUCS, FRC e RSCU; e a
analise de correlacdo de FRUCS foram realizadas utilizando o software PAST versao
3.13 (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001). Os parametros utilizados no PAST para
“estatistica de correlagao” foi “Linear r (Pearson)” e para o “formato de tabela” foi

“p(uncorr)”.

5) Resultados

5.1) Frequéncia relativa de dinucleotideos nos genomas

Os primeiros testes realizados foram com as frequéncias dinucleotidicas (FDN)
utilizando o algoritmo desenvolvido pelo autor (Apéndice 1). Em geral, os CEOs
analisados neste trabalho compartilham similaridades entre as suas AGs. A Figura 2

mostra a comparacao entre as frequéncias dinucleotidicas dos genomas analisados.

Frequéncia relativa (FR) de dinucleotideos nos genomas

Sputnik

Zamilon  =—— Mimivirus A. polyphaga (mtDNA) ecsee B. Massiliensis E. coli

20% - I

18% -

16% -

14% -

=

N

=X
|

10% -

8% -

Frequéncia

|
1
|
1
|
1
|
|
|
1
|
6% - 1
1

4% -

2%

AA T AT TA TG CA GA TC GT AC AG cT

|
I
|

0% - |
: GG cC CG GC
|

Dinucleotideos

Figura 2. Padrdo de distribuicdo de dinucleotideos com base em suas frequéncias
relativas. Os dinucleotideos estdo dispostos em ordem decrescente de frequéncia
relativa, tendo como base o padréo de Mimivirus. As linhas tracejadas (cor preta) na
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vertical dividem o grafico em trés regides contendo os dinucleotideos com frequéncias
elevadas (esquerda), frequéncias intermediérias (meio) e frequéncias baixas (direita)
observadas nos genomas intra-amebais.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Em geral, os dinucleotideos AA, TT, AT e TA mostraram maior frequéncia
relativa (FR > 10%). Os dinucleotideos AC, AG, CA, CT, GA, GT, TC, TG mostraram
frequéncias relativas intermediarias (FR = 3,5 ~ 8%). J4 GG, CC, CG e GC foram os
dinucleotideos com as menores frequéncias relativas (FR < 4%) observadas nos

genomas virais, mitocondrial e no da bactéria “Candidatus B. massiliensis”.

Mimivirus mostrou estabilidade nas frequéncias dos dinucleotideos AT, TT e
AT (FR = 13,8 ~ 13,7%), seguida por uma acentuada reducdo em TA (FR = 10,2%) e
TG (FR = ~6%). GC se mostrou o dinucleotideo mais evitado por Mimivirus (FR =
1,5%), seguido por CG (FR = 1,4%).

Sputnik teve como dinucleotideos com maiores frequéncias AA, AT e TT (FR =
16%; 13% e 12,2%, respectivamente).

Zamilon apresentou maior preferéncia pelos dinucleotideos TT, AT e AA (FR =
14,6%; 13,1% e 10,6%, respectivamente). Sputnik e Zamilon mostraram menor
preferéncia pelo dinucleotideo CG (FR = 0,4% e 0,9%, respectivamente), seguido por
GC (FR =1,5% e 1,8%, respectivamente).

A mitocondria de A. polyphaga mostrou maior preferéncia por TT (FR > 17%) e

teve CG como o dinucleotideo menos utilizado (FR = ~2%).

A bactéria “Candidatus B. massiliensis” mostrou maior preferéncia por TT, AA
e AT (FR = 14,4%; 14,2% e 12,5%, respectivamente). As menores FR observadas
foram as de CG (1%) e a de GG (2%).

