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RESUMO

Trypanosoma cruzi, o agente etioloégico da doenca de Chagas, € um protozoario
unicelular flagelado que teve a primeira versdo do seu genoma sequenciado e
publicado em 2005. A cepa selecionada foi a CL Brener, de linhagem hibrida entre os
DTUs Tcll e Tclll. Essa caracteristica hibrida, além da grande quantidade de membros
de familias multigénicas, associado a outros elementos repetitivos do genoma de T.
cruzi comprometeu a qualidade da montagem. Devido a isso, neste trabalho uma nova
montagem foi realizada utilizando de sequenciamento de reads longas (PacBio)
combinado a reads curtas (lllumina), e reads de Sanger de BACs e Fosmideos geradas
pelo projeto genoma de 2005 para auxiliar a montagem. Para tal, diferentes montadores
foram testados, como o Canu e HGAP, para construgdo dos contigs. O scaffolding foi
realizado de modo interativo, reduzindo a cada iteragdo o numero de reads usado para
juntar contigs, permitindo a montagem de regides com melhor suporte primeiro. Um
total de 446 sequéncias foram obtidas ao fim da montagem, seguida da corregédo das
mesmas utilizando reads curtas. Uma anotacdo de novo desta nova montagem foi
realizada utilizando o programa Augustus tendo como base dados a anotagéo
disponivel no TritrypDB da cepa CL Brener, bem como de outras cepas ja anotadas.
Além disso, as regides teloméricas e subteloméricas foram avaliadas, tendo sido
obtidas 24 sequéncias com teldmeros. A montagem do genoma da cepa CL Brener de
T. cruzi utilizando a combinacao de diferentes métodos de sequenciamento apresentou
bons resultados quando comparado com a atual montagem de CL Brener do TritrypDB
e outras montagens mais recentes de outras linhagens que foram também montadas

utiizando reads longas. N6s também avaliamos a  ocorréncia de pontos de



recombinagcdo no genoma hibrido de CL Brener utilizando reads curtas de lllumina de
cepas representantes das linhagens parentais (Y Tcll e 231 Tclll). Foram identificados
possiveis pontos de recombinacdo exclusivos de CL Brener, bem como sitios de
recombinacao compartilhados entre CL Brener e TCC, uma outra cepa hibrida também
da DTU TcVI. Por fim, foi desenvolvida a ferramenta CADIn, destinada a inferir ploidia
gendmica e variagdes de somias cromossémicas com base em dados NGS com um
unico comando. Para tal, CADIn usa frequéncias alélicas de SNPs heterozigotos e
analises de cobertura de profundidade de reads. CADIn remove regiées cromossémicas
com coberturas atipicas, as quais podem comprometer as analises de profundidade de
reads, e valida variacdes de polida estatisticamente. Através desta ferramenta, foram
detectadas aneuploidias no genoma de CL Brener, bem em outros genomas de
diferentes complexidades como Leismania sp. e Saccharomyces cerevisiae. Além
disso, dados simulados demonstraram a capacidade de CADIn de usar reads com

diferentes comprimentos e obtidas por diferentes métodos de sequenciamento.

Palavras-chaves: Trypanosoma cruzi; montagem hibrida; CADIn; aneuploidia.



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas disease, is a flagellated unicellular
protozoan parasite, whose the first version of its genome was sequenced and published
in 2005. The strain selected was CL Brener, a hybrid lineage between DTUs Tcll and
Tclll. This hybrid characteristic, in addition to the large number of members of multigenic
families associated with other repetitive elements of the T. cruzi genome, compromised
the quality of assembly. Because of this, in this work, a new assembly was performed
using sequencing of long reads (PacBio) combined with short reads (lllumina), and
Sanger reads of BACs and Fosmids generated by the genome project of 2005 were also
used to aid assembly. For this, different assemblers were tested, such as Canu and
HGAP, for the construction of contigs. Scaffolding was performed interactively, reducing
the number of reads used to join contigs at each iteration and therefore allowing the
assembly of regions with better support first. A total of 446 sequences were obtained at
the end of assembly, followed by their correction using short reads. A de novo
annotation of this new assembly was performed using the Augustus program based on
the CL Brener annotation available in the TritrypDB, as well as that of other strains
already annotated. In addition, the telomeric and subtelomeric regions were evaluated,
obtaining 24 sequences with telomeres. Compared to the public CL Brener assembly
and other recent assemblies of different strains that also used long reads, this new
genome assembly of the CL Brener showed good results. We have also evaluated the
occurrence of recombination in the CL Brener genome using short lllumina reads from
strains representative of the parental lineages (Y Tcll and 231 Tclll). We detected

possible recombination sites exclusive of CL Brener, as well as common recombination



sites between CL Brener and TCC, another hybrid strain of DTU TcVI. Finally, we have
developed CADIn, a tool intended to infer genomic ploidy and chromosomal somy
variations based on NGS data with a single command. To this end, CADIn uses both
allele frequencies of heterozygous SNPs and depth coverage analysis of reads. CADIn
removes chromosomal regions with atypical coverage that may complicate read depth
analysis and statistically validates ploidy variations. Through this tool, aneuploidies were
detected in the CL Brener genome as well as in other genomes with distinct levels of
complexity such as Leismania sp., and Saccharomyces cerevisiae. In addition,
simulated data demonstrated CADIn's ability to use reads with different lengths and
obtained by different sequencing methods.

Keywords: Trypanosoma cruzi; Hybrid assembly; CADIn; aneuploidy.
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INTRODUGAO

Trypanosoma cruzi € um protozoario unicelular flagelado da familia
Trypanosomatidae, a qual pertence outros parasitos de importancia em saude publica
como Leishmania spp. € Trypanosoma brucei. O protozoario € o agente etiolégico da
doencga de Chagas, uma infeccédo de alta morbidade que aflige 6-7 milhdes de pessoas
nas Américas, sendo considerada uma doenga tropical negligenciada e endémica na
América Latina (LIDANI et al., 2019; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022).

T. cruzi é um taxon extremamente polimérfico, sendo atualmente dividido em seis
subgrupos ou DTUs (discrete typing units) (ZINGALES et al., 2012). Um subgrupo
adicional isolado de morcegos e denominado TcBat foi recentemente identificado
(SZPEITER et al., 2017). Os DTUs apresentam diferentes caracteristicas fenotipicas,
tais como: viruléncia, tropismo tecidual, resisténcia a drogas e adaptacao a diferentes
espécies de vetores (ZINGALES, 2018). Uma caracteristica dos subgrupos TcV e TcVI é
o fato de ambos serem compostos por cepas hibridas entre representantes dos grupos
parentais Tcll e Tclll. A cepa CL Brener pertencente ao TcVI, e foi o primeiro genoma de
T. cruzi a ser sequenciado (EL-SAYED; MYLER; BARTHOLOMEU; et al., 2005).

O sequenciamento de T. cruzi CL Brener permitiu a identificacdo de mais de 10
mil genes em cada haplétipo, Esmeraldo-like (derivado do ancestral Tcll) e
non-Esmeraldo-like (derivado do ancestral Tclll). Grande parte destes genes
corresponde a regides repetitivas que perfazem cerca de 50% do genoma sequenciado,
sendo sua maioria elementos transponiveis, sequéncias satélites, e genes codificadores
de proteinas de superficie, como as familias GP63, MASP, Mucina, e Trans-sialidase,

além de DGF-1 e RHS (EL-SAYED; MYLER; BARTHOLOMEU; et al., 2005). Esses


https://paperpile.com/c/0r9AV4/0bfP+SKoa
https://paperpile.com/c/0r9AV4/XaMZB
https://paperpile.com/c/0r9AV4/HVuGp
https://paperpile.com/c/0r9AV4/83ins
https://paperpile.com/c/0r9AV4/QGcZu
https://paperpile.com/c/0r9AV4/QGcZu
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genes de familias multigénicas ndo se organizam em clusters génicos codificados pela
mesma fita de DNA como se observa nas regides contendo genes que codificam
proteinas estruturais e do metabolismo basal. Ao invés disso, ha uma disposi¢cdo nao
ordenada com uma constantemente mudanca da fita codificadora e alternancia entre
genes de diferentes familias (BARTHOLOMEU et al., 2009; WEATHERLY; BOEHLKE;
TARLETON, 2009). Acredita-se que essa organizagéo génica com alternancia de genes
de diferentes familias evite a homogeneizacdo das sequéncias através de conversao
génica, que pode acontecer quando genes de uma mesma familia assumem a
organizagcdo em tandem (BARTHOLOMEU et al.,, 2009). A natureza hibrida,
aneuploidias e o grande conteudo repetitivo do genoma de CL Brener dificultaram a
montagem do genoma em cromossomos completos, levando a uma montagem inicial
que continha aproximadamente 5.000 scaffolds/contigs (EL-SAYED; MYLER;
BARTHOLOMEU; et al., 2005). Posteriormente, com o auxilio de BAC-end sequences e
mapas de sintenia com Trypanosoma brucei (BERRIMAN et al., 2005) e Leishmania
major (IVENS et al., 2005), os contigs do clone CL Brener foram montados em 41
cromossomos hipotéticos. Entretanto, 1/3 do genoma de CL Brener ainda nao foi
anotado e cerca de metade dos membros das familias multigénicas que codificam
proteinas de superficie ainda n&o foi incorporada na montagem, limitando estudos
voltados para aspectos da interagcdo parasito-hospedeiro (WEATHERLY; BOEHLKE;
TARLETON, 2009).

Essas dificuldades de montagem s&o inerentes a estratégia de sequenciamento
de whole genome shotgun, usada no projeto genoma de T. cruzi e método de escolha
dos projetos genomas desde o inicio dos anos 2000. Apesar dos avangos das técnicas

de sequenciamento de long reads, ainda ndo existe uma metodologia que permita a


https://paperpile.com/c/0r9AV4/UpZdx+penh1
https://paperpile.com/c/0r9AV4/UpZdx+penh1
https://paperpile.com/c/0r9AV4/UpZdx
https://paperpile.com/c/0r9AV4/QGcZu
https://paperpile.com/c/0r9AV4/QGcZu
https://paperpile.com/c/0r9AV4/Bm44P
https://paperpile.com/c/0r9AV4/HdlKj
https://paperpile.com/c/0r9AV4/penh1
https://paperpile.com/c/0r9AV4/penh1
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obtencdo da sequéncia completa de mega-cromossomos em uma unica rodada de
sequenciamento. Desta forma, para obtengdo de genomas completos pela técnica de
shotgun, o DNA gendmico é fragmentado e depois todos os fragmentos de sequéncias
gerados sao comparados entre si para reconstrucdo dos genomas completos. Este
processo € muito mais complexo em genomas altamente repetitivos como o de T. cruzi,
e ainda mais para cepas hibridas como a CL Brener, composto por dois genomas
parentais divergentes. Outro fator complicador € a comum ocorréncia de cromossomos
supranumerarios no taxon (REIS-CUNHA et al., 2018). Todos estes fatores inerentes as
caracteristicas do genoma de CL Brener, associados ao uso de reads de Sanger com
baixa cobertura para os dias atuais (~14x genome coverage) e a auséncia de uso de
qualquer mapa fisico ou etapas de closure durante o projeto, justificam a fragmentacao
do genoma de CL Brener atualmente disponivel. Outras cepas de T. cruzi tiveram seus
genomas sequenciados por metodologias de short-reads, como G, Sylvio, Y e 231
(BAPTISTA et al., 2018; BRADWELL et al., 2018; CALLEJAS-HERNANDEZ et al.,
2018; FRANZEN et al., 2011). Apesar de serem cepas ndo hibridas, todos estes
trabalhos contribuiram para o entendimento da complexidade da espécie e diversidade
entre as diferentes cepas de T. cruzi. Entretanto, devido ao fato de colapsar regides
altamente repetitivas do genoma, onde em sua maioria sdo maiores que o tamanho das
reads sequenciadas, fez-se necessario o uso de long-reads (AMARASINGHE et al.,
2020; PEARMAN; FREED; SILANDER, 2020; POLLARD et al., 2018).

O uso de metodologias de sequenciamento e geracdo de reads longas permite
cobrir uma grande regido com uma unica leitura, o que pode incluir regides repetitivas
flanqueadas por regides unicas do genoma, permitindo a localizagdo correta da read

sem ambiguidade (AMARASINGHE et al.,, 2020; PEARMAN; FREED; SILANDER,


https://paperpile.com/c/0r9AV4/HoEz8
https://paperpile.com/c/0r9AV4/cPbBE+4qFie+LprfO+6eIZ
https://paperpile.com/c/0r9AV4/cPbBE+4qFie+LprfO+6eIZ
https://paperpile.com/c/0r9AV4/8iFF+KIp0+3UO3
https://paperpile.com/c/0r9AV4/8iFF+KIp0+3UO3
https://paperpile.com/c/0r9AV4/8iFF+KIp0
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2020). No sequenciamento por reads longas, as regides no genoma com variado teor
de GC (guanina e citosina) sdo menos impactadas pela esta metodologia (RHOADS;
AU, 2015), facilitando o sequenciamento de regides ricas em AT (Adenina e Timina),
como as teloméricas (THAM et al., 2023). Para montagem de genomas como os T.
cruzi, o uso de long-reads se fez necessario, uma vez que desse modo é possivel uma
maior contiguidade do genoma montado. Algumas cepas de T. cruzi ja foram montadas
com essa abordagem, tais como: Berenice, BrazilA4, Dm28c, TCC e YC6 (BERNA et
al., 2018a; DIAZ-VIRAQUE et al., 2019; WANG, Wei et al., 2021a). Dentre estes, alguns
fizeram uma montagem com metodologias hibridas, que consiste na utilizacdo da
metodologia por short e long-reads. Essa montagem mista pode ser utilizada para
auxiliar a ligacado de contigs gerados pela long-reads através do suporte de cobertura
de regides compartilhadas entre eles, como utilizado para a montagem de Dm28c e
TCC (BERNA et al., 2018a). Além disso, as short-reads podem ser usadas para a
corregao de erro nas bases das long reads, que tendem a ter uma maior taxa de erro
(AMARASINGHE et al., 2020; PEARMAN; FREED; SILANDER, 2020; ROBERTS;
CARNEIRO; SCHATZ, 2013; WATSON; WARR, 2019), como utilizado nas montagens
de BrazilA4 e YC6 (WANG, Wei et al., 2021a).

Como mencionado anteriormente, a reconstru¢ao da sequéncia completa de um
genoma se fundamenta na ordenacgao e organizagao das reads de modo a agrupa-las
com base na similaridade parcial, onde ocorre a sobreposicdo de suas extremidades.
Quando a montagem é realizada por reads longas, as ferramentas usam para tal
processo um algoritmo OLC (overlap layout consensus), mas adaptado para a maior
taxa de erro presente nesse tipo de sequenciamento (GONZALEZ-GARCIA et al., 2023;

LI, Zhenyu et al., 2012). Ferramentas como o CANU (KOREN et al., 2017), FALCON
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(CHIN et al., 2016) e o FLYE (KOLMOGORAOQYV et al., 2019) utilizam-se desse conceito.
O método avalia a sobreposicéo (overlap) entre as reads da amostra, agrupa todos os
dados (layout) e, por fim, determina a melhor sequéncia consenso (consensus)
(MILLER; KOREN; SUTTON, 2010), resultando na obtencdo das sequéncias dos
contigs.

