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RESUMO

Durante os ultimos anos vem se discutindo bastante a evolugdo dos virus. A descoberta dos
grandes virus de DNA nucleocitoplasmaticos (do inglés, Nucleocytoplasmic large DNA
viroses, NCLDV) foi de grande ajuda para entender como os virus evoluiam visto que 0s
virus comuns sofrem muita mutacéo e apresentam um genoma muito pequeno dificultando o
encontro de um sinal evolutivo, diferentemente dos NCLDV que apresentam maquinaria de
reparo de DNA e um genoma grande. Existe, atualmente, duas hipGteses de como esses virus
poderiam ter adquirido o tamanho gigante do seu genoma em relagdo aos demais virus. A
hipdtese de aquisicdo de genes por transferéncia horizontal formando ilhas gendmicas e a
hipbtese de degradacdo do genoma, onde o grandes virus estariam perdendo material genético
para 0 meio. Neste trabalho procuro encontrar evidencias que corroborem com a hip6tese de
aquisicdo de material genético para os grandes virus verificando a existéncia de ilhas
gendmicas em cada um dos genomas ja sequenciado da familia de Mimivirus, utilizando um
algoritmo de clusterizagdo Mean-Shift e para confirmar se de fato o genoma apresenta uma
ilha gendmica, utilizo filogenias para identificar possiveis transferéncias laterais de genes.

Palavras-chave: Evolucdo, Ilhas Gendmicas, Mimivirus



ABSTRACT

During the last few years the evolution of the virus has been much discussed. The discovery
of the large nucleocytoplasmic DNA viruses (Nucleocytoplasmic Large DNA Viruses,
NCLDV) was a great help to understand how viruses evolved since the common viruses
undergo much mutation and present a very small genome making it difficult to find an
evolutionary signal, NCLDV systems that present DNA repair machinery and a large genome.
There are currently two hypotheses as to how these viruses could have acquired the giant size
of their genome in relation to the other viruses. The hypothesis of acquisition of genes by
horizontal transfer forming genomic islands and the hypothesis of degradation of the genome,
where the large viruses are losing genetic material to the medium. In this work, I try to find
evidence that supports the hypothesis of genetic material acquisition for large viruses by
verifying the existence of genomic islands in each of the genomes already sequenced from the
Mimivirus family using a Mean-shift clustering algorithm and to confirm if Fact the genome
presents a genomic island, 1 use phylogenies to identify possible lateral gene transfers.

Keywords: Evolution, Genomic Islands, Mimivirus
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1. Introducéo

Durante os ultimos anos vem se discutindo bastante a evolucdo dos virus para tentar
inferir sua provavel origem. Porém, a maior parte dos estudos utiliza uma abordagem de
genéticas de populacbes onde procura-se mostrar novos polimorfismos genéticos entre
diferentes linhagens. Outros estudos filogenéticos com virus tem apresentado dificuldades na
execucdo pela propensdo dos virus a adquirirem material genético aleatorio dos seus
hospedeiros e do ambiente, pela sua taxa de divergéncia alta em suas sequéncias (MONIER;
CLAVERIE; OGATA, 2007). Com a descoberta dos grandes virus nucleocitoplasmaticos de
DNA ( do inglés Nucleocytoplasmic large DNA viroses, NCLDV), essas dificuldades
mudaram, pois estes virus apresentam proteinas de reparo de DNA (RAOULT et al., 2004),
que impedem a alta taxa de divergéncia dentro dos virus, facilitando encontrar um sinal
filogenético para esses organismos e podendo tracar mais facilmente sua histdria evolutiva na

arvore da vida.

Os modelos de evolu¢do dos mimivirus € um campo de forte discussdo na ciéncia.
Atualmente, existem duas hipdteses de como estes teriam surgido: a primeira é a de que esses
virus sdo grupo irmdo dos protoeucariotos, uma vez que seu genoma teria evoluido de um
organismo celular, de maneira que uma célula teria perdido material genético e se tornado um
virus. Entretanto, existe uma outra hipOtese que sugere que eles sofreram diversas
transferéncias horizontais génicas onde adquiriram mais de quinhentos genes, que se adaptam
ao seu hospedeiro e transformaram o virus pequeno em um grande virus, explicando a origem
dos genes celulares presentes nos Mimivirus (PEREIRA, 2014). Por causa destas
caracteristicas Unicas dos Mimivirus, além do fato de serem parte de um grupo descoberto
recentemente e que estd em ascensdo na comunidade cientifica, neste trabalho tenta-se
esclarecer a provavel origem deste grupo baseando-se na hipdtese que estes virus adquiriram
muito material genético de transferéncia lateral génica e desenvolveram um grande tamanho

em comparacdo aos demais virus.



2. Objetivos

2.1 - Objetivos gerais

Verificar a hipotese de que os Mimivirus teriam evoluido por aquisicdo de genes

advindas de transferéncia horizontal génica.

2.2 - Objetivos especificos

Fazer uma comparagdo da maquinaria basal de transcricdo de Mimivirus com modelos

de organismos eucariotos e procariotos.

Fazer uma andlise filogenética das provaveis proteinas das ilhas genémicas dos

Mimivirus para descobrir a provavel origem de cada ilha.

3. Fundamentacao tedrica

3.1 — Mimivirus

Os Mimivirus foram descobertos em 2003 por isolamento em co-cultura com a ameba
Acanthamoeba poliphaga e, desde entdo, quebraram paradigmas relacionados a virus e a
definicdo de vida. Mimivirus e outros virus gigantes sdo definidos pelo seu virion e genoma
de tamanho gigante, por sua complexidade, pela presenca de DNA e mRNA, a presenga de
dezenas ou centenas de proteinas em virions e componentes associados com 0s processos de
traducdo (SHARMA et al., 2016), séo visiveis em microscopia de luz e séo retidos por filtros
e seu material genético é muitas vezes ainda maior do que as de bactérias. Foram encontrados

alguns de seus genes codificantes para proteinas Unicas entre os virus e envolvidos em



processos como a reparacdo do DNA, dobras de proteinas, de sintese de nucleotideos,
metabolismo de amino&cidos, proteina de modificacdo de lipidios ou metabolismos de
polissacarideos (RAOULT et al., 2004), bem como, traducéo e transcricdo de proteinas, que é
algo que ndo tem precedentes em virus. Tais proteinas mostram que esses organismos tém sua
propria maquinaria de replicacdo completa, com varias proteinas de traducdo (AHERFI et al
2016). Foi detectado RNA mensageiro no capsideo de Mimivirus e no genoma foram
encontrados genes para codificar RNAs de transferéncia e abriga os genes promotores iniciais
e tardios (RAQULT et al., 2004; RENESTO et al., 2006; LEGENDRE et al., 2010 apud
AHERFI et al., 2016).