O genoma de E. coli (grupo externo) mostrou baixo uso do dinucleotideo TA
(FR < 5%) e uma acentuada preferéncia por GC (FR > 8%), ao contrario dos outros
genomas. Ja os demais dinucleotideos apresentaram estabilidade nas suas

frequéncias relativas (FR = 5~8%).
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5.2) Correlacdo de Pearson entre padrdes de di-, tri e tetranucleotideos:

Apos o calculo das FDNs, foram realizados testes de Correlacdes de Pearson
entre cada uma das frequéncias oligonucleotidicas obtidas (di-, tri e tetranucleotideos)
utilizando o software PAST 3.13 (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001). O uso de
oligonucleotideos maiores mostrou progressiva reducéo nas correla¢des significativas
observadas e aumento na significancia estatistica das mesmas, como observado na
Tabela 2.
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"Candidatus Babela massiliensis" 0,27656 2,63E-32 7,40E-30  3,70E-33 1,90E-29
Escherichia coli 0,13808 0,13296 0,17677 0,26745 0,27217
Mimivirus 0,94712 0,18984 7,89E-22  2,45E-39  7,39E-35
MitocOndria de A. polyphaga 0,93624 0,17097 0,88108 594E-20  3,71E-23
Sputnik 0,95044 0,1407 0,96896 0,86198 6,86E-25
Zamilon 0,9342 0,13933 0,95644 0,89287 0,90644
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Candidatus Babela massiliensis 0,0072585 1,16E-110 5,90E-103 2,09E-108 7,39E-97
Escherichia coli 0,16743 0,00056923 0,0015633 0,0048417 0,0038803
Mimivirus 0,92767 0,21392 1,42E-73 5,05E-133 4,91E-120
Mitocondria Apolyphaga 0,91634 0,1967 0,85267 2,66E-66 3,50E-73
Sputnik 0,92453 0,17558 0,95238 0,82984 1,16E-86
Zamilon 0,90606 0,17989 0,93934 0,85153 0,88579
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Tabela 2. Correlagbes de Pearson entre FR dinucleotideos (A), trinucleotideos (B) e
tetranucleotideos (C). Os valores abaixo da diagonal indicam o coeficiente de
correlacéo linear (r). Em vermelho estdo os os menores valores de r e, 0s maiores,
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em verde. Acima da diagonal, estdo as probabilidades bicaudais (p). O valor de corte
de p foi escolhido com base no menor valor observado entre os genomas intra-
amebais.

Fonte: Elaborada pelo autor.

As trés analises de correlacdo (Tabela 2) foram realizadas usando as
frequéncias relativas de di-, tri- e tetranucleotideos observadas nos genomas,
respectivamente. As analises revelaram que ao comparar as correlacdes dos padrdes
de dinucleotideos (r%), trinucleotideos (') e tetranucleotideos (r¢") das sequéncias
observa-se uma leve redugcdo nas correlagbes (r) enquanto que a significancia

estatistica (p) aumenta consideravelmente — exceto no grupo externo (E. coli).

E. coli mostrou um progressivo aumento na correlacdo e da significancia
estatistica com as demais sequéncias ao utilizar oligonucleotideos maiores,
entretanto, ndo mostrou valores significativos de correlacgdo com as demais

sequéncias em nenhum dos casos observados.

A sequéncia de Mimivirus mostrou maior correlacéo significativa com a Sputnik
(rf'= 0,981 / 1= 0,968 / rte2 = 0,952) e, em seguida, com Zamilon (r% = 0,967 / r" =
0,956 / rera = 0,939). J4 a sua menor correlacao significativa encontrada foi com a
mitocondria de A. polyphaga (r4= 0,915 / 1= 0,881 / ra = 0,852).

A bactéria “Candidatus Babela massiliensis” mostrou maior correlagcdo com
Sputnik nas frequéncias de di- e trinucleotideos (%= 0,972 / r"i= 0,950 / r¢a = 0,924),
porém, na frequéncia teranucleotidica o genoma de Mimivirus (r%= 0,967 / r"'= 0,947
/ rea = 0,927) apresentou correlacao levemente maior que a correlacdo observada

com Sputnik.

A mitocbndria de A. polyphaga mostrou maior correlacdo significativa com
“Candidatus Babela massiliensis” (r= 0,952/ r'= 0,936 / r'®"2= 0,916). Sua correlacdo
com os virus Mimivirus, Sputnik e Zamilon também foi alta (r' = 0,895~0,923 / r" =
0,861~0,892 / r¢a = 0,829~0,852).