Os contigs gerados representam o primeiro estagio na montagem de um
genoma. Devido a variagbes existentes nas coberturas, repeticbes no genoma e as
variagdes decorrentes de erros do préprio sequenciamento, as sequéncias geradas sao
apenas uma representacdo da montagem (HUSON; REINERT; MYERS, 2002). Um
segundo estagio para a construgdo de um genoma ¢é a etapa de scaffolding. Essa etapa
consiste na ligagado de contigs utilizando as reads, normalmente paired-ends, e pela
cobertura dessa ligagdo determinar as melhores combinagdes. Uma etapa anterior ao
scaffolding de filtragem de contigs menores e corregdo de gaps pode ser realizada para
otimizar o processo (HUNT et al, 2014; HUSON; REINERT, MYERS, 2002).
Montadores como Opera (GAO; SUNG; NAGARAJAN, 2011), SOPRA (DAYARIAN;
MICHAEL; SENGUPTA, 2010) e SSPACE (BOETZER et al., 2011) sao exemplos de
ferramentas que fazem uso de reads paired-ends para ligagdo e determinacéo da
distancia entre os contigs. Com as long-reads, a etapa de scaffolds permitiu sequéncias
ainda maiores que apenas os contigs gerados pelo uso de short-reads (BROWN et al.,
2021; MILLER et al., 2017). Algumas ferramentas também foram desenvolvidas para
para utilizar as reads longas para o scaffolding, dentre esses tem-se o SAMBA (ZIMIN;
SALZBERG, 2022), SLR (LUO et al., 2019) e o LRScaf (QIN et al., 2019), o que permite
a ligacao de regides mais distantes (GHURYE et al., 2017). O processo de scaffolding

gera gaps de tamanhos estimados entre os contigs. Algumas ferramentas foram
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desenvolvidas para resolugdo desses gaps, com GapFiller (NADALIN; VEZZI,
POLICRITI, 2012) e o IMAGE (TSAIl; OTTO; BERRIMAN, 2010), que permitem essa
correcao utilizando reads curtas paired-end.

Apds a obtengao da sequéncia do genoma, € necessario avaliar a qualidade da
montagem podendo para isso usar diversas métricas. N50 é uma das mais usadas para
determinar a qualidade de uma montagem com base nas sequéncias geradas,
significando o menor comprimento de uma dada sequéncia, de modo decrescente, que
corresponde a metade (50%) da soma de todas a sequéncias montadas. L50, outra
métrica comumente utilizada, se refere ao numero de sequéncias que possuem valores
de comprimento maiores ao N50 (VAN DIJK et al., 2014). auN é outra métrica
recentemente proposta, que tem como objetivo avaliar a area gerada sob a curva
quando se avalia linearmente o tamanho dos contigs, como uma medida de
contiguidade (LI, Heng, 2020).

Além dessas formas de avaliar a montagem de um genoma, utilizando as
proprias sequéncias como meétricas, ha também métodos que se baseiam nas
sequéncias anotadas. Essas sequéncias sdo cruzadas quanto um banco construido
baseando em sequéncia de copia unica ortélogas entre cepas de uma mesma espécie
ou até mesmo espécies ou géneros em todo um clado. O BUSCO (Benchmarking
Universal SingleCopy Orthologs) (SIMAO et al., 2015), OrthoFinder (EMMS; KELLY,
2015) e o OrthoMCL (LI, Li; STOECKERT; ROOS, 2003) sao ferramentas utilizadas
para esse tipo de avaliagdo. O BUSCO entre elas apresenta um vasto banco ja pré
construido além da integragdo com outros softwares que facilitam a analise e detecgao
de genes, podendo avaliar além de completude a redundancia da montagem (MANNI et

al., 2021).
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Variagao do numero de cépias cromossdémicas

A variagdo no numero de copias cromossOmicas representa um mecanismo
comum na manutengdo da vida de diversos organismos (COMAI, 2005; FREEMAN et
al., 2006). Esse mecanismo pode ocorrer em todo o conjunto de cromossomos de um
organismo, denominado poliploidia, ou em um ou alguns cromossomos, gerando as
aneuploidias (CHUNDURI; STORCHOVA, 2019). Embora a aneuploidia possa ser
deletéria na maioria dos organismos pluricelulares, estando presentes em células
cancerosas por exemplo (OLTMANN et al., 2018; ORR; GODEK; COMPTON, 2015),
em eucariotos unicelulares, pode ser uma estratégia de promover adaptagcbes a
mudangas ambientais (COMAI, 2005; IANTORNO et al., 2017; REIS-CUNHA et al.,
2018). Alguns organismos multicelulares como as plantas apresentam maior tolerancia
a existéncia de aneuploidias, a capacidade de duplicar todo genoma (autoploidia) e a
habilidade de geragado de hibridos (aloploidia), permitindo a geragéo de variabilidade e
formagao de novos fendtipos (KYRIAKIDOU et al., 2018). Por outro lado, o processo de
autoploidia, pode estar associado a redugao de fertilidade (CROW, 2006).

Em Leishmania sp. ja foi observado a presenga de variagdes na somia em
alguns cromossomos (DUMETZ et al., 2017; MANNAERT et al., 2012; ROGERS et al.,
2011; STERKERS et al., 2011). Entretanto, variagcbes no numero de copias
cromossOmicas parecem ser mais raras em T. brucei (ALMEIDA et al., 2018). Para T.
cruzi alguns trabalhos descrevem a existéncia de variagbes no numero de copias
cromossOmicas entre cepas referéncias e isolados de campo (MINNING et al., 2011;
REIS-CUNHA et al., 2015, 2018). Estudos recentes tém investigado o papel funcional

das aneuploidias em Leishmania. Pietro Barja e colaboradores postulam que os
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isolados de campo de Leishmania possuem variagbes cariotipicas intrinsecas
permitindo a selecdo de subpopulacées com perfis de somias cromossémicas
adaptadas a diferentes condi¢des de infeccdo (PRIETO BARJA et al., 2017). Em
Leishmania, foi demonstrado para a maioria dos cromossomos uma correlagao positiva
entre variagbes no numero de copias cromossOmicas e o nivel de expressao génica
(DUMETZ et al., 2017). Como a mudang¢a no numero de copias cromossdmicas ocorre
em uma unica rodada de duplicagao celular, os mecanismos de aneuploidia tornam-se
um mecanismo rapido para alterar a dosagem de diversos genes e, possivelmente,
seus niveis de expressao (FEHRMANN et al., 2015; TORRES et al., 2010).

Devido a importancia da aneuploidia e poliploidia para eucariotos, varias
metodologias de biologia molecular e bioinformatica foram desenvolvidas para estimar
alteragdes de numero de copias cromossémicas. Usualmente, os métodos de citometria
de fluxo sdo uma alternativa para estimar os niveis de ploidia, principalmente em
estudos biomédicos e de plantas (BLANCO et al.,, 2013; DOLEZEL; GREILHUBER,;
SUDA, 2007; HEDLEY et al., 1983; PFAU; AMON, 2015). No entanto, algumas destas
estratégias apresentam limitagdes como a dificuldade de isolamento de material nuclear
suficiente sem danos e a baixa detecgao por fluorescéncia (DOLEZEL; GREILHUBER,;
SUDA, 2007; NATH; MALLICK; JHA, 2014). Recentemente varias ferramentas
baseadas em dados de sequenciamento de nova geragao (NGS) foram desenvolvidas
para estimar ploidia e somia. Essa abordagem tem sido muito utilizada devido a
facilidade de sequenciamento, ao baixo custo e disponibilidade de muitas bibliotecas
em bancos de dados publicos (VAN DIJK et al., 2014). Ferramentas como ASCAT,
AbsCN-seq e CLIMAT usam dados NGS para analise e sdo exemplos de ferramentas

destinadas a analise de amostras de cancer (BAO; PU; MESSER, 2014; VAN LOO et
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al., 2010; YU et al., 2014). O ConPADE foi desenvolvido para estudos de ploidia em
plantas, medindo variagdes através da frequéncia de alelos heterozigéticos em contigs
gerados por sequéncias de reads curta (MARGARIDO; HECKERMAN, 2015).
Recentemente, o ploidyNGS foi apresentado como uma ferramenta para estimar
variagdes de ploidia com base em variagdes alélicas em polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs) (SANTOS et al., 2017), e o nQuire foi desenvolvido como um modelo
estatistico para distinguir diferentes somia em dados de sequenciamento (WEIS et al.,
2018), entretanto de modo semi-automatizada, exigindo que o usuario insira varias

linhas de comando durante a analise.
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Justificativa

Em estudos genbmicos em T. cruzi, a cepa CL Brener ¢é utilizada muitas vezes
como referéncia para novas montagens ou anotagcdo de novos genomas de outras
cepas (BERNA et al., 2018a; CALLEJAS-HERNANDEZ et al., 2018; DIAZ-VIRAQUE et
al., 2019; WANG, Wei et al., 2021a). Por outro lado, os novos métodos propiciaram
melhorar o sequenciamento de organismos com genomas altamente repetitivos (VAN
DIJK et al., 2014), como o T. cruzi. Apesar das novas montagens para diferentes cepas
de T. cruzi, o genoma da cepa CL Brener ainda nao foi montado com reads longas, de
terceira geragao. Isso faz com que ainda exista grande parte de genes em contigs
pequenos nao incorporados aos cromossomos montados, o que dificulta analises a
nivel cromossémico (REIS-CUNHA; BARTHOLOMEU, 2019). As montagens mais
recentes ainda apresentam limitagbes, principalmente no que tange as familias
multigénicas, que sdo na sua maioria proteinas que desempenham fungdes cruciais na
sobrevivéncia do parasito como aquelas presentes nas superficies relacionadas com
adesaol/invasao de células e evasao do sistema imune no hospedeiro (BARTHOLOMEU
et al., 2009; BUSCAGLIA et al., 2006; DE PABLOS; OSUNA, 2012). Uma melhor
montagem pode permitir o estudo de distancias génicas e sintenia, além de poder
auxiliar na deteccao de possiveis alvos para desenvolvimento de vacinas e diagnostico,
como membros da familia das trans-sialidase (BONTEMPI et al., 2017; REIS-CUNHA et
al., 2022; WANG, Wei et al., 2021a). A montagem de um genoma complexo como o da
cepa CL Brener pode auxiliar no desenvolvimento de estratégias também aplicaveis a
outros genomas que apresentam caracteristicas similares, como: genoma altamente

repetitivo, de natureza hibrida e com a presenga de cromossomos supranumerarios.
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Além disso, uma nova montagem também possibilita a avaliagcdo do processo de
hibridizagao, visto que o genoma de linhagens de DTUs parentais ja estdo disponiveis
(BAPTISTA et al., 2018; CALLEJAS-HERNANDEZ et al., 2018). Esta avaliagdo pode
auxiliar no desenvolvimento de modelos de recombinacgao, identificando hotspots de
recombinacdo que podem ser importantes para a compreensido do processo evolutivo
do parasito.

Frente ao exposto, nosso trabalho teve como objetivo montar de novo e anotar o
genoma de T. cruzi cepa CL Brener utilizando de reads longas (PacBio) associado a
reads curtas (lllumina). Além disso, propomos reavaliar a estrutura gendmica e analisar
o0 numero de copias cromossémicas através de um programa desenvolvido para tal, o
CADIn. Essa ferramenta € gratuita, simples e automatizada que estima aneuploidias
com base na anadlise de frequéncia alélica e variagdes de profundidade de reads (read
depth - RD). Cadin pode ser usados para estudos de variacdo de ploidia em
organismos unicelulares e multicelulares, cujos genomas foram sequenciados por

WGS.
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Objetivo

Objetivo Geral

Avaliar a estrutura do genoma da cepa CL Brener de Trypanosoma cruzi a partir
da montagem de novo do genoma usando reads longas de SMRT, curtas de lllumina e
reads de BACs e Fosmideos de SANGER, visando identificacdo de hotspots de

recombinagao e avaliagido de somias cromossémicas.

Objetivos especificos

e Gerar uma montagem do genoma T. cruzi cepa CL Brener utilizando reads
longas de SMRT, reads curtas de lllumina, sequéncias de Sanger de BAC e
fosmideos por diferentes abordagens;

e Comparar a montagem gerada com outras ja existentes;

e Anotar genes codificadores de proteinas e RNAs estruturais, além das regides
repetitivas no genoma, tais quais: regides teloméricas e satélite;

e Identificar pontos de recombinagdo entre as linhagens parentais no genoma
hibrido de CL Brener;

e Desenvolver e validar um método automatizado para avaliacido de ploidias por

profundidade de reads (RD) e frequéncia alélica;



CAPITULO 1

NOVA MONTAGEM PARA O GENOMA DE TRYPANOSOMA CRUZI CEPA CL
BRENER UTILIZANDO DE READS LONGAS DE SMRT ASSOCIADAS A READS

CURTAS DE ILLUMINA E DADOS DE SANGER
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Metodologia

Sequenciamento e genotipagem

Epimastigotas de CL Brener foram genotipados (BURGOS et al., 2007; DE
FREITAS, Jorge M. et al., 2006) e em seguida 1x108 parasitos foram usados para
extracdo de DNA. O material genético foi sequenciado em reads curtas pela Macrogen
(Seul, Coreia do Sul) utilizando um sequenciador Illumina Hiseq2000, gerando reads
pareadas de 100pb com intervalo de 350pb. Ja o sequenciamento em reads longas

SMRT foi realizado no Broad Institute (Boston, Massachusetts, Estados Unidos).

Montagem de novo

O processo de montagem do genoma foi dividido em duas etapas: obteng¢ao dos
contigs e scaffolding. A primeira etapa consistiu em montar contigs utilizando apenas
long-reads e os softwares CANU (KOREN et al., 2017) ou HGAP (Hierarchical Genome
Assembly Process) versdao 3 (CHIN et al, 2013), com intuito de avaliar qual
apresentaria 0 melhor resultado quanto as métricas de montagem. Ambos os
programas foram rodados nas configuragdes padrdo de cada software, variando apenas
o comprimento esperado do genoma a ser montado. As métricas foram analisadas com
Quast (GUREVICH et al., 2013) e pelo GAEMR (Genome Assembly Evaluation Metrics
and Reporting) (BROAD INSTITUTE, [s. d.]) para avaliagédo da melhor montagem.

Apds a montagem, os contigs passaram por corregao com Pilon (WALKER et al.,
2014), usando as reads curtas e pareadas de lllumina previamente trimadas utilizando o

Trimmomatic (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014), eliminando as leituras com uma
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qualidade inferior a 30 (Q30) e um comprimento inferior a 50bp, bem como as
sequéncias dos adaptadores. O objetivo desta etapa foi corrigir possiveis erros de
sequenciamento das reads longas que vieram a ser incorporadas nos contigs
montados. No fim da etapa inicial os contigs foram avaliados pela ferramenta IPA
(OTTO, 2017) para remover pequenos contigs, redundancia de montagem ou regides
sobrepostas.

Na etapa seguinte, realizou-se o processo de scaffolding pela combinagao e
ordenamento sequencial de contigs filtrados obtidos na etapa anterior. Essa etapa foi
subdividida em 4 passos: (1) scaffolding utilizando SMRT long-reads; (2) uso de BACs e
fosmideos; (3) ligacdo e extensdo com short-reads da lllumina; e (4) o fechamento dos
gaps. Todas essas etapas foram realizadas de modo iterativo respeitando a
classificagdo de sequéncias ambiguas no primeiro passo, finalizando assim que
nenhuma sequéncia fosse classificada como ambigua.