Também foi descoberto que Mimivirus servem como hospedeiro para um outro tipo
menor de virus, que foi chamado de vir6fago, como uma analogia para bacteriéfago (dentro
desses virus, sendo os exemplos mais notaveis, Sputnik e Zamilon). Estes virdfagos néo
podem se replicar ao entrar em uma ameba que ndo esta infectado com Acanthamoeba
polyphaga mimivirus (APMYV) pois os virdfagos necessitam da maquinaria de replicacdo do
AMPV para a sua propria replicacdo, fazendo com que os Mimivirus sejam impactados
profunda e negativamente, uma vez que isso causa uma reducdo da sua taxa de replicacdo e
no aumento da criacdo de Mimivirus anormais que ndo conseguem sobreviver (LA SCOLA
2008). Além disso, também foi descoberto um sistema de defesa contra o vir6fago Zamilon
em virus da linhagem A de APMV, que é muito semelhante ao sistema CRISPR-cas
encontradoem bactérias e é algo que era impensavel em virus até muito recentemente
(LEVASSEUR et al., 2016).

Considerando que os grandes virus de DNA citoplasmatico ( do inglés, Nucleocytoplasmic
large DNA viruses, NCLDV) podem integrar em genomas eucariéticos, € provavel que a
assimilacdo dos genomas ancenstrais dos NCLDV também ocorreu nos genomas proto-
eucarioticos. Apropriadamente, estabelecida por seu possivel envolvimento na origem do
nacleo (BELL, 2001), NCLDV pode ter desempenhado um papel na origem dos eucariotos
modernos, introduzindo novos genes (e, portanto, possivelmente, novas fungfes) em proto-

eucariotos.

No entanto, no momento da descricdo do genoma Mimivirus, os mesmos foram
mostrados como um novo ramo na arvore da vida, sendo colocados proximos da origem do
dominio eucariotica em uma reconstrucdo filogenética estabelecida por sequéncias

concatenadas de sete proteinas conservadas (AHERFI et al., 2016).



3.2 - Transferéncia Lateral de genes e ilhas genémicas

Genomas podem evoluir por um processo chamado transferéncia horizontal de genes
(transferéncia lateral de genes). Este processo se da quando um gene de um genoma de uma
espécie é incorporado no genoma de outra espécie (RIDLEY, 2006). A transferéncia lateral de
genes ocorre entre 0s procariotos por trés mecanismos principais, conjugacéo, transformacao

e transducao.

Conjugacdo ocorre pelo contato fisico de um pili de conjugacdo de uma célula
doadora com uma célula receptora. O DNA de cadeia simples é transportado da célula
doadora para a célula receptora. Na transformacdo, a célula procaridtica capta o DNA
exogeno do meio. A transducdo é a entrada de material genético em procariotos através da
captura de fagos, devido a integracdo do material genético do hospedeiro no genoma do fago.
Existem ainda outros mecanismos de transferéncia lateral de genes. Os agentes de
transferéncia de genes fazem parte de um sistema de entrega de genes por fagos que néo
reconhecem mais o proprio DNA e passam fragmentos aleatdrios para o cromossoma do

hospedeiro e sdo encontrados tanto em bactérias, quanto em arqueias.

A fusdo celular é um mecanismo s6 encontrado em arqueias, onde as células ficam
fusionadas através da membrana celular que forma uma ponte onde ocorre uma troca
bidirecional de material genético. Em eucariotos, a transferéncia lateral de genes pode ocorrer
por dois mecanismos que sdo a transferéncia génica intracelular ou endossimbionte ,que
acontece quando um organismo endossimbionte ou organela é incorporada no genoma do
hospedeiro. Outro mecanismo que pode ocorrer € através da introgressao em um evento de
hibridizacdo entre duas espécies divergentes (SOUCY; HUANG; GOGARTEN, 2015).

Como exemplo de transferencia lateral de genes entre virus e eucariotos temos 0s
retrovirus sdo singulares entre os virus animais pois, como passo exigido do seu ciclo de vida,
eles se integram nos genomas do hospedeiro como provirus. Caso um evento de integracao
ocorra em células germinativas, os provirus podem ser passados da geracdo parental para 0s
descendente e verticalmente herdados dentro da espécie. Qito por cento de todo o genoma

humano ¢é derivado de mais de 100.000 fdsseis retrovirais, muitos dos quais estdo presentes



em todos os primatas simios que compartilharam o ultimo ancestral comum h& mais de 30
milhdes de anos (PATEL; EMERMAN; MALIK, 2011).

Tais transferéncias geram ilhas gendmicas que s&o um grupo de genes que se fixam
em um genoma de uma espécie e que sdo advindosde outras espécies. As regides de ilhas
gendmicas contém genes que variam de 10-200 kb de comprimento e os genes sao geralmente
elementos genéticos mdveis como profagos, integrons, transposons e elementos conjugativos
inegrativos (LANGILLE; HSIAO; BRINKMAN, 2010).

3.3 - Transferéncia lateral de genes em Mimivirus.

Atualmente, existem duas frentes de discussdo sobre a evolu¢do dos mimivirus: uma
afirma que Mimivirus e outros NCLDV adquiriram seu genoma gigantesco devido a varios
eventos de transferéncia horizontal de genes (do inglés,Horizontal Gene Transfer,HGT) com
células eucaridticas (MOREIRA; BROCHIER-Armanet, 2008;. WILLIAMS et al, 2011). A
outra hipdtese estabelece que estes virus gigantes sdo originados a partir de organismos
celulares antigos que passaram por uma reducdo do genoma e adquiriram um estilo de vida
viral (esta ideia baseia-se em genes que sdo semelhantes aos encontrados nos outros 3
dominios) (Claverie, 2006).

Em anélises filogenéticas de replicacdo dos genes virais, estes geralmente ficam
agrupados com mais frequéncia na base da arvore e longe de sequéncias celulares
relacionadas, sugerindo que os genes de replicacdo estavam presentes no ancestral NCLDV e
evoluiram de forma independente, raramente afetados por transferéncia lateral de genes.
Estudos recentes de filogenémica dos genomas de Mimivirus levantaram novas questdes

sobre a aquisi¢cdo macica de genes de hospedeiros celulares de bactérias e eucariotos.

Filée (2009) e Filée, Pouget e Chandler (2008) sugeriram que Varios genes dos
Mimivirus foram adquiridos de outros protistas, como o Heterolobosea ou Kinetoplastida. Os
genoma dos Mimivirus e dos Phycodnavirus (outro virus gigante de DNA) apresentam
sequéncias de insercdo (do inglés, insertion sequences,ISs), tipicamente encontradas em

bactérias e Archaea. Esses elementos pertencem as familias 1S200 / 1S605 e 1S4 e



provavelmente foram adquiridos atraves de transferéncia horizontal de genes a partir de fontes
procariotas.

A complexidade e o tamanho do genoma dos Mimivirus e Chlorella Phycodnavirus parece
ser substancialmente explicado pelo acréscimo de um conjunto diverso de genes bacterianos e
elementos genéticos moveis. Apesar de ter genomas maiores, a Chlorella Phycodnaviruses e
0 Mimivirus tem a menor propor¢do (nimero comprimento / genoma) de genes de origem
potencialmente eucaridtica. Por outro lado, se alguns genes foram adquiridos por
transferéncia lateral com o hospedeiro, 0 gene correspondente aparece polifilético, e como um
taxon irméo das sequéncias hospedeiras. Filogenia dos genes nucleares que estdo envolvidas
no metabolismo do DNA fornecem evidéncias de transferéncias laterais frequentes de
diferentes fontes celulares para NCLDV (FILEE, 2009; FILEE, POUGET e CHANDLER, 2008).