Por fim, ambos viréfagos apresentaram maior correlagdo com Mimivirus, como
jA mencionado, chegando a ser maior do que correlacéo entre eles dois (r4= 0,926 /
M = 0,906 / re'a = (,885). Sputnik teve menor correlacdo com a sequéncia da
mitocondria de A. polyphaga (r9= 0,895 / rti= 0,861 / r¢a = 0,829).
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Ja Zamilon mostrou menor correlacdo com a bactéria “Candidatus Babela
massiliensis” (rY= 0,923 / r'""= 0,892 / rte"a= (,851)

5.3) Analise de RSCU

O RSCU foi realizado utilizando a ferramenta online CAICal (PUIGBO; BRAVO;
GARCIA-VALLVE, 2008) e plotado no software PAST 3.13. Através dele, notou-se
que os genomas tém preferéncia por cédons sindnimos terminados em nucleotideos
mais abundantes no genoma (ie.: influéncia direta do contetdo GC). A figura 3 mostra

a comparacao entre o RSCU observado nas CDS analisadas dos genomas.
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Figura 3. Analise de RSCU com as CDS dos genomas. Exceto em Escherichia coli

onde foram utilizadas 1000 (das 5.600) CDS escolhidas ao acaso. Os codons estao

ordenados por ordem alfabética de acordo com o nucleotideo na 32 posicao. O célculo

do RSCU dos genomas foi feito utilizando a tabela de codons padréo, fornecida pela
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prépria ferramenta online do CAICal (PUIGBO; BRAVO; GARCIA-VALLVE, 2008). Na
escala fornecida, os valores variaram entre 0 (ndo usado), 1 (pouco usado), 2
(moderadamente usado) e 3 ou mais (muito usado). Os cdédons de Metionina (ATG),
Triptofano (TGG) e os cddons de parada (TAA, TAG, TGA) ndo sao incluidos nesta
analise (SHARP; LI, 1986). Mais especificamente, os codons de Metionina e
Triptofano ndo sado incluidos na andlise de RSCU por ndo apresentarem codons
sinbnimos e o0s codons de parada por apresentarem viés quanto a presenca de
enzimas chamadas “fatores de liberagao”.

Fonte: Elaborada pelo autor.

As sequéncias codificantes (CDS) dos genomas aparentaram compartilhar um
padrdo de uso de codons, como observado pela presenca de “faixas’
brancas/avermelhadas ou pretas/escuras correspondentes aos codons mais
utilizados ou evitados pelas CDS, respectivamente (Figura 3). Apesar disso, pode-se
observar a existéncia de algumas CDS que mostram preferéncias por codons poucos
utilizados como, por exemplo, apenas uma das 21 CDS de Zamilon mostrou uma

utilizacdo moderada (préximo de 2, na escala fornecida) pelo cédon GCG.

O RSCU de E. coli mostrou um padrao diferente dos demais genomas,
mostrando preferéncia elevada por cédons terminados em C e G. Dentre estes codons
terminados em C e G, os preferidos foram CTG (leucina), CCG (prolina) e CGC
(arginina). Dentro dos cédons ricos em A e T, o mais utilizado foi CGT (arginina). Os
coédons AGA (arginina) e TTA (leucina) apresentaram-se pouco utilizados em relacdo

aos demais genomas.

O RSCU das sequéncias codificantes de Mimivirus, Zamilon, Sputnik,
“Candidatus B. massiliensis” e da mitocondria de A. polyphaga, mostraram uma clara
preferéncia por cédons terminados em A e T (primeira metade) e aversao por codons
terminados em C e G (segunda metade). Dentre os cédons ricos em A e T, AGA
(arginina) e TTA (leucina) foram os mais usados em todos estes genomas. Em geral,
padrdo de cores das faixas das CDS de Mimivirus, Sputnik e Zamilon mostrou-se

bastante parecido entre si (Figura 3).