O SLR (LUO et al., 2019) foi selecionado por ser uma ferramenta de scaffolding.
SLR ordena os contigs atras de reads longas e classifica as sequéncias geradas ao fim
da analise em unicas ou ambiguas baseadas em informac¢des de alinhamento de reads
longas aos contigs. Além disso, o SLR usa apenas contigs unicos nas etapas iniciais de
scaffolding e, posteriormente, incorpora contigs ambiguos gerando as scaffolds finais, o
qgue auxilia na montagem de genomas repetitivos.

Na etapa seguinte, usou-se o SSpace (BOETZER et al., 2011) com reads de
fosmideos sequenciadas pelo método de Sanger (espagamento de paired-end 34 kb) e
BACs (espagamento de paired-end de 90 kb) (EL-SAYED; MYLER; BARTHOLOMEU;
et al., 2005). Nessa fase, os valores minimos do suporte de reads necessarias para

conectar duas regides foram reduzidos devido a baixa cobertura desses tipo de dado,
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mas a diferenga entres possiveis sequéncias ligantes, nos casos da sequéncia “A”
poder se ligar a “B” ou “C”, foi aumentada. Isso permitiu que, mesmo com menor
suporte de reads na regido, quando duas sequéncias foram combinadas, aquela a ser
conectada tenda a ser unica.

O SSpace também foi utilizado para geragado dos scaffolds. Por usarmos reads
curtas, o suporte necessario para ligar as sequéncias foi aumentado, ao contrario do
anterior, mas mantendo a diferenga da cobertura quando houvesse mais de um ligante.
Ou seja, quando a regiao “A” tiver 100 reads pareadas e dessas 60 ligam-se a “B” e as
demais 40 em “C” a razdo C/B é de 0.77, no nosso caso para confirmar que A se liga a
B o valor da razdo deve ser inferior a 0.8 e o valor minimo de read pareadas ligando A e
B de 100. Adicionalmente foi realizada a extensao das sequéncias montadas. Assim,
foram usados reads curtas para combinar (paired-end) e estender (single-ends) os
contigs/scaffolds gerados. Em cada iteragdo o suporte foi reduzido em 10, sendo
iniciado em 100 paired-end ligantes até chegar em 10 paired-ends. Apos cada iteragao,
foi feita a correcdo dos gaps usando o GapFiller (NADALIN; VEZZI; POLICRITI, 2012)
usando as reads de lllumina paired-end para reduzir o numero de N’s nas sequéncias.
Por fim, apos a etapa de scaffolding, o Pilon foi novamente utilizado para corregao de

algum possivel erro gerado, utilizando as reads curtas paired-end.

Anotacao

Para deteccao de possiveis regides génicas, a anotagao foi particionada para os
diferentes classes de genes, como os codificadores de proteinas (CDS), os RNAs
(incluindo os néo codificantes, transportadores e ribossomais), os elementos

transponiveis, regides de satélite (SAT) e teldbmeros.


https://paperpile.com/c/0r9AV4/u8P6V
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A anotacédo das regides codificantes foi realizada usando o Augustus (KELLER et
al., 2011), sendo selecionado por permitir a anotagdo de novo de sequéncias
codificadoras de proteinas. O treinamento foi realizado com trés diferentes conjuntos de
dados de anotacdo, sendo um construido com apenas informacdes de proteinas da
cepa CL Brener, outro utilizando dados de cepas de T. cruzi, dentre elas: BrazilA4,
Dm28c, G, marinkeleiB7, Sylvio, TCC e YC6, denominado T. cruzi, e terceiro banco com
dados de T. brucei. Todas as informacdes sobre as cepas foram recuperadas do banco
de dados TritrypDB na verséo 53 (ASLETT et al., 2010). Todas as sequéncias utilizadas
no treinamento foram filtradas quanto a presenga da metionina inicial, auséncia de
cddon de parada interno, presenca do mesmo no fim da sequéncia, e comprimento
superior a 30 nucleotideos. Essas etapas foram realizadas com o objetivo de remover
possiveis sequéncias truncadas do treinamento. Apds o treinamento, a predicdo foi
realizada buscando genes em ambos os sentidos e completos, gerando as sequéncias
preditas para cada conjunto de dados treinados As sequéncias foram comparadas com
o respectivo conjunto de dados pelo BLASTp (ISMAIL, 2022), e foram classificadas em
idénticas (valores 100% de identidade e cobertura), similares (>= 80 % de identidade,
mas nao idéntica) e preditas (as demais), as duas primeiras foram renomeadas com o
nome dos genes do conjunto de treinamento. Apds esse processo os dados foram
comparados entre os conjuntos de CL Brener, T. cruzi e T. brucei, € nos casos em que
houve sobreposigdo da anotagdo manteve-se o melhor valor de predicdo gerado pelo
Augustus, e quando uma regido anotada possuia nomenclatura de anotagéo diferente e
similar escore, manteve-se os dados da cepa CL Brener, seguido do T. cruzi e

finalmente T. brucei, ficando: CL Brener > T. cruzi > T. brucei. Os genes preditos em CL


https://paperpile.com/c/0r9AV4/VNcNv
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Brener e que nado teve correspondéncia entre os outros conjuntos de dados foram
anotados como proteinas preditas.

As familias multigénicas DGF-1, MASP, Mucina, RHS e Trans-sialidase foram
reanalisadas usando informagdes dos genes membros dessas familias na anotagdo CL
Brener. Para cada familia foi utilizado uma pipeline desenhada para buscar
similaridade, através do Blastn (ISMAIL, 2022), feita a corregéo da fase de leitura, e nos
casos em que o codon final ndo fosse encontrado, a sequéncia era estendida para a
posicdo de stop codon mais proxima a porcdo 3 da regido de similaridade.
Posteriormente, a regiédo foi traduzida e comparada com a sequéncia da proteina com o
Blastp. As sequéncias com identidade e cobertura superior a 85% foram as aprovadas
no teste de similaridade, e aquelas com valores abaixo desse foram descartadas. Para
as trans-sialidases, os motivos SAPA, VTV, FRIP foram também avaliados. As
sequéncias detectadas pelo Augustus e pelo pipeline foram comparadas entre si. Os
genes anotados como proteina predita (sequéncias de novo para os dados treinados
por CL Brener, mas sem similaridade quando testadas) ou hipotética foram reanotados
como membros da respectiva familia multigénica, e nos casos em que ndo houve
predicédo, o gene foi adicionado aos dados de anotagao.

Para as regides n&o codificadoras de proteinas o Blast foi usado para avaliar
similaridade entre as regides génicas na montagem de 2005 e a montagem realizada.
Foram usadas informagdes recuperas do TritrypDB (versdo 53), realizadas a fim de
pesquisar tRNA, rRNA, sIRNA, snoRNA, snRNA, sRNA e elementos transponiveis
utilizando filtro de 90% de identidade e cobertura. Ja as de SAT (satélites) o filtro foi de
70% de identidade. Para estudar a parte telomérica, buscamos a repeticdo TTAGGG ja

descrita para essa regido (KIM et al., 2005), usando o blastn-short, filtro de tamanho de


https://paperpile.com/c/0r9AV4/LkI5i
https://paperpile.com/c/0r9AV4/PDVzf
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20 nucleotideos em tandem. O Aragorn (LASLETT; CANBACK, 2004) foi utilizado para

anotacao de novo de tRNA diferentes do ja detectado e de tmRNA se caso houve.

Comparagao da montagem

A qualidade da montagem final foi comparada aquela das cepas Brazil, Bug2148,
Dm28, TCC e YCB, todas sequéncias oriundas de reads longas por Pacbio (BERNA et
al., 2018a; CALLEJAS-HERNANDEZ et al., 2018; WANG, Wei et al., 2021a). Além
desses, foi adicionado a cepa Berenice, uma montagem realizada por Nanopore
(DIAZ-VIRAQUE et al., 2019). Todas as sequéncias dos genomas foram recuperadas
do TrytripDB e avaliadas com o software Quast para observar as métricas de
montagens. Outra andlise também realizada foi da completude através do BUSCO
(SIMAO et al., 2015) verséo 5.4.6 utilizando o metaeuk como preditor génico e no modo
euk_genome_met para avaliagdo contra o banco de genes ortdlogos para eucariotos.
Os scaffolds finais também foram comparados quanto a similaridade contra a
montagem dos cromossomos da cepa CL Brener (WEATHERLY; BOEHLKE;
TARLETON, 2009) e contra si mesmo e contra a cepa TCC, utilizando o programa

Nucmer (MARCAIS et al., 2018).

Estrutura do genoma montado

Os pacotes chromplot (OROSTICA; VERDUGO, 2016) e tidyverse (WICKHAM,
H.; WICKHAM, [s. d.]) do R (R CORE TEAM, 2022) foram usados para construir mapas
das scaffolds contendo genes das familias multigénicas, elementos transponiveis e

regides satélites e regides teloméricas.
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O conteudo GC (Guanina e Citosina) foi calculado para detectar possiveis bias
ao longo do genoma anotado. Para isso os scaffolds foram subdivididos em subregides
de 10kb usando a funcdo “makewindows” do bedtools (QUINLAN; HALL, 2010) e entao
o conteudo GC dessas subregides foi calculado com a fungdo “nuc”. O tamanho de
10kb foi selecionado de modo tentar contemplar mais de um gene na mesma regiao,
uma vez que o objetivo ndo seria avaliar o GC de genes especificos e sim da regido
anotada.

Para avaliagdo do numero de cépias cromossémicas na montagem de CL Brener

foi utilizado o CADIn, ferramenta descrita no capitulo 2 desta tese.

Busca de regides de recombinagao

Reads curtas das cepas Y e 231, representantes dos grupos parentais, DTUs
Tcll e Tclll, respectivamente, foram mapeadas no genoma montado de CL Brener (DTU
TcVI), a fim de buscar possiveis sitios de recombinacdo que possam ter ocorrido na
formagao do genoma hibrido. Para tal, as bibliotecas de reads foram mapeadas com o
BWA (LI, Heng; DURBIN, 2009) utilizando a fungdo mem, e 0 mapeamento processado
com o SAMTools (LI, Heng et al., 2009), fungdo depth com a flag -a para computar
posicoes de 0 reads, para a avaliagao da profundidade de cobertura para cada uma das
linhagens dos DTUs parentais ao longo do genoma de CL Brener. O programa R (R
CORE TEAM, 2022) foi utilizado para calculos e visualizagdo dos dados com o pacote
ggplot2 (WICKHAM, Hadley, 2011). Por fim, as reads longas de PacBio foram alinhadas
contra a montagem final para observar se as possiveis regides de recombinagao eram

verdadeiras ou apenas erros de montagem, uma vez que 0 mapeamento de reads


https://paperpile.com/c/0r9AV4/zGX7r
https://paperpile.com/c/0r9AV4/YD8Ao
https://paperpile.com/c/0r9AV4/1hffB
https://paperpile.com/c/0r9AV4/Tr077
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longas na regido confirma a ocorréncia da recombinacgéo. O alinhamento das reads de
PacBio foi realizado utilizando o Minimap2 (LI, Heng, 2018), e o IGV (Integrative
Genomics Viewer) (ROBINSON; ZEMO JTEL, 2017) para a visualizagdo dos dados. O
alinhamento dos parentais também foi realizado no genoma de TCC, cepa hibrida e do
mesmo DTU de CL Brener, para a avaliacdo desses mesmos possiveis pontos de
recombinacdo. Para isso foi utilizado os dados gerados pelo teste de similaridade
realizado pelo Nucmer entre CL Brener e TCC (descrito no topico anterior). As regides
de TCC descritas (BERNA et al., 2018b) tiveram a sua cobertura avaliada e a regi&o
com maior similaridade em CL Brener também foi analisada quanto a variagcao da

cobertura dos parentais contra seu genoma.


https://paperpile.com/c/0r9AV4/KmPqc
https://paperpile.com/c/0r9AV4/cJ3id
https://paperpile.com/c/0r9AV4/I3HXk
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Resultados

Montagem hibrida do genoma de CL Brener

Um total de 2.366.431 reads longas single-end foram gerados com tamanho
variando entre 100 e 110.848 bases para as reads brutas. Essas reads foram usadas no
inicio da montagem dos contigs. Todas as etapas da montagem foram avaliadas e as
meétricas podem ser vistas na Tabela 1-1. As reads longas permitiram a montagem de
2.697 contigs totalizando 88,7 Mb utilizando o HGAP como montador, e 1621 contigs
para o CANU. Apesar da menor contagem de contigs pelo CANU, ele mostrou menores
valores de N50 e tamanho total de contigs quando comparado a montagem do HGAP
(Tabela 1-1), e assim nao foram usados nas etapas seguintes. Ao mapear as reads
longas na montagem foi alcangado um valor de mediana de cobertura de 31. Ao ser
avaliada a montagem dos contigs contra o genoma de CL Brener de 2005 é possivel
observar a presencga de grande parte dos cromossomos contemplados (Figura 1-1). Os
contigs obtidos com HGAP foram submetidos ao Pilon para corregcdo das bases nas
sequéncias usando reads curtas sequenciadas, e apos correcao foi avaliado pelo IPA
para remoc¢ao de redundancias e pequenos contigs, resultando em 1.883 contigs, os

quais foram usados na etapa de scaffolding.
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Figura 1-1 Alinhamento entre os contigs montados pelo HGAP pré-corregao (eixo y) e as
sequéncias CL Brener de 2005 (eixo x). Cada ponto representa similaridade de sequéncia,
sendo que os em vermelho se alinham na mesma dire¢cdo e os em azul, na diregdo

complementar. Imagem gerada pelo pacote GAEMR.
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O processo de scaffolding foi realizado em 10 iteragbes, sendo que no inicio da
décima primeira, o SLR ndo classificou em unica ou ambigua as sequéncias, nao
realizando assim o scaffolding. Nenhuma das iteragdes alterou consideravelmente a
porcentagem de GC, mas como esperado houve uma reducdo gradual no numero de
sequéncias e aumento consideravel no valor do N50, de 377 Mb para 548 Mb. Isso
demonstra a melhoria da montagem a medida que as interagdes aconteceram, o que
também é refletido no aumento do valor de auN de 464 Mb para 656 Mb, demonstrando
que as sequéncias apresentam uma melhora na contiguidade. Em relagdo ao numero
de N’s (gaps) foi maior na iteragdo final quando comparado ao inicio do scaffolding
(Tabela 1-1). No entanto, tentamos minimizar o numero de N’s através das reads curtas
incorporadas pelo GapFiller. Como pode ser visto na Tabela 1-2, ha uma reducao no
numero de N’s ao fim do scaffolding de cada iteragdo, ou seja, apds corregdes de gaps

com o GapkFiller.
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Tabela 1-1 Avaliagdo da qualidade da montagem a partir dos resultados de contiguidade e completude do genoma da cepa CL

Brener de T. cruzi antes e apds cada interagdo. Apos as etapas iniciais de montagem usando HGAP/CANU, o script IPA e 10

iteracbes de SLR usando reads longas de PacBio, SSPACE com reads de Sanger, SSPACE com reads curtas paired-end e

single-end da lllumina e GapFiller com reads paired-ends da lllumina.