Em procariotos, os genes adquiridos por transferéncia lateral s&o muitas vezes
agrupados no cromossoma e fazem ilhas gendmicas. Nos virus foi feita a co-localizacdo dos
genes de composicdo andmala ao longo de cromossomos dos grandes virus de DNA de fita
dupla(do inglés, Large Double Stranded DNA viruses, LDVs) que é o grupo ao qual os
NCLDV fazem parte (do inglés, Nucleocytoplasmic Large DNA Viruses, NCLDV) usando
uma simulagdo de Monte-Carlo. Nenhum dos genomas de entomopoxviruses, baculovirus,
iridoviruses, Mimivirus, nimavirus ou phycodnaviruses exibiu uma tendéncia significativa
para 0s genes de composicdo anémala para ser agrupado ao longo do genoma. Esses genes de
composicdo andémala poderiam fornecer aos LDVs a capacidade de prolongar a integridade
das células hospedeiras. Entretanto, ndo houve correlacdo significativa entre a proporgdo de
genes de composicdo anémala e o tamanho dos genomas LDV. Esta observacao propGe que
tamanhos extremamente grandes dos genomas de alguns LDVs (tais como Mimivirus) nédo
sdo devido a recente aquisicdo de genes estranhos. Com base em andlises de composi¢do de
nucleotideos, reconstrucdes de arvores filogenéticas e pesquisas de bancos de dados sugerem
gue a transferéncia horizontal de genes para estes virus de seus hospedeiros atuais é pouco
frequente e ndo levam em conta a grande variagdo no tamanho do genoma (MONIER;
CLAVERIE; OGATA, 2007).

Nos Mimivirus, foi sugerido que de um total de mais de 900 genes, mais de 100 genes
sdo adquiridos por transferéncia lateral vinda de bactérias e organismos proximos a
eucariotos. No entanto, o Mimivirus codifica para mais de 700 genes orféos (sdo genes sem

homologia em outras linhagens) ou genes mal conservados, assim, entre os 200 genes com



homologia nas bases de dados confidveis, metade parecem resultar de transferéncias lateral de
genes. Os virofagos, que foram recentemente descritos, podem ser um mecanismo alternativo
de transferencia de genes entre NCLDVs. O virdfago possui um genoma mosaico composto
de genes de origens distintas (por exemplo, eucariotos e bactérias) (FILEE; CHANDLER,
2010).

3.4 - Deteccdo de ilhas gendmicas usando mean-shift

Os genes de uma determinada espécie sdo normalmente semelhantes na sua
composic¢do de base e os padrdes de utilizacdo de cddons, de tal maneira que os fragmentos de
sequéncias adquiridas horizontalmente a partir de outros organismos podem ser selecionadas
computacionalmente. Os métodos atuais de previsdo de ilhas gendmicas com base na
composicdo de sequéncia depende fortemente desse fato. No entanto, isso conduz a néo
identificacdo de ilhas gendmicas em que os genomas de dois organismos, doadores e
receptores tém conteudos semelhantes ou idénticos de G + C (guanina mais citosina).

Para poder separar elementos de um conjunto de dados, em grupos de objetos de
acordo com sua semelhanca sdo utilizado metodos de clusterizacdo (agrupamento) como o
método mean-shift, ou seja, separar padrdes de G + C de um genoma e tentar agrupar esses
padrdes em duas categorias: uma contendo os padrdes do genoma e 0 outro que esses padrdes
sejam diferentes do genoma.

O mean-shift ¢ um método ndo paramétrico de agrupamento onde ndo é preciso definir
0 numero de agrupamentos para a operagdo, mas necessita de largura de banda como
parametro a ser definido, que influencia no nimero de aglomerados formados e afeta a
velocidade de convergéncia do algoritmo. A definicdo de pardmetro de largura de banda é
critica, influencia fortemente o resultado do algoritmo e utiliza uma heuristica propria
(BRITO et al., 2016).



4. Metodologia

4.1 - Escolha dos organismos

Para este trabalho foram selecionados 17 genomas de virus da familia Mimiviridae:
Acanthamoeba castellanii mamavirus strain Hal-V (gbh|JF801956.1), Acanthamoeba
polyphaga mimivirus (NC_014649.1), Cafeteria roenbergensis virus BV-PW1
(NC_014637.1), Hirudovirus strain Sangsue (KF493731.1), Mimivirus Bombay
(gh|KU761889.1), Mimivirus fauteuil , (emb|LN871163.1), Samba virus (gh|KF959826.2),
Mimivirus terra2 (NC_023639.1), Acanthamoeba polyphaga moumouvirus (NC_020104.1),
Moumouvirus goulette (gh|KC008572.1), Megavirus chiliensis (NC_016072.1), Megavirus
courdoll (gh|JX975216.1), Megavirus Iba (gbh|JX885207.1), Megavirus terral
(NC_023640.1), Megavirus avenue9 (LN867403.1), Megavirus battle43 (LN868256.1) e
Powai lake megavirus (gb|KU877344.1). Estes genomas virais foram selecionados pois sdo 0s
unicos com genoma completo e montado até a data (10/08/2016). Seus dados estdo

disponiveis no banco de dados online NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov)

4.2 - Obtencéo das proteinas das ilhas genémicas

Para obtencdo das proteinas das ilhas genémicas encontradas foi utilizada a ferramenta
online Blastx (KORF, 2003) disponivel no NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) .Onde foi
colocada uma sequéncia de nucleotideos encontrados como ilha gendmica nos genomas de

Mimivirus e foi traduzida em sequéncias de aminoacidos que geraram algumas proteinas.

4.3 - Obtencéo das sequéncias de proteinas para filogenia

Foram utilizada quinze proteinas de ilhas genémicas de Mimivirus sendo elas:

Provavel proteina colagéno 7 (AGD92194.1), Provavel Endonuclease VIII



(YP_004894323.1), Fator de troca de nucleotideo guanina (YP_004894327.1), Provavel
proteina Bifuncional Metalloproteaseubiquitina ligase (AGD92181.1), Provavel proteina
CFxQ (AEX61379.1), Provavel proteina chemotaxis CheD (AEX61366.1), Provavel DnaK
Hsp70 (YP_003970036.1), Provavel Glicosiltransferas (YP_004894341.1), Provavel proteina
Serinethreonine quinase (AEX61407.1), Provavel enzima ativadora da ubiquitina E1
(YP_003970068.1), Provavel UvrDREP helicase (YP_003970059.1), D5-ATPase-helicase
(AEY99293.1), Provavel proteina p13 (AGD92165.1), Fator de libertagdo da cadeia peptidica
eRF1 (YP_004894331.1) e RNA Ligase 2 (YP_004894359.1). Foram obtidas a maior
quantidade destas sequéncias pela ferramenta BLAST (MORENO-HAGELSIEB; LATIMER,
2007) de cada um dos dominios da vida e todas as sequéncias de Mimivirus na plataforma
online UniProt (http://www.uniprot.org/) e no no banco de dados online NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

4.4 - Deteccdo de ilhas gendmicas

Para deteccdo das ilhas genémicas nos genomas de mimivirus selecionados, foi
utilizado o algoritmo de clusterizacdo mean-shift (BRITO et al., 2016) disponivel no site

http://integrativebioinformatics.me/msgip/.