A bactéria “Candidatus B. massiliensis” mostrou padrao de uso de cdédons
similar ao dos virus e da mitocdndria (AGA, TTA). Também mostrou preferéncia por

dois cédons evitados por virus e preferidos por E. coli: GGC (glicina) e TGC (cisteina).
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O cbédon GGC (glicina) mostrou-se evitado apenas pelos virus. Ja o codon TTG
(leucina) mostrou preferéncia relativamente similar em todos os genomas. Codons
como AGG (arginina), CTA (leucina), AGA (lisina) e TTA (lisina) mostraram-se

evitados apenas em E. coli.

5.4) Frequénciarelativa de uso de cédons sinénimos (FRUCS)

A analise de FRUCS, diferentemente da analise de RSCU, retornou valores
nao-normalizados e incluiu os cédons de parada. Os resultados reforcaram o
resultado do RSCU, mostrando que a escolha de cédons preferidos depende do
conteudo GC e que os viréfagos apresentaram maior similaridade com APMV do que
0os REOs intra-amebais. A figura 4 ilustra o uso de codons pelos genomas, incluindo

os cédons de parada (que ndo sdo incluidos na andlise de RSCU).
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Em relacdo a Mimivirus, Sputnik mostrou diferenca apenas no codon
preferencial para os aminoacidos Prolina (CCT). Zamilon mostrou diferenca nos
coédons preferenciais dos aminoacidos Serina (TCA), Prolina (CCT), Alanina (GCA) e
Glicina (GGT). A mitocondria de A. polyphaga apresentou diferencas no codon
preferido apenas no aminoacido Glicina (GGT). “Candidatus B. massiliensis” mostrou
diferenca nos codons preferenciais dos aminoacidos Isoleucina (ATA), Prolina (CCT)
e Glicina (GGT). Nos casos observados (todos sendo terminados em A ou T), a
diferenca em relagdo aos cddons sinbnimos preferenciais de Mimivirus ocorreu no
nucleotideo da 32 posicéo, de forma que o codon preferido por Mimivirus mostrou-se
terminado em uma base complementar (ie.: XYA = XYT ou XYT = XYA, sendo X e

Y nucleotideos aleatorios).

Nota-se também que hé& divergéncias entre 0s virus quanto ao cdédon de parada
menos usado. Apesar de APMV, Sputnik e Zamilon terem TAA como cédon de parada
mais utilizado (com FR = ~60%), Zamilon evita o codon de parada TGA, o segundo
mais utilizado por APMV (FR =21,3%) e Sputnik (FR =23,8%), utilizando-o em apenas
duas ORFs (FR = 10%). Por sua vez, Sputnik e Mimivirus evitaram o cédon de parada
TAG (FRAPMV = (,13; FRSputnik = 0,1; FRZamilon = ,3). J4 a mitocondria de A. polyphaga

evitou totalmente o cédon de parada TGA.

A bactéria “Candidatus B. massiliensis” mostrou maior similaridade com a
mitocondria de A. polyphaga nos cédons sinénimos preferidos TTT (Fenilalanina), TTA
(Leucina), GCT (Alanina), TCT (Serina), TGT (Cisteina) e TAA (parada).
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5.5) Analise de Correlacédo de Pearson entre valores de FRUCS dos genomas

Apés as analises de FRUCS procurou-se ver qual era a correlacdo entre as
FRUCS das CDS dos genomas. As analises de Correlacdo de Pearson foram
calculadas no software PAST e apresentaram valores maiores que os observados nos
trinucleotideos ao longo dos genomas, de forma que os CEOs apresentaram as
maiores correlagdes positivas observadas, como observado na Tabela 3.