Contagem Tamanho Maior N's/100

Montagem sequéncias total sequéncia GC (%) N50 N90 auN L50 L90 kpb
CANU 1621 65772805 571796 51,44 48206 19785 92225,8 319 1208 0
HGAP 2697 88773354 1254158 51,71 83077 12236 164376 234 1460 0
Pilon 1 2697 88366197 1237483 51,7 82610 12204  163401,6 234 1462 0
IPA 1883 81109134 1378337 51,55 122436 16637  193858,1 169 927 0
Iteracéo 1 1118 84334387 1565086 51,54 377819 28682  426438,3 70 356 3889,73
Iteracdo 2 987 84722880 1696269 51,54 414844 35873  485355,8 63 299 4307,56
Iteragdo 3 934 84871895 1696415 51,54 430259 38045 4974221 61 282 4463,87
Iteragdo 4 886 84933260 1696415 51,54 435468 41717  501626,4 61 270 4518,96
Iteragdo 5 853 84947706 1696415 51,54 440805 45273  503286,6 61 261 4519,85
Iteragdo 6 802 84957964 1696415 51,54 442886 47904  508609,8 60 253 4516,7
Iteragdo 7 716 84973130 1696415 51,54 458411 53190 513836 60 240 4515,33
Iteragdo 8 604 84980836 1696415 51,54 468125 65932 5358925 58 221 4512,96
Iteragdo 9 473 85013075 1831339 51,54 527296 97090 603102,5 52 187 4534,32
Iteragcdo 10 446 85029489 2407301 51,54 548585 107867  656462,7 49 174 4535,85
Final (Pilon

2) 4464 84908214 2407335 51,53 548600 107874  656226,4 49 174 4531,04
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Tabela 1-2 Impacto do fechamento de Gaps na reducédo dos valores de N's/100kbs antes e

depois da implementacao do GapkFiller.

N’s/100kbs N’s/100kbs

Iteragio Antes do GapFiller Depois do GapFiller N’ s/100kbs Diferenga

Iteracédo 1 3933,21 3889,73 -43,48
Iteracédo 2 4320,66 4307,56 -13,1
Iterac&o 3 4472,48 4463,87 -8,61
Iteracéo 4 4523,88 4518,96 -4,92
Iterac&o 5 4524,34 4519,85 -4,49
Iterac&o 6 4520,91 4516,7 -4,21
Iteracéo 7 4520,79 4515,33 -5,46
Iteracéo 8 4515,88 4512,96 -2,92
Iterac&o 9 4537,4 4534,32 -3,08
Iteragéo 10 4539,6 4535,85 -3,75

Por fim, o mapeamento de reads paired-end de lllumina na montagem mostrou
que 96,36% das reads foram usadas e estdo presentes nos scaffolds (Tabela 1-3).
Além disso, verificamos que 4,19 milhdes de reads pareadas (7,52%) a mais quando
comparados aos “cromossomos” do genoma anterior de 2005, e 4,83 milhdes se forem
consideradas as reads paired-end e single-end. Quando analisamos as reads de alta
qualidade de mapeamento (>=30 — MQ30) 100% delas foram mapeadas. Esses dados
demonstram que a metodologia de montagem conseguiu aproveitar grande parte
daquilo que foi sequenciado, ainda mais se tratando do genoma repetitivo da cepa CL

Brener.

Tabela 1-3 A proporgao de reads mapeada na montagem final da cepa de T. cruzi CL Brener e

a mesma cepa na montagem anterior (2005).

CL Brener 2023 CL Brener 2005

Filtros
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N° total de reads Proporcao de N° total de reads Proporgao de

mapeadas reads mapeadas mapeadas reads mapeadas
Paired-end 54.297.344 96,36% 50.111.157 88,84%
Unpaired 8.630.299 96,05% 7.981.190 88,67%
Merge 62.927.643 96,34% 58.092.347 88,82%
MQ 30 34.435.874 100% 35,259,304 100%

Anotacao

O programa Augustus gerou 29.649, 29.064 e 33.464 sequéncias preditas para
o software treinado com CL Brener, outras cepas de T. cruzi e dados de T. brucei
respectivamente. Muitas destas sequéncias n&o apresentaram similaridade aos genes
ja anotados. A cepa CL Brener apresentou 20.892 genes com similaridade, sendo
11.173 genes idénticos as proteinas dos dados de treinamento do programa (Tabela
1-4). O treinamento com os dados de T. brucei foi o que retornou maior numero de
sequéncias preditas, mas como esperado com mais baixa similaridade, e nenhuma
idéntica. No final, depois de combinar as proteinas preditas de diferentes conjuntos de
dados e checagem dos genes sobrepostos, entre idénticos e similares e entre os

grupos treinados, foram contabilizados 29.759 genes preditos pelo Augustus.

Tabela 1-4 O numero de genes ab initio preditos com Augustus para os diferentes conjuntos de
dados de treinamento. As colunas referem-se ao numero total, aquelas que apresentam
alguma similaridade quando comparadas com BlastP versus o proteoma do respectivo conjunto
de dados, o numero de proteinas idénticas anotadas e o valor final recuperado pela remocéao

de sequéncias encontradas em dois ou mais datasets.

Total de
genes Genes Genes Idénticos +
Dataset preditos idénticos Similares* Similares Anotados** Final***
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CL Brener

2005 29.649 11.173 9.719 20.892 12.436 21.607
T. cruzi 29.064 16.321 15.571 31.892 8.135 8.135
T. brucei 33.464 0 637 637 17 17

*>=80% de identidade e sequéncia ndo idéntica, **sem sobreposi¢do, ***para CL Brener sdo
computados genes preditos sem similaridade.

Membros das familias multigénicas DGF, MASP, Mucinas, RHS e
Trans-sialidases foram analisados quanto a similaridade dos genes na montagem de
CL Brener de 2005 e os scaffolds montados. Um total de 1392 sequéncias de
trans-sialidases e 1095 MASPs foram montadas. O pipeline permitiu uma maior

deteccdo de genes em relagdo a predi¢cao pelo Augustus (Tabela 1-5).

Tabela 1-5 Total de genes anotados nos scaffolds montados de CL Brener para cinco diferentes

familias multigénicas de T. cruzi.

Genes Augustus Total

DGF 162 265
MASP 948 1.095
Mucina 804 926
RHS 683 795
Trans-sialidase 691 1.392

A predigdo de sequéncias nao codificadoras de proteinas resultou em 7.391
elementos (Tabela 1-6). Um total de 127 genes de tRNA, distribuidos em 43 dos
scaffolds, foram identificados com maior presenga de tRNA para Arginina, Glicina e
Leucina, e menor numero de tRNA de Tirosina e Triptofano (Tabela 1-7). Um total de

115 tRNAs foram anotados na montagem de 2005, sinalizando para 12 possiveis novas
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copias de tRNAs, sendo essas preditas de novo pela ferramenta Aragorn. Além disso,
tRNAs de selenocisteina foram preditos, ndo sendo observados anteriormente (Tabela

1-7).

Tabela 1-6 Numero de regides anotadas para cada classe e o numero de scaffolds em que sua

presenca foi observada.

Anoltacao SAT TE* snoRNA sIRNA  tRNA rRNA = snRNA sRNA Total
Quantidade 2.399 4394 189 112 127 152 16 2 7.391

Contagem de
Scaffolds 30 308 114 3 43 13 14 2 330

*Elementos transponiveis.

As outras classes de sequéncias foram identificadas por similaridade (Tabela
1-6). As regides satélites (SAT), que correspondem a sequéncias de 195 pb que se
repetem in tandem, foi uma das repeticdbes mais abundantes da montagem. Em nossa
anotacao, observamos 2.399 unidades das sequéncias SAT, em 30 scaffolds, incluindo
sequéncias completas e truncadas, algumas por elementos transponiveis como SIRE e
VIPER. Um total de 4.394 elementos transponiveis foram identificados. Eles foram
observados proximos ou truncando genes codificadores de proteinas, além das
sequéncias SAT. Entre as outras classes de RNA, a mais comum foi o shoRNA, com
189 sequéncias, depois o rRNA (152), o sIRNA (112), o snRNA (16) e o sRNA (2). Mais
da metade dos scaffolds montados (330) contém sequéncias correspondentes a RNAs

estruturais, repeticdes SAT e elementos transponiveis (Tabela 1-6).

Tabela 1-7 — Numero de tRNAs preditos com Aragorn.
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tRNA CLBrener 2023 CLBrener 2005
Ala 6 5
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Regides teloméricas e subteloméricas

Foram encontradas 24 repeticbes teloméricas distribuidas em diferentes
scaffolds com tamanhos variando de 32 a 4521 nucleotideos (Tabela 1-8) e, como
esperado, apenas nas extremidades de scaffolds (Figura 1-S1). Adjacentes as
repeticbes teloméricas (regides subteloméricas), genes de algumas familias
multigénicas foram observados em comum entre os scaffolds (Figura 1-2 A), em um

padrao bem distinto quando comparado a por¢des mais distantes aos teldmeros
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(Figura 1-2 B). Em regides subteloméricas, foram encontrados membros das familias
multigénicas RHS e Trans-sialidases, bem como elementos repetitivos como DIRE,
L1Tc, NARTc, SIRE e VIPER foram observados com mais frequéncia (Figura 1-3). Por
outro lado, membros das familias MASP e Mucinas s&o encontrados nas regides

internas dos cromossomos, em um numero menor de scaffolds (Figura 1-2).

Tabela 1-8 Scaffolds contendo repeticdes teloméricas. Informagdes dos scaffolds, posicao
inicial e final, orientacdo e tamanho das regides dos teldbmeros encontradas na montagem final

do genoma de CL Brener T. cruzi.

Coordenada Coordenada

Scaffold Inicial Final Orientagéao Comprimento

TcBrS003 1 106 - 106
TcBrsS007 1 92 - 92
TcBrsS008 1 4521 - 4521
TcBrsS028 689240 689325 + 86
TcBrsS029 1 52 - 52
TcBrsS032 1 1326 - 1326
TcBrS033 641507 642352 + 846
TcBrS044 1 1861 - 1861
TcBrS045 589690 590667 + 978
TcBrS048 549766 549797 + 32
TcBrsS052 1 32 - 32
TcBrsS055 520017 520048 + 32
TcBrsS064 436668 436699 + 32
TcBrs078 1 340 - 340
TcBrs086 351757 351788 + 32
TcBrs087 349186 349217 + 32
TcBrsS093 305505 305536 + 32
TcBrS124 1 32 - 32
TcBrsS129 190543 190678 + 136
TcBrs172 1 175 - 175
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esta determinado pela intensidade de calor, sendo azul baixo numero de cépias e vermelho,

alto numero de cépias.

TeBrS003 o | B B DN D i

[10kb |20 kb |30 kb [40 kb |50 kb |60 kb |70 kb 8o ko |oo kb [100
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Figura 1-3 Representacao grafica da porgdo préxima aos teldbmeros de alguns scaffolds na
montagem final do T. cruzi cepa CL Brener. As caixas representam diferentes genes/elementos
anotados no cromossomo, com destaque para as caixas vermelhas nas extremidades,

referentes as regides dos teldmeros.

Completude da montagem

A analise do BUSCO resultou da comparagdao de 130 genes cdpia unica
ortélogos entre os eucariotos (Tabela 1-9). A montagem resultou em 97% desses
genes, sendo a sua maioria duplicados. A maior quantidade de genes duplicados foi

observado para a montagem anterior de CL Brener e TCC, todos os genomas hibridos.

Cepa Completos * Unico Duplicados Fragmentados Ausentes
CL Brener 2023 127 26 101 0
CL Brener 129 80 49 0
Berenice 128 128 0 1 1
BrazilA4 129 129 0 1 0
Dm28c 122 112 10 8 0
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TCC 129 21 108 1 0
Yc6 128 1 1 1 1

*Unico+Duplicados

Comparagao entre montagens

Ao avaliar a qualidade da montagem da cepa CL Brener em relagdo aos
genomas de outras cepas ja sequenciadas, verificou-se que a montagem obtida
apresenta bons parametros, tanto em termos de numero de sequéncias gendmicas
montadas quanto em relagao aos valores de N50 e N75 (Tabela 1-10). Dentre todas as
montagens analisadas ela possui um dos menores numero de sequéncias montadas.
Ao comparar as métricas entre as cepas hibridas, nossa montagem chegou a valores
superiores que a TCC. Vale ressaltar que a montagem do genoma de CL Brener
apresentou inclusive métricas melhores que algumas genomas de cepas nao hibridas,
com excegcao apenas de BrazilA4 e Yc6 que utilizam de metodologias de

sequenciamento mais recentes (WANG, Wei et al., 2021b).

Tabela 1-10 Dados finais de qualidade de montagem da cepa CL Brener de T. cruzi e outras da

mesma espécie, todas montadas com base em reads longas.

Maior

Cepa  uantidade sequéncia Tamanho GC% N50 N90 L50 L90 auN  Referéncia

Brener2023 446 2407335 84908214 51,53 548600 107874 49 174 6562264 -
(DIAZ-VIRAQ
UE et al.,

Berenice 923 926516 40801262 51,2 156193 16124 61 430 236304,2  2019)
(WANG, Wei
BrazilA4 402 2738028 45556784 51,58 914771 27220 17 128 9740495 etal., 2021a)
(CALLEJAS-

Bug2148 929 1305792 55157397 51,27 200364 21923 64 489 310383,8 HERNANDEZ


https://paperpile.com/c/0r9AV4/MCsT0
https://paperpile.com/c/0r9AV4/GpuSd
https://paperpile.com/c/0r9AV4/GpuSd
https://paperpile.com/c/0r9AV4/GpuSd
https://paperpile.com/c/0r9AV4/ffBGM
https://paperpile.com/c/0r9AV4/ffBGM
https://paperpile.com/c/0r9AV4/LprfO
https://paperpile.com/c/0r9AV4/LprfO
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et al., 2018)

(BERNA et
Dm28c 636 1645565 53271887 51,56 317638 30658 47 308 399616,2 al., 2018a)

(BERNA et
TCC 1236 1305230 87058484 51,72 264196 23494 92 536 341227,3 al., 2018a)

(WANG, Wei
YC6 266 2951016 47218089 51,58 889019 52667 18 98 9702364 et al., 2021a)

Os resultados da comparagdo de montagem de CL Brener do presente trabalho
e 0 genoma ja publicado (WEATHERLY; BOEHLKE; TARLETON, 2009) demonstraram
que muitos dos “cromossomos” obtidos anteriormente estdo representados (Figura
1-4), corroborando também com os dados de long-reads nos contigs (Figura 1-1). Em
alguns casos, quando avaliada separadamente, a similaridade entre scaffolds e
cromossomos, € observado a presenca de scaffolds montados apresentando
semelhangas com mais de uma sequéncia da antiga montagem (Figura 1-5).