4.5 - Alinhamento e modelo evolutivo

Para o alinhamento das sequéncias encontradas nas ilhas genémicas foi utilizado o
software mafft v.7 (Katoh; STANDLEY, 2016) utilizando os parametros mostrados no anexo
C.. Depois disso, buscamos o melhor modelo evolutivo usando Prottest 3 (Darriba et al.,
2011) onde foram encontradas as proteinas provavel DnaK Hsp70, Fator de libertagdo da
cadeia peptidica eRF1 e provavel enzima ativadora da ubiquitina E1 de acordo com o indici
AIC: LG+I+G+F, para a provavel proteina colageno 7 foi indice BIC: RtREV e para as
demais proteinas foi encontrado o indici BIC: VT.



10

4.6-Arvores filogenéticas

As éarvores filogenéticas de méxima verossimilhanca de cada proteina das ilhas
genémicas foram criadas utilizando o software T-REX (Tree and Reticulogram
Reconstructor) (BOC; DIALLO; MAKARENKOV 2012, MAKARENKOV 2001), que
utilizou o modelo de probabilidade maxima com os parametros a partir dos modelos gerados
pelo Prottest 3 e 0s seguintes parametros presentes no anexo D. Para interpretar estas arvores
filogenéticas foi utilizado o software TreeGraph 2 (Stover; MULLER, 2010).

4.7 - Comparagao de vias metabolicas

Para comparar as vias metabdlicas de transcricdo foram utilizadas as proteinas dos
genoma do Cafeteria roenbergensis virus BV-PW1, Acanthamoeba polyphaga mimivirus,
Megavirus chiliensis e Acanthamoeba polyphaga moumouvirus. no site do NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) e comparadas com as vias metabdlicas de eucariotos e

procariotos na plataforma online KEGG (http://www.kegg.jp/).

5. Resultados

5.1 - llhas genémicas

Foram encontradas cinco ilhas gendmicas utilizando o algoritmo de mean-shift. Para o
genoma do Cafeteria roenbergensis virus BV-PW1 foi encontrada uma provavel regido de
ilha da posicdo 0,450 - 0,500Mb do genoma. Para 0 genoma de Megavirus chiliensis foi
encontrada a provavel regido de ilha na posic¢do 0,250 - 0,300Mb. Ja no genoma de Megavirus
courdoll foi encontrado a provavel regido na posi¢do 0,250 - 0,300Mb. Em Megavirus
avenue 9 foi encontrada uma provavel ilha na regido 0,950 - 1,000Mb e para o genoma do
Megavirus battle 43 foi encontrada uma regido de provavel ilha na posi¢do 0,950 - 1,000Mb.
Utilizando a ferramenta online BLASTX (disponivel em: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) que

traduz os nucleotideos em proteinas, foram obtidas as proteinas que segue na Tabela 1.
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Provavel proteina colagéno 7 X X X X
D5-ATPase-helicase X
Provavel Endonuclease VIII X X
Fator de troca de nucleotideo guanina X X X X
Provavel proteina p13 X
Fator de libertacdo da cadeia peptidica eRF1 X X
Provavel proteina CFxQ X X X X
Provavel proteina chemotaxis CheD X
Provavel DnaK Hsp70 X
Provavel Glicosiltransferase X X
Provavel proteina Serinethreonine quinase X X
Provavel enzima ativadora da ubiquitina E1 X
Provavel proteina Bifuncional Metalloproteaseubiquitin ligase X X X
Provavel UvrDREP helicase X
RNA Ligase 2 X

Tabela 1. Correspondéncia entre as proteinas de ilhas gendmicas e seus respectivos
organismos

Também foram encontradas proteinas hipotéticas sendo seis para o, Cafeteria roenbergensis
virus BV-PW1 que sdo hypothetical protein crov406(YP_003970039.1); hypothetical protein
crov409(YP_003970042.1), hypothetical protein crov41l5 (YP_003970048.1), hypothetical
protein crov424 (YP_003970057.1), hypothetical protein crov427 (YP_003970060.1),
hypothetical protein crov440 (YP_003970073.1); para o, Megavirus chiliensi foram cinco,
sendo elas: hypothetical protein MegaChil _gp0271 (YP_004894322.1), hypothetical protein
MegaChil _gp0264 (YP_004894315.1), hypothetical protein MegaChil _gp0279
(YP_004894330.1), hypothetical protein MegaChil _gp0282 (YP_004894333.1), hypothetical
protein MegaChil _gp0301(YP_004894352.1); para Megavirus courdoll foram oito, sendo as
seguntes : hypothetical protein (ANB50420.1) , hypothetical protein c7_R346 (AEX61412.1),
hypothetical protein CE11 00289 (AFX92319.1), hypothetical protein CE11 00307
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(AFX92337.1), hypothetical protein CE11 00314 (AFX92344.1), hypothetical protein
CE11_00319 (AFX92349.1), hypothetical protein MegaChil _gp0301 (YP_004894352.1),
hypothetical protein MegaChil _gp0302 (YP_004894353.1);para 0 Megavirus avenue9 foram
seis sendo elas : hypothetical protein CE11 00289 (AFX92319.1), hypothetical protein
MegaChil _gp0254 (YP_004894305.1), hypothetical protein MegaChil _gp0256
(YP_004894307.1), hypothetical protein MegaChil _gp0262 (YP_004894313.1), hypothetical
protein MegaChil _gp0264 (YP_004894315.1), hypothetical protein MegaChil _gp0283
(YP_004894334.1); para Megavirus battle43 foram cinco sendo elas : hypothetical protein
c7_L289 (AEX61355.1), hypothetical protein CE11 00289 (AFX92319.1), hypothetical
protein LBA 00249 (AGD92169.1), hypothetical protein LBA 00251 (AGD92171.1),
hypothetical protein MegaChil _gp0263 (YP_004894314.1). Os demais Mimivirus nao

tiveram ilhas genémicas.

5.2 - Filogenias das proteinas das ilhas

Foram construidas arvores filogenéticas utilizando as proteinas encontradas
nas ilhas gendmicas dos genomas dos Mimivirus e proteinas homélogas encontradas
nos trés dominios da vida e em outros Mimivirus para inferir a provavel origem de
cada uma das proteinas das ilhas, analisando onde cada proteina se agrupa na arvore
filogenética. Se de fato forem ilhas genémicas essas proteinas devem se agrupar com
as proteinas homologas, em um dos trés dominios da vida mostrando que houve
transferéncia horizontal de genes entre um determinado dominio da vida e os

Mimivirus.
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5.3 - Fator de libertacdo da cadeia peptidica eRF1

O Fator de liberacdo da cadeia peptidica eRF1 € uma proteina que participa da
maquinaria de traducdo dos Mimivirus. Esta proteina foi agrupada em sua filogenia com as
proteinas homologas em um clado formado pelos Mimivirus, como pode-se observar em azul
na Figura 1, mostrando que provavelmente essa proteina ndo faz parte de uma ilha gendmica

visto que nenhuma proteina do grupo dos Mimivirus se agrupou com eucariotos ou bactérias

ou arqueias.