Sputnik Zamilon Mimivirus A. polyphaga (mtDNA) "Candidatus B. massiliensis"  E. coli

Sputnik 3,41E-42 1,05E-46 5,43E-27 8,53E-37 5,44E-05
Zamilon 0,97496 6,44E-41 4,08E-29 1,02E-35 7,82E-06
Mimivirus 0,98215 0,97244 1,91E-30 2,15E-37 7,73E-07
A. polyphaga (mtDNA) 0,92051 0,9325 0,93904 1,48E-38 9,06E-08
"Candidatus B. massiliensis" 0,96239 0,9592 0,96405 0,96707 2,62E-06
E. coli 0,48232 0,52663 0,57243 0,60946 0,54913

Tabela 3. Andlise de Correlacdo de Pearson entre as FRUCS observadas na analise
relativa a Figura 4. Os valores da diagonal inferior representam a correlacédo (r) entre
as frequéncias relativas de codons dos genomas. Em verde estdo os valores mais
proximos de 1 e em vermelho os mais distantes. Na diagonal superior estdo os valores
da significancia estatistica (p). O valor de corte de p foi escolhido com base no menor
valor de significancia observado nos genomas intra-amebais.

Fonte: Elaborada pelo autor.

De acordo com os resultados da Tabela 3, APMV compartilha uma maior
similaridade no uso de cédons com Sputnik (r = 0,982 p = 1,05e-46) e, em seguida,
com Zamilon (r = 0,972 p = 6,44e-41) do que com 0s demais organismos comparados.
Sputnik mostrou maior correlagcdo com APMV enquanto Zamilon mostrou uma maior
correlagdo com Sputnik (r= 0,974 p = 3,41e-42) do que com APMV, porém a diferenca

foi muito baixa (< 0,0025) para ser considerada significante.

“Candidatus B. massiliensis” mostrou maior correlacdo com a mitocéndria de
A. polyphaga (r = 0,967 p = 1,48e-38). Apesar disso, a menor correlacdo significativa
observada mostrou-se apenas um pouco menor e foi observada com Zamilon (r =
0,959 p = 1,02e-35).

O genoma de E. coli mostrou correlacdo com o genoma da mitocondria de A.
polyphaga (r = 0,604, p = 9,06e-08) e, em seguida, com APMV (r = 0,572 p = 7,73e-

07). Apesar dos valores destas correlagdes normalmente serem considerados
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moderados, suas significancias estatisticas foram baixas quando comparadas com as
encontradas entre os demais genomas, que por sua vez, atingiram um minimo de
5,43e-27.

As correlacbes observadas aqui na andlise de FRUCS mostraram-se maiores
do que os valores encontrados na correlagdo de frequéncias trinucleotidicas (Tabela
2).

5.6) Frequéncia Relativa de Cédons (FRC)

A analise de FRC, por fim, mostrou quais eram os cédons mais prevalentes nas
CDS dos genomas, como observado na Figura 5. Verificou-se que, em relacédo a
APMV, os vir6fagos foram os que apresentaram padrdes de uso mais similares e que
“Candidatus B. massiliensis” apresentou padroes de uso similares aos vir6fagos e com

a mitocondria.
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Observando as cores nas bandas relativas aos genomas de Sputnik e Zamilon,
nota-se que eles mostram preferéncia similar a APMV do c6don AAA até o codon TAT
(FR = 0,03 ~ 1). Ainda neste intervalo, Zamilon apresentou reduzida preferéncia de
uso pelo cédon ATT (FR = ~0,03).

“Candidatus B. massiliensis” mostrou preferéncia pelos codons AAA (Lisina; FR
= 0,06) e AAT (Asparagina; FR = 0,06), também preferidos por APMV, Sputnik e
Zamilon. Por outro lado, “Candidatus B. massiliensis” mostrou relativa semelhanca
com a frequéncia de uso do cdédon TTA (Leucina; FR = 0,06 ~ 0,1), preferidos pela

mitocdndria de A. polyphaga.

A mitocondria de A. polyphaga mostrou um padrdo de uso de codons distinto
dos organismos intra-amebais, tendo TTT (Fenilalanina) e TTA (Leucina) como
cédons com maior frequéncia relativa (FR > 0,06). GAT (Acido Aspartico) e GAA
(Acido Glutamico) mostraram baixa frequéncia relativa (FR < 0,03), enquanto que os
trés virus e a bactéria “Candidatus B. massiliensis” apresentaram frequéncias
moderadas (FR = 0,03 ~ 0,06).