O scaffold TcBrS07 (Figura 1-5) obteve similaridade com dois cromossomos da
montagem de 2005 (TcChr33 e TcChr11), bem como o TcBrS010 com similaridade aos
TcChr36-P e TcChr36-S. Outros scaffolds tinham um padrdo semelhante. Ao avaliar a
anotagao nestas regides, observamos que regides repetidas in tandem dificultam o
alinhamento, como observado para TcBrS001 (Figura 1-6). Esse foi o maior scaffold
montado, com mais de 2.4Mb de comprimento. Ele apresentou alta similaridade ao
cromossomo TcChr41-P, maior dentre os montados anteriormente onde cerca de 1,5Mb
sdo altamente correspondentes, possuindo uma grande secéo, entre 1,5Mb e 2Mb, ndo
apresentando correspondéncia com alta exatiddo, coincidindo com uma regido de
satélite (Figura 1-6 B). Outro padrdo observado foi a ocorréncia de uma mesma regiao

presente em diferentes cromossomos, como regides contendo elementos


https://paperpile.com/c/0r9AV4/LprfO
https://paperpile.com/c/0r9AV4/QgpRm
https://paperpile.com/c/0r9AV4/QgpRm
https://paperpile.com/c/0r9AV4/QgpRm
https://paperpile.com/c/0r9AV4/QgpRm
https://paperpile.com/c/0r9AV4/ffBGM
https://paperpile.com/c/0r9AV4/ffBGM
https://paperpile.com/c/0r9AV4/penh1
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transponiveis, observado em TcBrS059 (Figura 1-7), que pode ser encontrado em

diferentes orientagdes nos diferentes cromossomos da montagem anterior.
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Figura 1-4 Representacao grafica do alinhamento entre nossa montagem final de T. cruzi cepa
CL Brener, contra a montagem antiga da mesma cepa. A nova montagem é representada no
eixo X e 0 eixo y estdo o cromossomo da montagem anterior. Cada ponto representa
similaridade de sequéncia, sendo que os em roxo se alinham na mesma direcdo e os em azul

claro, na diregado complementar.
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Figura 1-5 Representacéo grafica do alinhamento entre o scaffold TcBrS007 (A) e TcBrS010
(B) da nossa montagem final da cepa CL Brener de T. cruzi, contra 0s cromossomos antigos
montados. Os scaffolds sdo representados no e€ixo x € 0 eixo y sdo 0s cromossomos da
montagem anterior. Cada ponto representa similaridade de sequéncia, sendo que os em roxo
se alinham na mesma dire¢do e os em azul claro, na direcdo complementar. (C) e (D)
representam o alinhamento dos cromossomos TcChr3-P e TcChr3-S na nova montagem.
Sendo representados os scaffolds no eixo y e os cromossomos no eixo x. Os scaffolds
TcBrS028 e TcBrS119 foram alinhados entre si,
posteriormente TcBrS028 (F).

tendo TcBrS119 (E) como referéncia e
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Figura 1-6 (A) Representagdo grafica do alinhamento entre o scaffold TcBrS001 contra os
pseudo cromossomos de CL Brener de 2005. A scaffolds TcBrS001 da nova montagem é
representada no eixo x € no eixo y sdo os cromossomos da montagem anterior. Cada ponto
representa similaridade de sequéncia, sendo que 0os em roxo se alinham na mesma direcéo e
os em azul claro, na direcdo complementar. (B) Representagao cromossdémica do scaffold
TcBrS001, nas caixas os diferentes genes/elementos anotados no cromossomo. Em azul um

destaque as regides de satélite repetitivas.
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Figure 1-7 (A) Representacdo grafica do alinhamento entre o scaffold TcBrS059 contra os
pseudo cromossomos de CL Brener de 2005. A scaffold TcBrS059 é representada no eixo x e
no eixo y sao os cromossomos da montagem anterior. Cada ponto representa similaridade de
sequéncia, sendo que os em roxo se alinham na mesma direcdo e os em azul claro, na diregao
complementar. (B) Representagdo da anotagcédo do scaffold TcBrS059, nas caixas os diferentes
genes/elementos anotados no cromossomo. Em amarelo um destaque para as regides de

elementos transponiveis.
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Deteccao de possiveis sitios de recombinacgao

Para identificar possiveis sitios de recombinagdo entre os genomas parentais
(Tcll e Tclll) da cepa CL Brener (TcVI), foi realizado o mapeamento das reads lllumina
das cepas Y (Tcll) e 231 (Tclll) na montagem do genoma CL Brener gerada no
presente trabalho. Um total de 91 scaffolds tiveram algum tipo de inversdo na
profundidade entre reads derivadas das cepas representantes das DTUs Tcll e Tclll
(Figura 1-S2). Ou seja, essas regides apresentam alta cobertura de reads derivadas de
uma cepa de um dos haplétipos parentais, bem como baixa ou nenhuma cobertura
reads do outro haplétipo, seguida de uma inversao de cobertura, onde a primeira passa
a apresentar pouca ou nenhuma cobertura e a outra passa a ter cobertura aumentada
na mesma regiao (Figura 1-8). A cobertura de reads de PacBio nestas regides de
inversao (Figura 1-9), corroboram com a nog¢ao de que sao de fato pontos de

recombinacao que ocorreram durante a evolugao do genoma hibrido de CL Brener.
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Figura 1-8 Representacdo grafica da profundidade de reads de bibliotecas de um
representante dos DTUs Tcll e Tclll, além das leituras longas e leituras curtas usadas na

montagem, nos diferentes scaffolds montados.
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Figura 1-9 Imagem do IGV da regido no scaffolds TcBrS007 onde ha mudanca de reads
alinhada de Y para 231 (A). Abaixo (B) a mesma regidao mas dando enfoque nas reads longas
que vao desde a regido com alinhamento apenas em Y até a regido com alinhamento apenas

em 231. As linhas verticais coloridas representam variantes pontuais ou indels e o
comprimento representa a frequéncia da variante quando comparado ao genoma de
referéncia. Ja no box Long-reads as linhas horizontais representam as reads alinhadas,

em roxo sao pontos de indels. As linhas em destaque em Long-reads em B (roxa, lilas,
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amarela, anil, azul e vermelha) s&o aquelas que contemplam toda a extensédo da

regiao.

Ao avaliar o ponto de recombinacdo encontrado na sequéncia 133 e 64 da cepa
TCC (BERNA et al., 2018b) por similaridade contra a montagem, nés observamos o
mesmo padrao, sinalizando como um possivel ponto de recombinagdo compartilhado
entre as cepas hibridas de T. cruzi. A analise usando as cepas 231 e Y contra TCC e
nossa montagem de CL Brener permitiu avaliar os mesmos dados de sequenciamento
dos DTUs parentais. Esse ponto de inversdo no mapeamento entre os diferentes DTUs
em dois scaffolds tanto na nova montagem quanto em TCC sugere que ambas as
cepas podem ter se originado a partir de um mesmo evento de hibridacido ou pode

representar um hotspot de recombinacgao caracteristico das cepas hibridas.



https://paperpile.com/c/0r9AV4/I3HXk
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Figura 1-10 Representacéo grafica do alinhamento entre o scaffold 133 da cepa TCC de T.
cruzi, e os scaffolds da nova montagem de CL Brener. Ao lado, tem a imagem do IGV da regiao
de possivel troca nos scaffolds TcBrS068 (B) e TcBrS189 (C) da nova montagem alinhados com

reads de Y (acima) e 231 (abaixo).

Perfil de CG na composi¢ao do genoma

Embora o genoma contenha aproximadamente 51% de conteudo CG, existem
diferengas entre por¢cées do genoma, dependendo da estrutura e do conteudo génico
(Figura 1-11). Isso é observado nos diferentes valores observados entre os membros
das principais familias multigénicas anotadas (Tabela 1-11), como DGF1, com valores
superiores a 64% de conteudo de GC, seguidas das mucinas com 57%. Quanto aos
demais genes, os valores sdo mais proximos do genoma total, com 52%. Por outro
lado, notou-se uma variagdo entre os genes preditos pelo Augustus, no que se refere
aos genes que nao apresentaram similaridade superior ao corte na anotagao geral dos
genes codificantes de proteinas, mas também nao foram anotados com avaliagao
especifica dos membros das familias multigénicas. Isso pode significar que entre esses
membros preditos possa haver ainda sequéncias como de DGF-1 e mucinas, devido ao
valor de GC.

Tabela 1-11 Porcentagem de CG nas regides da montagem de CL Brener de T. cruzi para os

respectivos genes.

Genes GC%
DGF 64,1
MASP 51,7
Mucina 57,4
RHS 50,9

TS 53,4
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Proteinas preditas 54,4
Outros genes 52,5
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Figure 1-11 Valores do conteudo CG (eixo y) em janelas de tamanho de 10 Kpb ao longo dos

scaffolds (eixo x) montados da cepa CL Brener de T. cruzi. A linha em preto representa a
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porcentagem GC na janela utilizada, em vermelho o valor de 0,5 (50%) e abaixo de cada
grafico de linha, a representacao da anotacdo de cada scaffold em questdo destacando em
magenta os genes membros das principais familias multigénicas (DGF-1, MASP, Mucinas,

RHS e Trans-sialidases), em azul, regides satélite € em amarelo, elementos transponiveis.

Avaliagao de aneuploidias em CL Brener

Para avaliar a ocorréncia de aneuploidias no genoma de CL Brener, foi utilizado o
CADIn, desenvolvido nesta tese (ver capitulo 2). A analise foi feita nas 40 scaffolds de maior
tamanho. (Figura 1-12). Nas anadlises de frequéncia alélica (Figura 1-12 A), para muitas
sequéncias analisadas, foi verificada a ocorréncia de uma baixa quantidade de variantes
bialélicas (eixo y). Entretanto, um ndmero consideravel de variantes (>100) foi detectado para
scaffolds TcBrS006, TcBrS010, TcBrS019, TerS026, TcBrS030, TcBr038 e TcBrS039, sugerindo
fortemente um padrao dissdmico. O mesmo foi observado para TcBrS021 e TcBrS038, que
apresentaram um padrao trissémico. Como a maioria muitas scaffolds apresentaram baixa
contagem de variantes, dificultando a robustés da analise de somia por frequéncia alélica, foi
realizada a predicao de somia por profundidade de reads (Figura 1-12 B). Nesta abordagem, a
grande maioria das sequéncias foram classificadas como dissémicas. A predigéo de trissomia
sugerida pela andlise de frequéncia alélica para os scaffolds TcBrS021 e TcBrS038 foi
confirmada pela analise de profundidade de reads, que também sugere a ocorréncia de outros
scaffolds com padrao supranumerario, como TcBrS001, TcBrS013, TcBrS035, os apresentaram
uma baixa contagem de variantes. Em resumo, as analises sugerem uma prevaléncia de
cromossomos dissébmicos e alguns supranumerarios, confirmando a natureza aneuploide do

genoma de CL Brener.
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Figura 1-12. Estimativas de somia pelo CADIn para scaffolds de CL Brener com base na
frequéncia alélica de SNPs heterozigoticos (A) e profundidade de reads (B). Em A, o eixo x
contém valores de frequéncia de SNPs heterozigéticos e o eixo y corresponde ao numero de
posicdes cromossdmicas com uma determinada frequéncia alélica. Em B, cada boxplot
refere-se a um cromossomo e a linha vermelha (valor 1) corresponde ao numero de cépias
cromossdmicas por genoma hapléide. Os valores foram calculados com base na cobertura

mediana de todos 0os genes em um cromossomo normalizados pela cobertura do genoma.



CAPITULO 2

CADIn - CHROMOSOMAL AMPLIFICATION AND DELETION INFERENCE TOOL

CADIn, ferramenta desenvolvida para avaliacdo de variagdes de somias

cromossOmicas baseado em read depth coverage e analises de frequéncia alélica.
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Metodologia

Informacgoes iniciais

O CADIn é um pipeline desenvolvido para avaliar ploidia e somatica por analise
de variantes e cobertura de profundidade de leitura (reads), usando apenas um
comando via terminal. Como entrada, requer um ou mais arquivos no formato BAM
contendo reads de NGS, um arquivo de referéncia, usado para mapeamento, em
formato FASTA e um arquivo de anotagao no formato GFF3. O arquivo BAM pode ser
originado do mapeamento das reads usando ferramentas como BWA (LI, Heng;
DURBIN, 2009) e Bowtie (LANGMEAD et al.,, 2009). Os dados de entrada nao
precisam ser indexados, filtrados ou classificados, a propria ferramenta faz a analise
quando solicitado. Usando parametros padrao, o arquivo sera filtrado pela qualidade de
mapeamento de 30 (-q), e indexado automaticamente. O arquivo de referéncia pode
ser filtrado, apés o mapeamento, pelas regides/cromossomos de interesse, para
analises de ploidia ou somia. Os dados de anotagdo devem ter o nome dos
cromossomos condizentes com a referéncia e precisam ser filtrados por regidao anotada
(gene, CDS, mRNA). O CADIn usa genes como padrao, mas isso pode ser modificado
(-f). Quando necessario, a conversao do GFF3 para BED, por exemplo, a ferramenta
realiza automaticamente. Os calculos de ploidia gendmica e somia cromossémica sao
baseados em duas analises independentes: frequéncia de SNPs heterozigdticos e pela

profundidade de reads cobertas, como descrito abaixo.


https://paperpile.com/c/0r9AV4/YD8Ao
https://paperpile.com/c/0r9AV4/YD8Ao
https://paperpile.com/c/0r9AV4/vuImh
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Analise de SNPs heterozigéticos

Esta anadlise consiste em avaliar a frequéncia alélica de variantes de
nucleotideos pontuais (SNPs) encontrada nas reads mapeadas no genoma de
referéncia. Somente as variantes heterozigotas com duas variantes sdo consideradas
para o calculo (-v). Todas as variantes usadas precisam ter uma qualidade superior a
10 (-k) e pelo menos cinco leituras de suporte (-d). Posteriormente, é feita a relagéao
entre a contagem de cada variante e a profundidade total de reads na posicédo. Depois,
os valores calculados para todas as variantes sao agrupados por cromossomo e
plotados em um grafico de frequéncia, ou os dados de todos os cromossomos sao
usados para inferir a ploidia genémica. Ao observar o padrao de frequéncia dos SNPs
heterozigoticos € possivel determinar a somia cromossdmica ou ploidia do genoma. O
maior numero de variantes em 0,5 -caracteriza o conjunto avaliado como
dissdmico/dipléide, pois cada variante corresponde a 50% da contagem total. Valores
de 0,33 e/ou 0,77 infere-se trissomial/triploidia, e 0,25, 0,5 e/ou 0,75,

tetrassomia/tetraploidia.

Profundidade de reads cobertas

Outra metodologia usada para avaliar a somia cromossOmica € usar a
profundidade de reads mapeadas nas regides anotadas. Computando cada posi¢ao
dos genes (regido anotada), a profundidade do gene ¢é calculada com base na mediana
(-m). Os genes que apresentarem menos de 50% (-I) de sua extensdo coberta por

reads serao descartados, e os demais normalizados pela profundidade do genoma, que
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pode ser calculado com base na profundidade de todos os genes ou na profundidade
total do genoma mapeado (-p).