5.0

Figura 1. Em vermelho estdo as proteinas agrupadas no dominio Bacteria, em azul escuro os Mimivirus, em verde os

Eukarya e azul claro os Archaea.
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5.4 - Provavel Endonuclease V111

A provavel Endonuclease VIII atua nos processos bioldgicos de reparo de base-
excisdo, hidrolise da ligacdo fosfodiéster do &acido nucleico e reparo de excisdo de
nucleotideo. Esta proteina foi agrupada em sua filogenia com as proteinas homdlogas em um
clado formado pelos Mimivirus, como pode-se observar em azul na Figura 2, mostrando que
provavelmente essa proteina ndo faz parte de uma ilha gendmica visto que nenhuma proteina

do grupo dos Mimivirus se agrupou com eucariotos ou bactérias ou arqueias.

-+

Figura 2. Em vermelho estdo as proteinas agrupadas no dominio Bacteria, em azul escuro os Mimivirus, em verde os

Eukarya e azul claro os Archaea.
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5.5 - D5-ATPase-Helicase

A D5-ATPase-Helicase tem funcdo de ligacdo de nucleotideos, atividade de helicase,
hidrolase, atuando sobre acido anidrido e ligacdo de ATP. Esta proteina foi agrupada em sua
filogenia com as proteinas homdlogas em um clado formado pelos Mimivirus, como pode-se
observar em azul na Figura 3, mostrando que provavelmente essa proteina ndo faz parte de
uma ilha gendmica visto que nenhuma proteina do grupo dos Mimivirus se agrupou com

eucariotos ou bactérias ou arqueias.
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Figura 3. Em vermelho estdo as proteinas agrupadas no dominio Bacteria, em azul escuro os Mimivirus, em verde os

Eukarya e azul claro os Archaea.
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5.6 - Provavel proteina CFxQ

A provavel proteina CFxQ é uma ligante de ATP. Esta proteina foi agrupada em sua
filogenia com as proteinas homdlogas em um clado formado pelos Mimivirus, como pode-se
observar em azul na Figura 4, mostrando que provavelmente essa proteina ndo faz parte de
uma ilha gendmica visto que nenhuma proteina do grupo dos Mimivirus se agrupou com

eucariotos ou bactérias ou arqueias.

2.0

Figura 4. Em vermelho estéo as proteinas agrupadas no dominio Bacteria, em azul escuro os Mimivirus, em verde 0s

Eukarya e azul claro os Archaea.
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5.7 - RNA Ligase 2

A RNA Ligase 2 tem fungdo de catélise da unido de um ribonucleotidio, com a
hidrolise concomitante da ligacdo difosfato em ATP ou um trifosfato semelhante.Esta
proteina foi agrupada em sua filogenia com as proteinas homdélogas em um clado formado
pelos Mimivirus, como pode-se observar em azul na Figura 5, mostrando que provavelmente
essa proteina ndo faz parte de uma ilha gendémica visto que nenhuma proteina do grupo dos

Mimivirus se agrupou com eucariotos ou bactérias ou arqueias.

100

100

Figura 5. Em vermelho estéo as proteinas agrupadas no dominio Bacteria, em azul escuro os Mimivirus, em verde 0s

Eukarya e azul claro os Archaea.
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5.8 - Provavel proteina p13

A provavel proteina P13-like tem funcdo de transferase, transferindo grupos glicosil
.Esta proteina foi agrupada em sua filogenia com as proteinas homoélogas em um clado
formado pelos Mimivirus, como pode-se observar em azul na Figura 6, mostrando que
provavelmente essa proteina ndo faz parte de uma ilha genémica visto que nenhuma proteina

do grupo dos Mimivirus se agrupou com eucariotos ou bactérias ou arqueias.

20

Figura 6. Em vermelho estéo as proteinas agrupadas no dominio Bacteria, em azul escuro os Mimivirus, em verde os

Eukarya e azul claro os Archaea
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5.9 - Provavel proteina colagéno 7

A provavel proteina colagéno 7pode participar na formacéo de uma camada de fibrilas
reticuladas glicosiladas na superficie viral, dando-lhe assim uma aparéncia “peluda”. Esta
proteina foi agrupada em sua filogenia com as proteinas homologas em um clado formado
pelos Mimivirus, como pode-se observar em azul na Figura 7, mostrando que provavelmente
essa proteina nao faz parte de uma ilha genémica visto que nenhuma proteina do grupo dos

Mimivirus se agrupou com eucariotos ou bactérias ou arqueias.

| L <

Figura 7. Em vermelho estéo as proteinas agrupadas no dominio Bacteria, em azul escuro os Mimivirus, em verde o0s

Eukarya e azul claro os Archaea.
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5.10 - Provavel DnaK Hsp70

A provavel DnaK Hsp70 é uma proteina de choque térmico que participa da dobra de
proteinas. A maioria das proteina homologas em Mimivirus foi agrupada em um clado com a
excecdo de uma que ficou agrupado como grupo irméo das proteinas homdlogas encontradas
em Archaea e Bacteria como pode ser visto na Figura 8, indicando que pode ter ocorrido uma

transferéncia lateral de genes entre um desses dois dominios e os Mimivirus.

HSPT0 hive protesn Acaiamosts palyphiags moumouirus

6.0

Figura 8 Em vermelho estdo as proteinas agrupadas no dominio Bacteria, em azul escuro os Mimivirus, em verde 0s

Eukarya e azul claro os Archaea.
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5.11 - Provavel proteina chemotaxis CheD

A provavel proteina chemotaxis CheDé um transdutor de sinal de quimiotaxia .Esta
proteina foi agrupada em sua filogenia com as proteinas homdélogas em um clado formado
pelos Mimivirus, como pode-se observar em azul na Figura 9, mostrando que provavelmente
essa proteina nao faz parte de uma ilha genémica visto que nenhuma proteina do grupo dos

Mimivirus se agrupou com eucariotos ou bactérias ou arqueias.

20

Figura 9. Em vermelho estéo as proteinas agrupadas no dominio Bacteria, em azul escuro os Mimivirus, em verde os

Eukarya e azul claro os Archaea.
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5.12 - Provével Glicosiltransferase

A provavel Glicosiltransferaseé uma proteina de transferéncia de grupo glicosil.Esta
proteina foi agrupada em sua filogenia com as proteinas homologas em um clado formado
pelos Mimivirus, como pode-se observar em azul na Figura 10, mostrando que provavelmente
essa proteina nao faz parte de uma ilha genémica visto que nenhuma proteina do grupo dos

Mimivirus se agrupou com eucariotos ou bactérias ou arqueias.
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Figura 10. Em vermelho est&o as proteinas agrupadas no dominio Bacteria, em azul escuro os Mimivirus, em verde o0s

Eukarya e azul claro os Archaea.
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5.13 - Fator de Troca de nucleotideo Guanina