E. coli mostrou um padrdao de UC relativamente bem distribuido, por ter um
conteudo GC equilibrado. O cédon com maior utilizacdo em E. coli foi CTG (Leucina;
FR > 0,03), diferente de todos os outros genomas que apresentaram baixa utilizacao
(FR < 0,03).
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6) Discussao

Os resultados encontrados indicaram a existéncia de uma elevada similaridade
nas AGs (observadas nas analises de FDN e UC) dos viroéfagos Sputnik e Zamilon
com o virus-auxilador APMV. Os genomas da mitocondria de A. polyphaga e de
“‘Candidatus Babela massiliensis” apresentaram maior similaridade entre si do que
com os outros genomas (APMV, Zamilon, Sputnik e E. coli), chegando a ter mais
similaridades com os virus (APMV, Zamilon e Sputnik) do que com E. coli. Ja E. coli
mostrou um padrdo distinto dos demais genomas em ambas andlises de AG,

confirmando-se como um grupo externo.

A semelhancga observada nos padrdes observados de FDN (Figura 2) de APMV
e seus vir6fagos pode indicar a ocorréncia de uma “convergéncia” nas suas AG. A
“convergéncia” nas AGs de APMV e seus virdfagos pode ser explicada pelo uso do
mesmo magquinario de replicacdo (LA SCOLA, 2008) e reparo (MOLINER;
FOURNIER; RAOULT, 2010 apud RAQULT et al., 2004), supostamente responsaveis
pela constancia da AG (KARLIN, 1998), ou como uma adaptacédo para escapar de
mecanismos de reconhecimento de padrdo (GREENBAUM et al., 2008; LOBO et al.,
2009) do APMV, como observado no sistema MIMIVIRE (LEVASSEUR, 2016). Desta
forma, a convergéncia nas AGs seria entao regida por um modelo coevolutivo de DCA,
requerendo assim um periodo relativamente longo de coevolu¢cao com o hospedeiro.
Assim, como Sputnik foi o viréfago que apresentou maior semelhanca com as AGs de
APMV, como visto nas correlacbes de frequéncias di-, tri-, tetranucleotidicas (ver
Tabela 2), e UC (ver Figuras 3 — 5), pode ser que ele seja mais adaptado ao APMV
por ter um histdorico coevolutivo mais antigo que o de Zamilon. Isto leva a crer que o
sucesso de replicacédo viral (ie.: o sucessivo uso do maquinario de replicacdo e reparo
por virus/virofagos) acarreta na ocorréncia de adaptacdo a sistemas de
reconhecimento de padréo, por levar a uma eventual imitacdo (mimica) da AG do
hospedeiro, confirmando a proposta de Karlin (1998).

Neste estudo, a mitocondria e todos os CEO e REO intra-amebais mostraram
conteudo GC baixo. Isto também é observado em genomas de bactérias capazes de
reproduzir no interior de amebas como Legionella pneumophila, Legionella drancourtii,

Rickettsia bellii, “Candidatus Protochlamydia amoebophila® e “Candidatus
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Amoebophilus asiaticus” que possuem conteudo GC variando de 31 a 38%
(MOLINER; FOURNIER; RAOULT, 2010). Assim, pode ser que a tendéncia em
apresentar elevado conteudo AT pode estar relacionado com a capacidade de
sobrevivéncia intracelular na ameba. Ainda, pode ser que semelhancas no contetudo
AT e, de forma mais especifica, has AGs favoregcam a ocorréncia de transferéncia
lateral génica, comum nestes organismos intra-amebais (MOLINER; FOURNIER;
RAOULT, 2010; PAGNIER et al., 2015).