Apos a normalizagdo, o teste Grubs € executado iterativamente para cada
cromossomos para remover regidées com outliers. Esse teste permite remover regides
genbmicas altamente repetitivas, como aquelas ricas em familias multigénicas. Atravées
deste novo conjunto de dados, boxplots e heatmaps sao gerados. A avaliagdo desses
graficos precisa ser feita em uma base comparativa devido as discrepancias e
variagdes entre os cromossomos de uma amostra. Um valor de 1 € considerado a linha
de base do genoma; no entanto, valores acima/abaixo correspondem a um aumento ou
diminuicao do numero de copias do cromossomo em relagao ao genoma total. O teste
de classificacdo de Mann-Whitney-Wilcoxon é realizado para avaliar estatisticamente
se valores elevados ou abaixo da linha de base sao significativamente validos (p-valor
<0,05). Para isso, avalia-se os valores encontrados e observados e se a sao inferiores
a05e1eacimade1,1,5, 2,25e 3. Um teste de correlagéo (pairwise test) também é
realizado comparando os cromossomos da amostra, ajustados por corregcdo de
Bonferroni, e permitindo um teste assintético. Todas as comparagdes estdo em um
grafico do tipo heatmap destacando valores-p < 0,01, 0,05 e 0,10, destacando as

diferencas quando houver.
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Validacao da pipeline

Usando amostras de banco de dados

Para validagdes, cinco amostras clinicas de Saccharomyces cerevisiae e duas
espécies de Leishmania (L. infantum e L. major) tiveram dados de reads baixadas no
NCBI SRA (LEINONEN et al., 2010) (Tabela 2-1). Eles foram avaliados por qualidade e
posteriormente trimados pelo Fastqc (versao 0.11.8) (ANDREWS, 2010) e Trimmomatic
(verséao 0.33) (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014), respectivamente.
Concomitantemente, os arquivos de genoma (formato FASTA) e anotacdo (formato
GFF) de S. cerevisiae S288C (GCA_000146045.2) obtidos do NCBI GenBank
(O’LEARY et al., 2016) e os de Leishmania major cepa Friedlin e Leishmania infantum
JPCM5 recuperados do TritrypDB (versao 46) (ASLETT et al., 2010). Em seguida,
todas as bibliotecas foram mapeadas para o respectivo genoma de referéncia com
BWA (versédo 0.7.12) (LI, Heng; DURBIN, 2009). Depois que o CADIn foi executado
com os parametros padrdo, os arquivos BAM de cada espécie foram executados
separadamente usando os genomas de referéncia e as respectivas anotagdes. As

sequéncias de genoma mitocondrial foram removidas antes das estimativas.

Tabela 2-1 - Todos os codigos utilizados para analise e respectivos cédigos SRA e plataforma
de sequenciamento em que obra as bibliotecas foram sequenciadas, bem como o cédigo do

estudo e o projeto em que estdo cadastradas.

Codigo SRA Plataforma Model SRAStudy BioProject

lllumina HiSeq
CBS2919 SRX1648794 ILLUMINA 2000 SRP072079 PRJNA315044

lllumina HiSeq
CBS7837 SRX1648801 ILLUMINA 2000 SRP072079 PRJNA315044


https://paperpile.com/c/0r9AV4/oh6hz
https://paperpile.com/c/0r9AV4/05AcE
https://paperpile.com/c/0r9AV4/LtADb
https://paperpile.com/c/0r9AV4/ctBcq
https://paperpile.com/c/0r9AV4/ZjWNf
https://paperpile.com/c/0r9AV4/YD8Ao
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lllumina HiSeq
CBS9564 SRX1648806 ILLUMINA 2000 SRP072079 PRJNA315044

lllumina HiSeq
YJM1098 ERX2050129 ILLUMINA 3000 ERP023217 PRJEB20998

lllumina HiSeq
YJM466 ERX2050130 ILLUMINA 3000 ERP023217 PRJEB20998

Ilumina Genome
LinJ ERX005632 ILLUMINA Analyzer Il ERP000169 PRJEB2115

Ilumina Genome
LmjF ERX005636 ILLUMINA Analyzer Il ERP000169 PRJEB2115

Comparagdo com ferramenta existente

O nQuire (WEIS et al., 2018) também foi utilizado para avaliar as bibliotecas de
S. cerevisiae, e Leishmania sp. para detectar aneuploidias em organismos com poucas
variantes. Os arquivos de mapeamento para essa analise foram classificados e filtrados
por qualidade de mapeamento 30, e um formato BED foi gerado com cada uma das

coordenadas dos cromossomos.

Bibliotecas simuladas

Bibliotecas simuladas com diferentes niveis de cobertura foram geradas para
avaliar a estratégia de profundidade de cobertura usada pelo CADin para estimativa de
somia. Bibliotecas de reads pareadas de S. cerevisiae S288C foram simuladas usando
o software ART (HUANG et al., 2012). As bibliotecas foram criadas com cobertura 50x.
Os cromossomos 2, 3, 4 e 5 tiveram a cobertura aumentada para 75x, 100x, 125x e
150x. Essas simulagbes foram realizadas usando HiSeq 1000 (100bp), HiSeq 2000

(100bp), HiSeq 2500 (125bp e 150) e HiSegX TruSeq (150bp), para verificar diferentes


https://paperpile.com/c/0r9AV4/tiMaJ
https://paperpile.com/c/0r9AV4/FepUF
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plataformas e tamanhos de reads variaveis. Posteriormente, as reads foram mapeadas

na referéncia, e o CADIn realizou a analise, conforme descrito acima.

Implementagao

Todas as anadlises foram realizadas em um laptop com 8 gigabases de ram, 256
gigabases de espago em disco e um processador i5 com 2 nucleos. Foi testado para
sistemas baseados em Debian e Redhat e macOS. O pipeline fez a analise usando 1
nucleo de processamento, ndo sendo paralelizado. O tempo gasto para cada analise foi
relatado, sendo que o tempo para as bibliotecas simuladas foi registrado

separadamente para verificar a influéncia do método de sequenciamento na execugao.
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Resultados

Conjuntos de dados reais

O CADin também foi usado para avaliar a ploidia do genoma e a somia
cromossOmica em conjuntos de dados de genomas reais de S. cerevisiae e Leishmania
sp.. Inicialmente, para avaliar a ploidia global do genoma dos isolados de S. cerevisiae,
analises de frequéncia alélica foram realizadas considerando os SNPs heterozigotos de
todos os cromossomos. Foi detectado em S. cerevisiae diferentes valores de somia
entre e dentro das amostras. Os dados de frequéncia alélica de todo o genoma
indicaram que: CBS7837 e YJM1098 sao diploides, CBS2919 e YJM466 triploides e
CBS9564 tetraploide (Figura 2-1). Ao avaliar cada cromossomo separadamente por
abordagem de frequéncia alélica (Figura 2-2) e pelos resultados das analises de
profundidade (Figura 2-3), variagcbes na somia foram observadas para isolados os
CBS2919 (cromossomo 1), CBS9564 (cromossomos 9 e 13), YJM1098 (cromossomo

12) e YJM466 (cromossomos 6 e 9), enquanto CBS7837 nao exibiu aneuploidias.

CBS2919 CRSTFE3T CBS9564 YIM 1098 YIMAbE

T " W "\

Figura 2-1 - Estimativas de ploidia pelo CADIn de diferentes amostras de Saccharomyces
cerevisiae com base na frequéncia alélica de SNPs heterozigotos de todos os cromossomos. O
eixo x contém valores de frequéncia de SNPs heterozigéticos e o eixo y corresponde ao

numero de posi¢coes cromossémicas com uma determinada frequéncia alélica.
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Figura 2-2 - Andlise da frequéncia alélica de SNPs heterozigéticos calculada com o CADIn
para cada cromossomo para amostras de S. cerevisiae. O eixo X contém valores de frequéncia

alélica e o eixo Y corresponde ao numero de ocorréncias com essa frequéncia.
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CBS2919 CBS7837

CBS9564 YIM466

YJM1098

Figura 2-3 - Estimativas de soma para cada cromossomo de amostras de S. cerevisiae usando
andlises de profundidade de reads cobertas calculada pelo CADIn. Os valores foram
calculados com base na cobertura mediana de todos o0s genes em um cromossomo
normalizado pela cobertura do genoma. Cada boxplot refere-se a um cromossomo e a linha

vermelha (valor 1) corresponde ao niumero de copias cromossémicas por genoma hapléide.

Para S. cerevisiae foi possivel observar as diferengas através do valor médio da

profundidade dos genes naquela sequéncia (Figura 2-4). O mesmo padrao foi visto
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pelo teste de correlagdo (Figuras 2-5) quando avaliado a profundidade dos
cromossomos, apontando estatisticamente as diferengcas e semelhancas das somia

estimadas.
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Figura 2-4 - Heatmap com a mediana dos valores de profundidade normalizados dos genes
presentes em cada cromossomo (eixo y) para as diferentes amostras (eixo x). As cores
representam o aumento ou reducédo do numero de copias do cromossomo em comparagao com

a linha de base de 1 (branco).
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Figure 2-5 - Heatmap dos valores de significancia obtidos pelo teste de Wilcox pairwise para
amostras de S. cerevisiae, avaliadas entre cromossomos da mesma espécie. Em cinza, os que
nao obtiveram diferengca estatistica, e em azul, gradativamente, aumentou a confianga
estatistica.
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Os resultados da frequéncia alélica de SNPs heterozigodticos para as duas
espécies de Leishmania analisadas mostraram um numero extremamente reduzido de
variantes, ndo s6 em relagdo aos cromossomos individuais (Figura 2-6), mas também
em relagdo ao genoma total (Figura 2-7), comprometendo a robustez das predi¢des. As
analises de profundidade de reads, por outro lado, foram muito mais informativas,
sugerindo um padrao aneuploide para ambos isolados de cada espécie analisada
(Figura 2-8). Em L. major, apenas o cromossomo 31 apresentou-se como
supranumerario, enquanto que L. infantum, um numero muito maior de cromossomos
apresentou este padrao (cromossomos 6, 8, 9, 17, 22, 25, 31, 33 e 35). Esses

resultados foram estatisticamente confirmados (Figura 2-9).
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Figura 2-6 - Andlise de frequéncia alélica para 36 cromossomos de L. infantum e L. major. O
eixo X contém valores de frequéncia alélica de SNPs heterozigoéticos e o eixo Y corresponde ao
numero de ocorréncias com essa frequéncia. Cada caixa corresponde a um cromossomo. Os

cromossomos ausentes sdo os que nao apresentaram SNPs heterozigotos.
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Figure 2-7 - Estimativas de ploidia gendmica para diferentes espécies de Leishmania sp por
frequéncia alélica de SNPs heterozigotos de todos os cromossomos. Painel a esquerda, L.
major, painel a direita, L. infanfum. O eixo x contém valores de frequéncia de SNPs
heterozigéticos € o eixo y corresponde ao numero de posigdes cromossémicas com uma

determinada frequéncia alélica.
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Figura 2-8 - Estimativas de somia de cada cromossomo de amostras de L. infantum e L. major
com base na analise de profundidade. As estimativas foram calculadas com base na cobertura
mediana de todos 0s genes no respectivo cromossomo normalizado pela cobertura do genoma.
O eixo x contém os nomes dos cromossomos e 0O eixo y corresponde a soma cromossdémica
calculada. A linha vermelha é o valor base de 1, os valores correspondem ao numero de cépias

cromossdmicas por genoma hapléide.
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Figura 2-9 - Heatmap dos valores de significancia obtidos pelo teste de Wilcox pairwise para
amostras de Leishmania, avaliadas entre cromossomos da mesma espécie. Em cinza, os que
nao obtiveram diferenga estatistica, e em azul, gradativamente, aumentou a confianca

estatistica.

Ao contrario dos resultados obtidos por analise de profundidade por CADIn para
amostras de Leishmania, aqueles obtidos por nQuire sugeriram um padrédo de
tetrassomia para todos os cromossomos analisados de L. infantum (Figura 2-10), algo

nunca observados em outros estudos .
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Figura 2-10 - Resultados do nQuire representados em um grafico com valores delta para
amostra de L. infantum. Esses valores foram obtidos apds analise de Gaussian Mixture Model
(eixo y), os valores correspondem ao teste de diploidia, triploidia e tetraploidia (eixo x). Entre as

trés avaliagdes, aquela com os valores mais baixos tera a melhor confianga.

Dados simulados

O desempenho do CADIn foi também avaliado na detecgdo de variagdes de
ploidia e somia usando dados de cobertura de reads simuladas para o genoma de
Saccharomyces cerevisiae. Para este fim, as coberturas de profundidade de reads para
os cromossomos 2, 3, 4 e 5 foram aumentadas artificialmente para 75x, 100x, 125x e

150x (ver material e métodos). Para todas as bibliotecas, foram observadas as
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variagdes de somia esperadas para os cromossomos 2, 3, 4 e 5, sem alteragdo na

somia dos outros cromossomos (Figura 2-11).
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Figura 2-11 - Estimativas da somia de cada cromossomo das amostras simuladas de S.
cerevisiae. As bibliotecas de reads simuladas foram geradas utilizando a ferramenta ART. A) As

bibliotecas foram criadas com cobertura de 50x, exceto os cromossomos 2, 3, 4 e 5, criados
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com cobertura de 75, 100, 125 e 150 x, respectivamente. As estimativas foram baseadas na
cobertura mediana de todos os genes em um cromossomo normalizado pela cobertura do
genoma. O eixo x contém os nomes dos cromossomos € o eixo y corresponde a somia predita
do cromossomo. Cada boxplot refere-se a um cromossomo e a linha vermelha (valor 1)
corresponde ao numero de copias cromossdémicas por genoma haploide. B) Heatmap com a
mediana dos valores de profundidade normalizados dos genes presentes em cada
cromossomo (eixo y) para as diferentes amostras (eixo x). As cores da caixa representam o
aumento ou redugdo do numero de copias do cromossomo em comparagao com a linha de

base de 1 (branco).
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DISCUSSAO

O ano de 2005 representa um marco no estudo da biologia dos
tripanossomatideos, quando os genomas de Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei e
Leishmania major, importantes parasitos causadores de doengas negligenciadas, foram
publicados conjuntamente na revista Science (BERRIMAN et al., 2005; EL-SAYED;
MYLER; BARTHOLOMEU; et al., 2005; EL-SAYED; MYLER; BLANDIN; et al., 2005;
IVENS et al., 2005; TORRESEN et al, 2019). Os trés genomas apresentam
caracteristicas e niveis de complexidade bastante distintos, tendo sido empregadas,
em cada projeto, estratégias de sequenciamento que resultam em diferentes niveis de
completude (BARTHOLOMEU; TEIXEIRA; CRUZ, 2021). Como resultado, o genoma
de CL Brener, cepa referéncia do projeto genoma de T. cruzi, apresentou-se como o
mais fragmentado.

Caracteristicas intrinsecas do genoma de CL Brener como alto conteudo
repetitivo, presenca de cromossomos supranumerarios e a natureza hibrida, composto
por genomas parentais divergentes (Tcll e Tclll), representam por si s6 enormes
desafios para a reconstrugdo de cromossomos completos durante o processo de
montagem. Além disso, a estratégia de sequenciamento escolhida na época do projeto
genoma foi a whole genome shotgun (WGS), que é atualmente a técnica usada para
reconstruir genomas. Mas na época do projeto genoma de T. cruzi, WGS havia sido
aplicada em poucos projetos e a metodologia de sequenciamento disponivel (Sanger)

resultava em niveis de cobertura muito menores do que se observa hoje com
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next-generation sequencing. Além disso, nenhuma informacdo de mapa fisico do
genoma e nenhuma etapa de closure, para fechar gaps gerados durante a montagem,
foram incorporados no projeto. Todos estes aspectos contribuiram para a fragmentagao
do genoma de CL Brener disponivel em banco de dados publicos. No presente
trabalho, ressaltamos o desafio da montagem do genoma de CL Brener usando
metodologias de sequenciamento e computacionais atualmente disponiveis.