O fator de troca de nucleotideo guanina como o préprio nome sugere tem atividade de
troca de nucleotideos guanina.Esta proteina foi agrupada em sua filogenia com as proteinas
homologas em um clado formado pelos Mimivirus, como pode-se observar em azul na Figura
11, mostrando que provavelmente essa proteina ndo faz parte de uma ilha gendmica visto que
nenhuma proteina do grupo dos Mimivirus se agrupou com eucariotos ou bactérias ou

arqueias.
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Figura 11. Em vermelho estdo as proteinas agrupadas no dominio Bacteria, em azul escuro os Mimivirus, em verde os

Eukarya e azul claro os Archaea.
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5.14 - Provavel proteina Bifuncional Metalloproteaseubiquitina ligase

A provavel proteina Bifuncional Metalloproteaseubiquitina ligase tem atividade de
metalopeptidase, proteolise e de ligase .Esta proteina foi agrupada em sua filogenia com as
proteinas homologas em um clado formado pelos Mimivirus, como pode-se observar em azul
na Figura 12, mostrando que provavelmente essa proteina ndo faz parte de uma ilha genébmica
visto que nenhuma proteina do grupo dos Mimivirus se agrupou com eucariotos ou bactérias

ou arqueias.
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Figura 12. Em vermelho estfo as proteinas agrupadas no dominio Bacteria, em azul escuro os Mimivirus, em verde os

Eukarya e azul claro os Archaea.
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5.15 - Provavel proteina Serinethreonine quinase

A provavel proteina Serinethreonine quinase tem funcdo de fosforilagdo proteica e de
transducdo de sinal intracelular. A maioria das proteina homologas em Mimivirus foi
agrupada em um clado com a excecdo de uma que ficou agrupado como grupo proximo das
proteinas homologas encontradas em Eukarya como pode ser visto na Figura 13, indicando
que pode ter ocorrido uma transferéncia lateral de genes entre um desses dois dominios e 0s

Mimivirus.
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Figura 13. Em vermelho estdo as proteinas agrupadas no dominio Bacteria, em azul escuro os Mimivirus, em verde os

Eukarya e azul claro os Archaea.
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5.16 - Provéavel UvrDREP helicase

A Provavel UvrDREP helicase interage seletivamente e ndo covalentemente com
ATP, adenosina 5'-trifosfato, uma coenzima universalmente importante e regulador
enzimatico .A maioria das proteina homologas em Mimivirus foi agrupada em um clado com
a excecdo de uma que ficou agrupado como grupo proximo das proteinas homoélogas
encontradas em Bacteria como pode ser visto na Figura 14, indicando que pode ter ocorrido

uma transferéncia lateral de genes entre um desses dois dominios e 0s Mimivirus.
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Fiura 14. Em vermelho estéo as proteinas agrupadas no dominio Bacteria, em azul escuro os Mimivirus, em verde 0s

Eukarya e azul claro os Archaea.
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5.17 - Provavel enzima ativadora da ubiquitina E1

A Provével enzima ativadora da ubiquitina E1 tem funcéo de catélise da ativacéo de
proteinas pequenas, como a ubiquitina ou proteinas semelhantes a ubiquitina.Esta proteina foi
agrupada em sua filogenia com as proteinas homoélogas em um clado formado pelos
Mimivirus, como pode-se observar em azul na Figura 15, mostrando que provavelmente essa
proteina ndo faz parte de uma ilha gendmica visto que nenhuma proteina do grupo dos

Mimivirus se agrupou com eucariotos ou bactérias ou arqueias.

Figura 15. Em vermelho estfo as proteinas agrupadas no dominio Bacteria, em azul escuro os Mimivirus, em verde os

Eukarya e azul claro os Archaea.

Os resultados das filogenias mostram que quando ocorre um evento de ilha as
proteinas ndo se agrupam todos N0 mesmo grupo pois essas proteinas teoricamente vem de
outros organismos por meio de transferéncia lateral génica, que foi 0 que aconteceu com as
filogenias das proteinas Putativa Serinethreonine-proteina quinase, Putativa DnaKHsp70 e
Putativa UvrDREP helicase. As demais filogenias das proteinas indicadas como sendo

filogenias pertencente a uma ilha pelo mean-shift ficaram todas juntas mostrando que néo
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aconteceu um evento de transferéncia lateral de genes podendo indicar uma falha na
metodologia do mean-shift que gerou falsos positivos ou que as ilhas gendmicas das demais

proteinas s6 ocorram entre os préprios Mimivirus.

5.18 - Fatores de transcrigdo basal

Utilizando as proteinas da maquinaria basal de transcricdo foi feito a Tabela 2 que
apresenta a coparagdo das proteinas de transcricdo do Acanthamoeba polyphaga moumouvirus,
Megavirus chilensis, Acanthamoeba polyphaga mimivirus e Cafeteria roenbergensis virus BV-
PW1 disponiveis no NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) com as proteinas da maquinaria
de transcrigdo dos trés dominios da vida , disponivel no KEGG (http://www.genome.jp/kegg-
bin/show_pathway?map=ko03020&show_description=show e http://www.genome.jp/kegg-
bin/show_pathway?map=ko03022&show_description=show).

E B A Proteina

Acanthamoeba polyphaga moumouvirus
X X X RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade B
X X X RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade N
X X X Fragmento RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade 1
X X X Intein-contendoRNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade 2
X X X Putativa RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade

X Fator de iniciacdo da transcri¢do TFIIB

Megavirus chilensis
X X X RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade 1
X X X RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade 5
X X X RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade 6
X X X Intein-contendo RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade 2
X X X Putativa RNA- Polimerase Il dirigida por DNA subunidade n
X X X Putativa RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade

X X x Putativa RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade 1 inactive-like protein
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X Putativo Fator de iniciacdo da transcricdo iib-like protein

Acanthamoeba polyphaga mimivirus
X X X RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade 1
X X X RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade 2
X X X RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade 5
X X X RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade 6
X X x Putativa DNA-directed RNA polymerase 1l subunidade N

X X x Putativa RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade

X X X Putativa RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade 1 inactive-like protein

X Putativo Fator de iniciagdo da transcrigdo IIb-like protein

Cafeteria roenbergensis virus BV-PW1
X X X Putativa RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade Rpbl
X X X Putativa RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade Rpb10
X X X Putativa RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade Rpb2 precursor
X X X Putativa RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade Rpb5
X X X Putativa RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade Rpb7

X Putativo Fator de iniciacdo da transcri¢do TFIIB

Tabela 2. E = Archaea ; B = Bacteria ; E = Eukarya

Nesta tabela podemos ver que os Mimivirus compartilham de uma maquinaria de
transcricdo basal comum com os trés dominios da vida. Todos os Mimivirus possuem RNA-
Polimerase dirigida por DNA assim com todos os eucariotos e procariotos, entretanto, vale
ressaltar que eles possuem fator de iniciacdo da transcricdo que é presente s nos eucariotos

(Maiores detalhes ver tabela em anexo B).
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6. Discussao

Diferentemente dos resultados encontrados por Filée (2009) ,Filée, Pouget e Chandler
(2008) e Filée (2015) que encontraram transferéncia lateral de genes da familia de sequéncia
de insercdo, genes orfaos, genes com funcbes desconhecidas e DNA metiltransferase, nesse
trabalho foram encontradas ilhas genémicas que codificam algumas proteinas de
enovelamento, proteinas de choque térmico, proteinas de capsideo e proteinas de traducéo.
Esta diferenca de ilhas encontradas provavelmente se deve ao fato da utilizacdo de
metodologias diferentes, enquanto o presente trabalho usa a nova metodologia de mean-shift
(BRITO et al., 2016), os outros trabalhos utilizaram BLAST, distancia entre assinaturas
gendmicas, analise de sintenia e alinhamento mdltiplo dos genomas para encontrar
transferéncia horizontal, posteriormente, confirmar por meio de filogenias (FILEE 2015;
FILEE, 2009 ; FILEE; POUGET; CHANDLER, 2008; MONIER; CLAVERIE; OGATA, 2007).