As correlacbes observadas entre os genomas com base nas frequéncias
oligonucleotidicas (ver Tabela 2) mostraram que os vir6fagos tinham maior correlagao
(nas trés analises) com APMV, depois com “Candidatus Babela massiliensis” e entdo
entre 0s seus genomas. A alta correlacéo das frequéncias oligonucleotidicas dos dois
vir6fagos com APMV, reforca a idéia de que o uso do mesmo maquinario de
reproducao e reparo (KARLIN; BURGE, 1995; KARLIN, 1998) podem estar envolvidos
na convergéncia das AGs com a de APMV. A maior correlacdo oligonucleotidica de
“Candidatus Babela massiliensis” foi observada com Sputnik, porém apenas nas
frequéncias de di- e trinucleotideos. Ja nas frequéncias tetranucleotidicas, APMV
passa a ser o genoma com maior correlacdo com “Candidatus Babela massiliensis”,
por muito pouca diferenca com Sputnik. O uso de oligonucleotideos maiores poderiam
ajudar a explicar melhor esta evidéncia, visto que eles apresentam maior espécie-
especificidade (DESCHAVANNE et al., 2000).

As andlises de RSCU mostaram que had uma tendéncia nos genomas da
mitocondria de A. polyphaga, “Candidatus Babela massiliensis” e dos CEOs quanto
ao nucleotideo da 32 posicdo, sendo ele claramente influenciado pelo contetado GC.
Assim, nota-se pouca diferenca entre os resultados dos CEOs, da mitocondria e de
“‘Candidatus Babela massiliensis”. Apesar disso, “Candidatus Babela massiliensis”
também mostrou preferéncias por cédons terminados em C (GGC e TGC), como
também observado em E. coli. Campbell, Mrazek e Karlin (1999) propuseram que
genomas mitocondriais retém AGs proximas de seus ancestrais procaridticos que
possuiam enzimas de reparo ja que as mesmas nao possuem. Assim, no caso de
“Candidatus B. massiliensis”, que possui um gene para enzima de reparo (situado na
ORF “BABL1_RS04045”) e um sistema de replicacdo reduzido (PAGNIER et al.,
2015). Pode entdo ser que estas proteinas estejam mantendo a AG do seu genoma

(KARLIN, 1998) similar a época que a mesma era independente da ameba.
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A analise de FRUCS (Figura 4) reforcou os resultados encontrados no RSCU,
visto que os codons sindnimos preferidos foram todos terminados em A e T, incluindo
0s codons de parada. Como no RSCU, Sputnik mostrou-se mais semelhante & APMV
do que Zamilon, também evidenciada pelo uso de coédons de parada. O fato da
mitocondria ndo apresentar CDS terminadas em TGA indica que a mesma néo possui
fatores de liberacdo capazes de atuar neste cédon de parada ou que o cédon TGA foi
reassignado para um cédon funcional (KORKMAZ et al., 2014 apud TATE et al., 1999).

A analise de correlagdo com os dados de FRUCS, mostrou que ha uma
correlagdo maior entre as CDS dos genomas do que a encontrada utilizando as
frequéncias de trinucleotideos ao longo dos genomas (ver Tabela 2). Porém, diferente
da andlise de trinucleotideos, a correlacdo entre Sputnik e Zamilon mostrou-se maior
do que a de Sputnik e “Candidatus B. massiliensis”. Isto indica que as pressdes que
mantém a AG das regides codificantes sao diferentes daquelas que ocorrem ao longo
do genoma inteiro, provavelmente relacionadas com a estrutura das proteinas
(GREENBAUM et al., 2008) ou dos mRNAs (DUAN; ANTEZANA, 2003). Ainda, isto
pode explicar o consideravel aumento evidenciado na correlacdo de FRUCS das CDS

de E. coli com os demais genomas.