Na busca por um genoma referéncia mais completo para T. cruzi, varios grupos
tem usado tecnologias de sequenciamento e estratégias computacionais aplicadas no
sequenciamento de genomas de diferentes cepas do parasito (BAPTISTA et al., 2018;
BERNA et al., 2018a; BRADWELL et al., 2018; CALLEJAS-HERNANDEZ et al., 2018;
DIAZ-VIRAQUE et al., 2019; EL-SAYED; MYLER; BARTHOLOMEU; et al., 2005;
WANG, Wei et al., 2021a). No presente trabalho, a escolha do HGAP como montador
para os contigs ao invés do CANU se mostrou mais eficaz para o genoma de CL
Brener, uma vez que resultou em melhores métricas de montagem. Apesar de ambos
utilizarem de uma metodologia baseada em OLC e adaptada para reads longas devido
a alta taxa de erro (aproximadamente 15%) (CHIN et al., 2013; GONZALEZ-GARCIA et
al., 2023; KOREN et al., 2017; LI, Zhenyu et al., 2012), foi possivel verificar uma melhor
performance do HGAP. Esses valores divergentes quanto as métricas de montagem
podem ser devido ao impacto da cobertura vertical que foi obtido no processo de
sequenciamento para as reads longas. O CANU nao apresenta bons resultados para
cobertura menor que 50x (KOREN et al., 2017), sendo recomendada cobertura superior
para métodos de montagem hierarquica (CHAKRABORTY et al., 2016). Essa diferenca

presente no CANU em relagcao ao HGAP esta refletida nos valores alcangados no N50
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e N90. Comparando esses valores entre CANU e HGAP ¢é possivel observar que
mesmo com cerca de 1000 sequéncias a menos montadas pelo primeiro os valores de
N50 sdo quase 90% maiores para o HGAP. Isso demonstra um padrao inverso do
desejado, no que diz respeito a montagem, decorrentes talvez uma possivel
sobreposigdo na montagem, o que é esperado uma vez que o genoma de T .cruzi CL
Brener é cepa hibrida (EL-SAYED; MYLER; BARTHOLOMEU; et al., 2005;
WEATHERLY; BOEHLKE; TARLETON, 2009; ZINGALES et al., 2012). Por conta disso,
os contigs gerados pelo HGAP foram escolhidos para as proximas etapas de
montagem, algo também realizado em TCC, outra cepa hibrida (BERNA et al., 2018a).

A metodologia de scaffolding usando etapas iterativas ajudou na montagem,
pois o alto numero de regides repetitivas no genoma de CL Brener dificulta o processo
(EL-SAYED; MYLER; BARTHOLOMEU; et al., 2005; TIRRESEN et al., 2019). A
estratégia de juntar os contigs baseado no decréscimo gradual da cobertura em cada
iteracdo por reads curta se mostrou promissor. Além disso, o uso de reads longas e
curtas no processo de scaffolding, bem como reads de Sanger de bibliotecas de
diferentes tamanhos de inserto auxiliaram o processo. Essa estratégia ja havia sido
utilizada para outros organismos usando outras ferramentas e metodologias
(IANTORNO et al., 2017; PAGE et al., 2016; WANG, Anqi et al., 2018). Além disso, a
corregcdo de montagem por reads curtas provou ser eficaz, conforme ja descrito em
outros trabalhos (CHAKRABORTY et al., 2016; MAHMOUD et al., 2019; ZHANG; JAIN;
ALURU, 2020).

Com relagao ao conteudo génico, ao avaliar a completude da montagem maior

de 97% das sequéncias ortdlogas e de copias unicas foram encontradas. Ao comparar
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com montagens anteriores, a mesma proporgéo foi encontrada quando avaliadas no
BUSCO versdao 5. O genoma como o de Berenice (DIAZ-VIRAQUE et al., 2019) ja
havia sido avaliado entretanto com a versao 3 do software que utiliza outro fluxo no
processo de analise e outras sequéncias no seu banco de dados (MANNI ef al., 2021).
A montagem de BrazilA4 e Yc6 também se utilizou do BUSCO para comparar ndo so
as cepas montadas como Dm28c e TCC, entretanto na mesma versao que Berenice
(WANG, Wei et al., 2021a). Ao avaliar essas amostras destaca-se o numero de
sequéncias duplicadas para todas as cepas hibridas sinalizando para uma possivel
caracteristica da espécie em manter copias duplicadas de genes codificantes de
proteinas mais basais, entretanto se faz necessario observar se esse numero de copias
esta relacionado em uma maior expressao.

Em relagao a organizacdo genémica, detectamos 24 scaffolds com as repeticoes
teloméricas em uma das extremidades. Nenhum scaffold representa cromossomos
completos, ja que nao foram gerados scaffolds com repeti¢cdes teloméricas em ambas
as extremidades, o que reforga a dificuldade de se resolver essas regides durante o
processo de montagem como verificado em outros trabalhos (EL-SAYED; MYLER;
BARTHOLOMEU; et al, 2005; WEATHERLY; BOEHLKE; TARLETON, 2009;
ZINGALES et al., 2012).

Como descrito no projeto genoma de 2005 ((EL-SAYED; MYLER;
BARTHOLOMEU; et al., 2005; TGRRESEN et al., 2019) e em (BERNA et al., 2018a;
HERREROS-CABELLO et al., 2020), observamos a ocorréncia de clusters génicos de
proteinas de superficie, como MASPs, mucinas, trans-sialidases, e GP63 em regides

internas dos cromossomos, onde também se encontram elementos transponiveis e
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outros genes como DGF-1, RHS. Essas regides foram denominadas compartimento
disruptivo (BERNA et al., 2018a; HERREROS-CABELLO et al., 2020), as quais se
alternam com regides denominadas compartimento core, onde se encontram genes
que codificam proteinas estruturais e do metabolismo basal e que sao sinténicas com
regides dos genomas de T. brucei e Leishmania (EL-SAYED; MYLER; BLANDIN; et al.,
2005). As regides subteloméricas sao enriquecidas com elementos transponiveis e
genes de trans-sialidase, RHS e DGF-1, uma composi¢cao génica distinta daquela do
compartimento disruptivo.

Em relacdo aos elementos transponiveis, SINE (short interspersed nuclear
element) e L1Tc sao normalmente flanqueados por RHSs, conforme ja relatado para
esta espécie (DIAZ-VIRAQUE et al., 2019; THOMAS et al., 2010). A familia dos RHSs
ja foi descrita como responsavel/facilitadora pela insercdo principalmente de
retrotransposons (THOMAS et al., 2010). Em T. brucei, a presenca desses genes foi
relacionada a processos evolutivos nas regides subteloméricas (BRINGAUD et al.,
2002; NAGULESWARAN et al., 2021). Ja em outras cepas da DTU Tcl de T. cruzi, o
gene foi relacionado a aneuploidia segmentar (CRUZ-SAAVEDRA et al., 2022). Os
retrotransposons non-LTR, por outro lado, sdo descritos como localizados perto das
extremidades dos cromossomos em regides correspondentes a inversao e associados
a ocorréncia de recombinagdo (GHEDIN et al., 2004; MACIAS et al., 2018). Dessa
forma, a participacdo de elementos transponiveis na geracao de variabilidade é algo
factivel, como sugerido previamente (TALAVERA-LOPEZ et al., 2021).

Berna e colaboradores (BERNA et al., 2018a; HERREROS-CABELLO et al.,

2020) haviam demonstrado que o compartimento disruptivo apresenta maior conteudo
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GC que as demais regides do genoma. Aqui verificamos que as regides subteloméricas
também apresentam esse padrdo. Verificamos que os genes de DGF-1 e mucinas,
comumente encontrados nessas regides, apresentam maior conteudo GC que os
demais genes destas areas, o que pode explicar o padro verificado por (BERNA et al.,
2018a; HERREROS-CABELLO et al., 2020). Genes que codificam proteinas preditas
pelo nosso pipeline de anotagdo também apresentam maior conteudo GC, podendo ser
genes divergentes ou fragmentos génicos destas familias.

Conteudos mais altos de GC ja foram observados em genes de Saccharomyces
cerevisiae (KIKTEV et al., 2018), mamiferos (GALTIER, 2003; KUDLA; HELWAK;
LIPINSKI, 2004) e tripanossomatideos (EL-SAYED; MYLER; BARTHOLOMEU; et al.,
2005; HORN; BARRY, 2005). Em outros trabalhos, ja foi relatado que o aumento do
contetido de GC esta relacionado com os niveis de expressdo dos genes (CHAVEZ et
al., 2017; KUDLA et al., 2006). No scaffold TcBrS001, observou-se maior quantidade de
guanina e citosina na extremidade do scaffold, além do numero de genes pertencentes
as familias multigénicas. Possivelmente, no scaffold TcBrS008, onde também se
observa a presenca de sequéncias teloméricas no inicio do scaffold, as regides
subteloméricas podem estar associadas a uma maior taxa de mutagdes, bem como de
expressao uma vez que ha aumento de GC nestas regides.

Dentre as familias multigénicas, trans-sialidases apresentam um maior niumero
de genes preditos. Para alguns destes membros, foi possivel identificar o residuo
Tyr342, e motivos cataliticos e estruturais centrais, como Asp-box, VTV e SAPA,
elementos caracteristicos do grupo | da trans-sialidase (BURLE-CALDAS et al., 2022;

FREITAS, Leandro M. et al., 2011; SCHENKMAN et al., 1994). Esse € o unico grupo da
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familia da trans-sialidase que apresenta fungao catalitica associada a transferéncia de
acido sialico a glicoconjugados presentes nas proteinas mucinas na superficie do
parasito (OPPEZZO et al., 2011). As mucinas foram anotadas e os subgrupos com
previamente descritos (BUSCAGLIA et al., 2006), identificados, exceto alguns genes
que podem ser quimeras com genes de MASP, como previamente descrito
(BARTHOLOMEU et al., 2009; EL-SAYED; MYLER; BARTHOLOMEU; et al., 2005).

Sitios de recombinacdo foram detectados no genoma hibrido de CL Brener,
alguns compartilhados com a cepa TCC, também um hibrido derivado da mesma DTU
de CL Brener, TcVI. Esses dados sugerem que um unico evento de hibridizagdo pode
ter originado essa DTU ou que esses sitios sejam hot-spots de recombinacdo. Uma
analise mais exaustiva destes pontos de recombinagao precisa ser realizada para que
conclusdes mais assertivas possam ser feitas. Seria também interessante incluir nestas
analises representantes da DTU TcV, uma outra linhagem hibrida, a fim de se ampliar o
estudo da origem e evolugdo dos genomas hibridos de T. cruzi. Adicionalmente, seria
interessante avaliar a contribuicdo de cada genoma parental nos hibridos para avaliar o
processo de erosao gendmica.

As aneuploidias, uma condicdo comum em diferentes isolados de T. cruzi
(REIS-CUNHA et al., 2018) e Leishmania (ROGERS et al., 2011), mas raro no clado T.
brucei (ALMEIDA et al., 2018), adicionam uma outra camada de complexidade a estes
genomas. Ao avaliar o numero de coépias dos maiores scaffolds da montagem, foi
possivel observar sequéncias claramente dissOmicas, enquanto outras apresentam

mais de duas copias, evidenciando a ocorréncia de aneuploidias também em CL
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Brener. Essas analises foram realizadas com a ferramenta CADIn, desenvolvida neste
trabalho é discutida a seguir.

Em resumo, apesar da montagem de CL Brener obtida neste trabalho nao
apresentar melhores métricas quando comparadas com as cepas nao hibridas BrazilA4
e Yc6, ela representa uma consideravel evolugao em relagdo a montagem anterior de
CL Brener e melhores métricas daquelas obtidas na montagem de TCC, a outra cepa
hibrida j& sequenciada (BERNA et al., 2018a; HERREROS-CABELLO et al., 2020). O
trabalho evidenciou a natureza aneupléide do genoma de CL Brener e corroborou o
entendimento da estrutura genémica do parasito, formado por dois compartimentos,
core e disruptivo, que apresentam diferencas em relagdo ao conteudo GC, repertorio
génico e padrbes de diversidade. Foi ainda possivel identificar a ocorréncia de sitios de
recombinacao entre os genomas parentais de CL Brener e TCC, contribuindo para um
melhor entendimento da evolugado dos genomas hibridos do parasito.

Neste trabalho também desenvolvemos CADIn, uma ferramenta automatizada
que executa analises de frequéncias alélicas de SNPs heterozigéticos e cobertura de
profundidade de reads para detectar ploidia genémica e variagbes de somia
cromossdmica usando dados NGS.

Para validar o CADIn, as variagcbes de ploidia € somia cromossémica em
linhagens de S. cerevisiae foram avaliadas. Esta espécie foi selecionada, uma vez que
foi observado que mais de 40% dos isolados avaliados apresentaram variagdes no
numero de copias cromossdmicas (STROPE et al., 2015; ZHU; SHERLOCK; PETRQOV,
2016). A ferramenta CADIn provou ser muito eficaz na deteccdo de ploidia por

frequéncia de SNPs heterozigoéticos e por calculo de profundidade, obtendo-se alta
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concordancia na predicao pelos dois métodos, e concordantes com os resultados
encontrados anteriormente (SANTOS et al., 2017; ZHU; SHERLOCK; PETROV, 2016).
Para as amostras CBS2919, CBS7837 e CBS9564, os mesmos resultados foram
obtidos por outra ferramenta (WEIS et al., 2018). No entanto, o CADIn difere das
analises anteriores por fornecer suporte estatistico.

A frequéncia alélica € uma forma eficaz para analisar variagdes de somia e ja &
bem utilizada em outras metodologias (SANTOS et al., 2017; WEIS et al., 2018; YU et
al., 2014). Em genomas eupldéides, esta abordagem é a recomendada uma vez que a
analise de profundidade de reads normaliza a somia cromossdmica pela cobertura total
do genoma. Entretanto, ndo se aplica para organismos que apresentam baixas taxas
de variantes. Nas espécies de L. braziliensis, L. donovani, L. infantum, L. major e L.
mexicana, que sao exemplos de organismos com essa caracteristica (DUMETZ et al.,
2017; ROGERS et al., 2011), essa abordagem nado se mostrou informativa tanto
quando usamos CADIn quanto nQuire. Desta forma, a analise por profundidade de
reads deve ser, neste caso, o método de escolha.

Analise de profundidade de reads €& também muito informativa para detectar
aumento ou diminuicdo de somia em comparagao com a ploidia geral do genoma e &
particularmente util para identificar cromossomos monossdmicos onde SNPs
heterozigotos ndo sao esperados. Genomas altamente repetitivos como T. cruzi, por
outro lado, podem ter as estimativas somia cromossOmica baseadas em profundidade
de reads comprometidas. Nestes casos, a remogao de genes que se comportam como
outliers se faz necessaria. CADIn proporciona esta funcionalidade, excluindo

automaticamente esses genes, 0 que aumenta a acuracia do método. Além disso, o
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usuario pode excluir da analise sequéncias/regides genémicas sabidamente repetitivas,
o que também contribui para aumentar a confiabilidade das predi¢cdes por profundidade
de reads.

Em resumo, ao combinar as analises de frequéncia alélica e profundidade de
reads, CADIn se mostrou capaz de avaliar variagbes do numero de copias
cromossOmicas com grande precisdo em genomas com diferentes niveis de
complexidade. O suporte estatistico do CADIn garante a confiabilidade de estimativas
de ploidia e somia. A ferramenta é robusta, simples de instalar e usar, sendo executada
em um unico comando, e sera util para pesquisas que visam estudar variagbes de

ploidia e somia em qualquer genoma sequenciado usando dados NGS.
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SNPs, we successfully detected polyploidy and aneuploidies. Our findings highlight the
importance of using independent evidence when estimating ploidy. CADIn is available at

github.com/coqueiro-dos-santos/CADIn.