As filogenias foram usadas para confirmar se existe realmente a ocorréncia de ilhas
genémicas nos genomas de Mimivirus, entretanto a maioria das proteinas que foram
encontradas como sendo pertencentes as ilhas ficaram agrupadas juntas no taxon dos
Mimivirus, com a excecdo das ilhas de Putativa Serinethreonine-proteina quinase, Putativa
DnaKHsp70 e Putativa UvrDREP helicase pertencentes ao virus Cafeteria roenbergensis
virus BV-PW1. O fato de ter se confirmado poucas ilhas pode indicar duas possibilidades, que
existe uma transferéncia lateral de genes, porém sé entre os Mimivirus, ou que o método
encontrou falsos positivos e ndo existe transferéncias laterais nos Mimivirus, que pode ser
corroborado pelo fato das ilhas encontradas que pertencem ao Cafeteria roenbergensis virus
BV-PW1 se agruparem em um clado diferente, pois apesar desse virus se agrupar
filogeneticamente com os demais NCLDV e ficar mais préximo dos Mimivirus, os genes do
Cafeteria roenbergensis virus BV-PW1 possui menos de um tergo de homologia com os genes
dos Mimmivirus (FISCHER et al., 2010). Sendo assim, existe a possibilidade do Cafeteria
roenbergensis virus BV-PW1 ndo pertencer a familia Mimiviridae e portanto, nas filogenias
de proteinas de provaveis ilhas genémicas, eles ndo se agrupam em um mesmo clado com os

demais Mimivirus.

Levando em consideragdo que existam ilhas gendmicas nos Mimivirus, estas ilhas sdo

poucas e 0s eventos de transferéncia horizontal de genes sdo raros e recentes, sendo assim,
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como afirma Monier, Claverie e Ogata (2007,) isso ndo contribuiu para 0 aumento no
tamanho dos genomas desses virus corroborando com a hipétese de degradacdo do genoma de
Claverie (2006), onde os grande virus derivam de um antepassado celular pois, diferente dos
demais virus, eles tem uma maquinaria complexa com fatores de transcricdo, proteinas de
traducéo e foi perdendo seu genoma atraves de cada linhagem, diferentemente da hipotese de
aquisicdo de genes onde os virus seriam “pickpockets” que teriam herdado seus genes de seus
hospedeiros celulares (FORTERRE, 2016).

Os dados desse trabalho também se contradizem com a hipo6tese do escape antigo,
onde os primeiros virus teriam surgido no periodo do mundo RNA onde as primeiras células e
proteinas baseadas em RNA abrigavam diferentes tipos de replicons incluindo os parasitas.
Como nesse periodo a maquinaria de divisdo celular acoplados com a replicacdo do RNA nédo
eram sofisticados, haveria uma forte pressdo seletiva em favor dos replicadores que burlavam
0 processo de divisdo celular usando proteinas de capsideo primitivo como transporte para
penetrar e replicar em novas células, que seriam os primeiros virions (genoma viral com
capsideo) a se originar e que, ao passar do tempo, algumas linhagens de virions de DNA
foram adquirindo maior complexidade estrutural e maior tamanho (FORTERRE, 2016).

,Para Forterre (2016), a hipdtese do escape antigo é a mais congruente de como 0s
virus teriam se originado, e segundo ele, a hipotese de regressdo parece improvavel pois €
dificil compreender de como uma célula, mesmo que primitiva, teria se transformado em um
virion principalmente os virions minimalistas. Os defensores da hipétese de regressao
afirmam que esta hipdtese se aplica somente aos NCLDVSs, no entanto, Forterre (2016) afirma
gue existe um gradiente na virosfera (diversidade de todos os virus em todos 0s possiveis
habitats do planeta) do tamanho do genoma que vai do pequeno até o maior virus e qualquer

divisdo na virosfera com base no tamanho do genoma é arbitraria.

De acordo com a hipotese levantada por Forterre (2016), virus seria um grupo
monofilético onde todos teriam surgido do escape de células primitivas do mundo RNA,
porém Nasir e Caetano-anolles (2015) fizeram uma filogenia para 0s virus com base nas
dobras de superfamilia de proteinas e seus dados suportam uma origem polifilética para os
virus e que uma origem monofilética € fraca, mas poderia ser explicadapela hipotese da
evolugdo redutiva que sugere a perda da maquinaria do ribossomo primitivo em proto-
virocelulas (ancestrais virais com natureza celular) e subsequente reducdo em virus e pode

existir um ou mais ancestrais para 0s virus modernos. Contudo, Claverie e Abergel (2016)
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dizem que virus ndo sofrem evolucdo redutiva pois organismos que sofreram reducédo
evolutiva, como bactérias parasitas intracelulares, tem auséncia de Vvarios componentes
centrais na maquinaria de traducéo, incluindo aminoacil-tRNA ligase e proteinas ribossomais,
e 0s Mimivirus possuem em seu genoma aminoacil-tRNA ligase, logo, eles ndo poderiam
estar sofrendo uma reducéo evolutiva, mas sim, uma ganho de genes como na hipotese “pick-
pockets” porém, mais extrema, onde todos os virus de DNA fita dupla sdo considerados
derivados do mesmo elemento movel ancestral da qual sdo derivados os Polintons que
possuem capacidade de codificarproteinas de capsideo de virus, 0 que sugere que esses

elementos moéveis podem formar virides, sob algumas condicGes.

Considerando a origem polifilética dos virus, Filée (2015) levanta uma nova hipétese
de evolucdo dos NCLDVs com base no seus dados usando analise de sintenia e alinhamento
maltiplo dos genomas, chamada : “genomic accordion” onde os virus gigantes evoluiram por
um processo equilibrado de ganhos de genes (duplicacdo principalmente mas, também
transferéncia horizontal de genes) compensados por perdas de genes e ainda afirma que a
taxa de expansdo do genoma tem desacelerado antes da diversificacdo dos Mimiviridae e
sendo assim, os antepassados dessas familias virais ja eram virus gigantes, indicando que o
gigantismo do genoma emergiu precocemente durante a evolucdo dos Megavirales (FILEE
2015). Entretanto, FILEE (2015) afirma que a hipotese de degradacio do genoma de Claverie
(2006) s6 é suportada pois 0s virus gigantes possuem genes da maquinaria de tradu¢do mas

que esses genes teriam vindo por transferéncia lateral de organismos celulares.