Assim como no RSCU, a analise de FRC nas CDS (ver Figura 5) mostrou-se
diretamente relacionada com o contetdo GC do organismo. Esta analise também
mostrou que os virdfagos tem UC mais similar a APMV. “Candidatus B. massiliensis”
mostrou semelhanca com os CEOs nos codons mais utilizados. Estas evidéncias
indicam que provavelmente ha algo que pode estar favorecendo um UC rico em A e
T nos parasitas da ameba. Isto pode estar relacionado ao repertorio de tRNAs
cognatos (SHARP, TUOHY, MOSURSKI, 1986; KUMAR, KUMARI, SHARMA, 2016;
DUAN, ANTEZANA, 2003), velocidade e eficiéncia de transcricdo (PLOTKIN; KUDLA,
2011; LOBO et al, 2009) ou com estrutura secundaria do mRNA (DUAN; ANTEZANA,
2003; MCDOWALL; LIN-CHAO; COHEN, 1994).
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7) Consideracdes Finais:

Os resultados levam a crer que dentre os dois viréfagos, Sputnik € o que
apresenta maior grau de adaptagdo a APMV (dada a maior similaridade entre suas
AGs) pois, provavelmente, compartilha um histérico coevolutivo maior que o

observado entre APMV e Zamilon.

Como se sabe, Acanthamoeba sp. ndo suprime o seu conteddo GC (KARLIN;
BURGE, 1995). Os projetos de sequenciamento do genoma de A. polyphaga, que
ainda estdo em andamento (NUumero do projeto no NCBI: 35827), indicam que seu
genoma possui um conteudo GC elevado (proximo de 58%), ao contrario dos CEOs
aqui estudados. Este fato, aliado as evidéncias aqui achadas, indicam que é bem
provavel que as AGs dos CEOs estejam evoluindo de forma indepedente da ameba,
implicando que a similaridade na AG de Sputnik e Zamilon dependem diretamente, se

€ gue nédo exclusivamente, do APMV e suas fabricas virais.

Por fim, os métodos utilizados neste trabalho permitiram a obtencdo de
resultados independente de homologias entre os genomas e suas CDS. Estudos
futuros podem vir a aprofundar as relacdes aqui observadas entre APMV e seus

viréfagos.
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Apéndice

Apéndice A: Pseudocddigo do algoritmo de contagem de oligonucleotideos.

INICIO

VARIAVEIS
genoma: E a sequéncia FASTA convertida em uma Gnica string.
nuc: vetor contendo os 4 nucleotideos (A, T,C e G) e suas quantidades no genoma
dinuc: vetor contendo os 16 dinucleotideos e suas quantidades no genoma
trinuc: vetor contendo os 64 trinucleotideos e suas quantidades no genoma
tetranuc: vetor contendo os 256 tetranucleotideos e suas quantidades no genoma

i: iterador

PARA_CADA nucleotideo EM genoma FACA:
nuc[ nucleotideo ] +=1 /lIncrementa a contagem do dado nucleotideo
dinuc|[ nucleotideo + (nucleotideo+1) ] += 1 //Incrementa a contagem do dinucleotideo
trinuc[ nucleotideo + (nucleotideo+2)] ] += 1 //Incrementa a contagem do trinucleotideo

tetranuc[ nucleotideo + (nucleotideo+3)] ] += 1 //Incrementa a contagem do
tetranucleotideo

FIM_PARA_CADA

i <-0 //Zerando o iterador
PARA_CADA i EMnnuc: //Mostra a Frequéncia Relativa de nucleotideos
ESCREVER (“Frequéncia de nucleotideos: ”, nuc / tamanho(genoma) )

FIM_PARA _CADA

I1<-0 //Zerando o iterador
PARA CADA i EM dinuc:

ESCREVER (“Frequéncia de dinucleotideos: ”, dinuc / tamanho(genoma) )
FIM_PARA_CADA



I1<-0 //Zerando o iterador
PARA CADA i EM trinuc:

ESCREVER (“Frequéncia de trinucleotideos: ”, trinuc / tamanho(genoma) )
FIM_PARA_CADA

I <-0 //Zerando o iterador
PARA_CADA i EM tetranuc:

ESCREVER (“Frequéncia de tetranucleotideos: , tetranuc / tamanho(genoma) )
FIM_PARA _CADA

FIM
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