Os dados deste trabalho mostram que com a exce¢é@o do fator de liberacdo da cadeia
peptidica erflque foi encontrado como ilha genémica porém ndo foi confirmado por filogenia,
ndo existem ilhas genémicas de maquinaria de traducdo, ou seja, esses genes ndo vieram por
meio de transferéncia lateral de genes. Além disso podemos podemos fazer uma comparagdo
com a Tabela 2 de maquinaria de transcricdo, onde os Mimivirus compartilham o fator de
iniciacdo da transcricdo em conjunto com o0s eucariotos mostrando que eles estdo
filogeneticamente proximos corroborando com a hipétese de degradacdo do genoma, onde
provavelmente a origem do genoma desses NCLDV e derivada de um antepassado celular que
pode ser da mesma linhagem que deu origem aos eucariotos, entretanto, a linhagem dos
Mimivirus sofreu uma pressédo seletiva devido a adaptacdo ao modo de vida parasita, sendo

assim, reduziu seu genoma.
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Apesar de terem sido encontradas e confirmadas poucas ilhas gendmicas, ndo
podemos descartar a hipdtese do “genomic accordion” pois o principal mecanismo de
aumento de genoma pode ser por duplicacdo dos genes e compensado por perda de genes,
sendo, uma hipdtese ndo é completamente excludente a outra, logo, os virus gigantes podem
ter surgido como organismos celulares da linhagem dos protoeucariotos que tinham hébitos
parasitas e por isso precisou degradar parte do seu genoma mas, com capacidade de
duplicacdo dos genes do seu genoma ao logo do tempo, eles ndo ficaram diminutos como os

demais virus.
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7. Considerac0es finais

Este trabalho contribui com mais dados para a hipotese de degradacdo do genoma,
mostrando que a hipdtese ainda néo foi refutada, dando indicios que a maquinaria de traducéo
dos Mimivirus ndo vieram por transferéncia lateral de genes, sendo assim estes virus tem uma
origem celular e estdo em um processo de perde e ganho de genes por duplicacdo do seus
genes como na hipdtese do ‘“genomic accordion”. Entretanto, € necessario comparar 0S
resultados deste trabalho onde foram encontradas ilhas gendmicas com o método mean-shift

com outros métodos de procura de ilhas gendmicas.
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D5-ATPase-Helicase
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Putative chemotaxis protein CheD
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Putative Glycosil transferase
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Putative Bifunctional Metalloproteaseubiquitin-protein ligase
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Putative Serinethreonine-protein kinase
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Putative UvrDREP helicase
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Anexo B Tabela de transcrigdo

Proteinas Eukarya

Factor de montagem de quinase activadora de CDK MAT1
CiclinaH
Ciclina-dependente de quinase7

Proteina de reparo de excisdo de DNA ERCC-2

Proteina de reparo de excisdo de DNA ERCC-3 Proteina de reparo de excisdo de DNA ERCC-2
RNA-polimerase dirigida por DNA | subunidade RPA12,RPA14,RPA34,RPA49 e RPA43
RNA-polimerase dirigida por DNA | subunidade RPA2 e RPA1

RNA-polimerase dirigida por DNA Il subunidade RPB2, RPB3,RPB1 e RPB11
RNA-polimerase dirigida por DNA Il subunidade RPB4, RPB7e RPB9

RNA-polimerase dirigida por DNA 11 subunidade RPC1 e RPC2

RNA-polimerase dirigida por DNA 11 subunidade RPC3,RPC4,RPC11,RPC8,RPC7,RPC6,RPC5
RNA-polimerase dirigida por DNAs I and 11l subunidade RPAC1 e RPAC2
RNA-polimerase dirigida por DNAs I and 111 subunidade RPAC1 e RPAC2
TFIIH Complexo basal de transcri¢cdo subunidade TTD-A

Fator de iniciacdo da transcricdo TFIIA subunidade grande

Fator de iniciacdo da transcricdo TFIIA subunidade pequena

Fator de iniciagdo da transcri¢cdo TFIIB

Fator de iniciacédo da transcricdo TFIID subunidade 1

Fator de iniciacdo da transcricdo TFIID subunidade 10

Fator de iniciacdo da transcricdo TFIID subunidade 11

Fator de iniciacdo da transcricdo TFIID subunidade 12

Fator de iniciacdo da transcricdo TFIID subunidade 13

Fator de iniciagdo da transcricdo TFIID subunidade 15

Fator de iniciagéo da transcricdo TFIID subunidade 2

Fator de iniciacdo da transcricdo TFIID subunidade 3

Fator de iniciacdo da transcricdo TFIID subunidade 4

Fator de iniciagéo da transcricdo TFIID subunidade 5



Fator de iniciacdo da transcricdo TFIID subunidade 6
Fator de iniciacdo da transcricdo TFIID subunidade 7
Fator de iniciagédo da transcricdo TFIID subunidade 8
Fator de iniciagéo da transcricdo TFIID subunidade 9

Fator de iniciacdo da transcricdo TFIID subunidade 9B

Fator de iniciacdo da transcricao TFIID TATA-box-proteina de ligacdo
Fator de iniciacédo da transcricdo TFIID/TFIIF subunidade

Fator de iniciacdo da transcricdo TFIIE subunidade alpha

Fator de iniciacdo da transcricdo TFIIE subunidade beta
Fator de iniciacdo da transcricdo TFIIF subunidade alpha
Fator de iniciacdo da transcricdo TFIIF subunidade beta
Fator de iniciacédo da transcricdo TFIIH subunidade 1
Fator de iniciacdo da transcricdo TFIIH subunidade 2
Fator de iniciacdo da transcricdo TFIIH subunidade 3
Fator de iniciacdo da transcricdo TFIIH subunidade 4

Fator de iniciacdo da transcricao TFII-1

S7

Proteinas Bacteria

RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade alpha
RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade beta
RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade beta’
RNA.- Polimerase dirigida por DNA subunidade delta
RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade omega

Proteinas Archaea

RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade A’
RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade B'



58

RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade D
RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade E'
RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade F
RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade G
RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade H
RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade K
RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade L
RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade N
RNA- Polimerase dirigida por DNA subunidade P

Anexo C
Parametros de alinhamento

Aminoacidos com letras maiusculas; direcao das sequéncias de nucleotideos: 0 mesmo que a
entrada; ordem de saida: Alinhado; estratégia: Auto (FFT-NS-1, FFT-NS-2, FFT-NS-i ou L-
INS-i depende do tamanho dos dados); tentar alinhar as regides gappy de qualquer maneira;
matriz de pontuagdo para seqiiéncias de aminoécidos Blossum 62; a sequéncia superior contra
as outras e Plot e alinhamento.

Anexo D
Parametros para filogenia

sequéncias de entrada intercaladas, frequéncia de aminoacidos modelo, proporcao de sitios
invariaveis quando presentes, nUmero de categorias de taxa de substituicdo relativa quatro,
parametro de distribuicdo gama quando presente, média de cada classe de taxa, otimizacao da
topologia de arvore com comprimentos de ramificacdo, arvore de partida BioNJ, operacdes de
pesquisa de topologia de arvore: movimentos de SPR (lentos, precisos), adicionar cinco
arvores de inicio aleatdria e analise ndo paramétrica de bootstrap com cem replicatas.