Keywords

Ploidy estimation; aneuploidy, chromosome copy number variation; Next Generation

Sequencing; read depth coverage; allele frequency

1. Introduction

In order to survive, some organisms can temporarily alter their chromosome
dosage, a process known as chromosome copy number variation (CCNV) [1,2], which
can affect the entire set of chromosomes (polyploidy) or only a few (aneuploidy) [3]. While
aneuploidy is usually deleterious for most multicellular organisms, leading to imbalanced
gene expression levels [3,4], it can also function as an evolutionary mechanism for
unicellular eukaryotes [1,5], facilitating the increase and accumulation of mutations that
contribute to genetic diversity despite the instability caused by the higher copy number
[6,7]. Variations in chromosome copy number may also generate phenotypic variability
by modulating transcript abundance through changing gene dosage [8]. In addition,
chromosome duplication followed by the loss of another copy of the same chromosome
can allow the elimination of deleterious alleles and therefore the selection of beneficial
haplotypes, a process known as haplotype selection [9]. These processes emphasize the
role of aneuploidy as a driver for evolutionary adaptation and survival under selective

pressure in different environments [10-12].

Ploidy levels can be estimated using a variety of methodologies, each with their
own advantages and disadvantages. Flow cytometry techniques are extensively
employed, particularly in biomedical and plant studies [13-16]. However, its
implementation is hindered by the need to isolate sufficient nuclear material without
causing damage, the presence of debris coatings and the low detection rate by
fluorescence imaging [14,17]. The use of Next-Generation Sequencing (NGS) data for

ploidy measurement is an alternative method that is more practical due to the ease and
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low cost of sequencing, as well as the availability of numerous publicly accessible read

libraries in databases [18].

Among the available NGS-based strategies for ploidy estimation, variant calling
and read depth (RD) assessment are widely used. Variant calling analyzes heterozygous
single nucleotide polymorphisms (SNPs) by quantifying the frequency of point variants in
a given sample [19-21], enabling the differentiation of disomic (0.5, 0.5), trisomic (0.33,
0.66), tetrasomic (0.25, 0.75) and other chromosome states. Alternatively, the average
read depth of a chromosome relative to the average read depth of the entire genome, can
be used for estimate ploidy. However, each methodology exhibits inherent limitations
when used independently: variant calling proves challenging for organisms with low
variation rates [22], while estimating ploidy based on read depth becomes difficult for
highly repetitive genomes. Additionally, the lack of statistical evaluation, particularly for

read depth, renders the obtained results unsupported.

A number of tools have been developed to estimate CCNV based on NGS data.
ASCAT, AbsCN-seq, and CLImAT have been applied for cancer sample analysis [23—
25], with CLImAT being a fee-based tool, requiring MATLAB license. ConPADE, which is
better suited for polyploid genomes, such as those of plants, requires the generation of
contigs and is sensitive to mapping quality [26]. ploidyNGS [19] and nQuire [21] are
specifically optimized for organisms with smaller genomes such as yeast, with the former
limited to allele frequency analysis and the latter requiring the input of multiple command-

lines during the analysis.

Here, we present CADIn (Chromosomal Amplification and Deletion Inference tool),
a free, easy-to-use, and automated tool that estimates genome ploidy and aneuploidies
with a single command. CADIn employs a combination of allele frequency analysis of
heterozygous SNPs and RD variations. This integrated methodology improves the
accuracy of ploidy predictions and permits the estimation of CCNVs in genomes with low
heterozygosity. CADIn generates publication-quality images, removes chromosomal
regions with outlier coverages, enhancing the accuracy of CCNV estimations based on

the RD approach, and validates ploidy variations statistically.
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2. Materials and methods

2.1. Software Description

CADIn is a pipeline developed for evaluating ploidy and somy through variant
calling and read depth coverage (RDC) analysis. It offers a single execution command
via the terminal and requires only three categories of input data: a) one or more BAM files
containing mapped NGS reads; b) the reference genome file used for read mapping in
FASTA format; and c) an annotation file in GFF3 format. The BAM file can be generated
by mapping reads to the reference genome or transcriptome using tools such as BWA
[27] or Bowtie [28]. Prior to using CADIn, there is no need to index, filter, or sort any data,
as these processes will be handled when required. However, after mapping, users can
filter the reference file to analyze only regions or chromosomes of interest. Initial
screening for mapping quality (-q) is undertaken with a default value of 30. GFF3 files
must be filtered by feature type (gene, exon, CDS, mRNA, etc.), with “gene” set as the
default option; however, this can be readily modified using the -f flag. It is crucial that the
chromosome ID remains consistent between annotation and reference files, and

conversion from GFF3 to BED file format will be conducted automatically when required.

Variant calling analysis is one method utilized by CADIn to estimate ploidy. This
technique compares the mapped reads to the reference genome in search of single-
nucleotide variants. Considered are only heterozygous SNPs with two (and only two)
variants. All variants must have a phred quality score higher than 10 and at least five
supporting reads, although these parameters are adjustable using the -k and -d flags,
respectively. The proportion of reads that support each variant is computed, grouped by
chromosome, and depicted on a frequency graph. The graph’s distribution pattern is used
to infer somy. A bell-shaped curve distribution, with the maximum number of variants
centered around 0.5, is indicative of disomy, since each variant accounts for 50% of the
total count. Similarly, distribution peaks around 0.33 and/or 0.66 indicate a trisomic state,
while peaks around 0.25, 0.5 and/or 0.75 point to a tetrasomic state, and so on. If the
user is not interested in performing variant calling, the -v flag followed by 0 can be used

to suppress it (1 is the default option, enabling the analysis).
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The read depth count of annotated regions serves as the foundation for the other
methodology implemented by CADIn to assess ploidy. By computing each gene position,
CADIn estimates the gene's depth by calculating the median or mean value (users can
choose using the -m flag) of the number of mapped reads across all positions. Genes
with coverage below 50% will be discarded, and this threshold can be adjusted using the
-| flag. The RDC of the entire genome is used to normalize the depth of the remaining
genes. RDC can be calculated based on either the depth of all genes or the total depth
of the mapped genome, as specified by the -p flag. After normalization, CADIn iteratively
applies the Grubbs test to each chromosome to eliminate outlier regions. This step
enables the removal of highly repetitive genomic regions, such as those rich in multigene
families, which could otherwise artificially inflate the RDC count and hamper somy
estimation. CADIn then generates boxplots and heatmaps of RDC values, which must be
compared due to observed differences and variations among chromosomes within the
same sample. The baseline value of 1 represents the sample ploidy. Deviations from this
baseline indicate ploidy fluctuations and potential aneuploidies. To statistically assess the
significance of these differences (p-value < 0.05), CADIn applies the Mann-Whitney-
Wilcoxon rank test, testing for scores below 0.5 and 1, as well as scores above 1, 1.5, 2,
2.5, and 3. All chromosomes in the sample are subjected to pairwise comparisons, with
the Bonferroni correction applied to facilitate an asymptotic test. The outcomes of these
comparisons are depicted on a heatmap, with p-values below 0.01, 0.05, and 0.10
highlighted.

2.2. Datasets used for validation

To evaluate CADIn’s performance, both simulated and real datasets were used.
Synthetic paired-end NGS genomic reads from the S288C strain of Saccharomyces
cerevisiae were generated using the ART software [29]. The simulated dataset included
distinct NGS coverages per chromosome. The genome coverage of the libraries for
chromosomes 2, 3, 4, and 5 was 75x, 100x, 125x, and 150x, respectively, while the
coverage for the remaining chromosomes was 50x. These simulations were performed
using lllumina HiSeq 1000 (100 bp), HiSeq 2000 (100 bp), HiSeq 2500 (125 bp and 150

bp), and HiSegX TruSeq (150 bp), to evaluate the performance of various platforms and
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read lengths. Real data validations were conducted using five clinical samples of S.
cerevisiae and two Leishmania species (Leishmania infantum and Leishmania major).
Read libraries were downloaded from the National Center for Biotechnology Information’s
(NCBI) Sequence Read Archive (SRA) [30] (Table S1), quality-checked using FastQC
(version 0.11.8) [31] and trimmed using Trimmomatic (version 0.33) [32]. Genome
(FASTA format) and annotation (GFF format) files for S. cerevisiae S288C
(GCA_000146045.2), L. major (Friedlin strain) and L. infantum (JPCMS5 strain) were
obtained from NCBI and TriTrypDB (release 46) [33]. All read libraries were then mapped
to their respective reference genomes using BWA (version 0.7.12) [27], and the resulting
BAM files, along with the reference genome and annotation data for each species, were
used as input for CADIn, which was executed with the default parameters. Mitochondrial
reference data were excluded before ploidy estimations. Finally, CADIn’s performance
was compared to that of nQuire using the same dataset. For this specific analysis, the
mapped reads were sorted and filtered with a mapping quality threshold of 30. In addition,
BED-formatted annotation files containing the coordinates for each chromosome were

generated.
2.3. Implementation

All analyses were conducted on a laptop with 8 GB of RAM, 256 GB of disk space,
and an Intel i5 processor with 2 cores. The analyses were performed using a single
processing core and were not parallelized. CADIn was tested on Debian- and Red Hat-
based Linux systems, as well as on MacOS. The time taken from the submission of each

dataset to the receipt of results was measured (Table S6).

3. Results

3.1. Simulated data

CADIn’s capability to detect ploidy variations was initially assessed using
simulated S. cerevisiae genomic read data. For this purpose, read depth coverages for
chromosomes 2, 3, 4, and 5 were artificially increased to 75x, 100x, 125x, and 150x,
respectively (see methods). As a result, the expected somy variations were observed for

these chromosomes, whereas no somy alterations were observed for the remaining
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chromosomes (Fig. 1). Moreover, there was no observed bias in the somy values when

changing the read length or sequencing platform (Fig. 1, Fig. S1, Fig. S2, Table S2).
3.2 Real datasets

CADIn was also validated using real genomic reads from S. cerevisiae and
Leishmania sp. Initially, the overall genome ploidy of S. cerevisiae isolates was evaluated
using allelic frequency analysis, considering only the heterozygous SNPs from all
chromosomes. As shown in Fig. 2, S. cerevisiae isolates presented different genome
ploidies. CBS7837 and YJM1098 were diploid, while CBS2919 and YJM466 were triploid,
and CBS9564 was tetraploid.

Next, using the same allele frequency approach, the somy of individual
chromosomes was evaluated for each isolate. Variations in somy were observed for
isolates CBS2919 (chromosome 1), CBS9564 (chromosomes 9 and 13), YJM1098
(chromosome 12), and YJM466 (chromosomes 6 and 9), whereas CBS7837 exhibited no
aneuploidy (Fig. 3).

RDC analysis was conducted on the same S. cerevisiae dataset to confirm the
allelic frequency results. Somy estimations by the RDC methodology were similar to what
was observed using the variant calling approach (Fig. 4). In addition, the RDC method
exhibited results with statistically significant differences in both individual (Table S3) and

pairwise (Fig. S3) comparisons.

To further evaluate CADIn’s performance, the genome ploidy and chromosomal
somy of Leishmania infantum and Leishmania major samples were assessed. These
parasites are known for their low frequency of heterozygous SNPs [22]. Despite the larger
genome sizes (~30 Mb for Leishmania and ~12 Mb for S. cerevisiae), the substantially
lower number of variants in Leishmania isolates compared to S. cerevisiae isolates
presented challenges for ploidy estimation based on allelic frequency analysis. Thus, only
a tendency towards a diploid pattern was observed for both L. infantum and L. major (Fig.
S4). The reduced number of variants per chromosome compared to the entire genome

further hindered somy estimations (Fig. 5). These findings highlight the limitations of
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relying solely on allelic frequency analysis for ploidy and somy estimations in genomes

with low variation rates, an approach employed by other existing pipelines [17,23,24].

Due to the impracticality of using the frequency of heterozygous SNPs to assess
chromosome somy variations in L. infantum and L. major isolates, RDC analysis was
conducted instead. As depicted in Fig. 6 and Table S4, CADIn successfully estimated
somy alterations in Leishmania sp., highlighting the importance of employing diverse
approaches for somy estimation. In both species, chromosome 31 exhibited
supernumerary status, a pattern already documented in the literature [5]. Additionally, L.
infantum isolates displayed increased copy numbers for chromosomes 6, 8, 9, 17, 22, 25,
33, and 35 (Fig. 6). Notably, pairwise analyses revealed statistically significant somy

differences in Leishmania samples (Fig. S5).

Next, we compared Leishmania sp. somy predictions obtained by CADIn and
nQuire. nQuire models the distribution of base frequencies at variable sites using a
Gaussian Mixture Model and selects the most plausible ploidy model using maximum
likelihood. To do so, nQuire calculates the distances (delta) between each one of three
fixed models (diploid, triploid and tetraploid) and the free model. The smallest delta value
of a given model indicates the best statistical support and, consequently, the estimated
chromosome somy. Based on the observed delta values, all Leishmania chromosomes
were classified as tetrasomic (Fig. S6 and Table S5), a pattern not found in any other
study [5,8,22] and quite different from CADIn somy predictions based on RDC (Fig 5,
Table S4). These results reinforce the notion that somy and ploidy estimations on
genomes with low frequency of variable sites must be based on RDC analysis when using
NGS data.

CADIn’s runtime is greatly influenced by the number of reads in the BAM file and,
to a lesser extent, by genome size and gene counts. The runtime details for the different

samples used in this study can be found in Table S6.
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4. Discussion

While aneuploidy may be deleterious in multicellular organisms, causing, for
instance, cancer and Down syndrome in humans [34], recently it has been associated
with adaptations to stress conditions in unicellular eukaryotes, such as drug resistance
[8,12]. As CCNV can be generated in a single round of cell duplication, it is a rapid
mechanism to modulate expression levels through changing gene dosage [8,35]. In
addition, it is an important source of genetic variation that contributes to the generation of
phenotypic diversity [6,7]. Consequently, the development of simple methods to estimate
genome ploidy and chromosome somies is a crucial step towards a better understanding
of the biological significance of this phenomenon in a broad variety of organisms. Here,
we introduce CADIn, a free and automated tool that estimates CCNVs with a single

command using NGS data.

We evaluate CADIn performance using S. cerevisiae and Leishmania sp.,
organisms in which ploidy and somy variations are well documented [5-8,22]. In a study
comprising 144 different S. cerevisiae strains [36], Zhu and colleagues demonstrated that
over 40 percent of the isolates exhibited overall ploidy variations, while more than one-
third of the samples were aneuploid. This extensive genomic plasticity has been
previously associated with the ability of S. cerevisiae to act as an opportunistic pathogen
in humans and contribute to a variety of clinical outcomes. Using both heterozygous SNPs
and RDC methods, CADIn has proven to be highly effective in detecting ploidy and somy
variations in this organism. Our findings in S. cerevisiae are consistent with those reported
by Zhu et al. [36], and for samples S01, CBS7837, and CBS9564, our results align with
those obtained using another tool [21]. However, CADIn surpasses other pipelines due

to its statistical support, which increases confidence in the results.

Some ploidy and somy estimation pipelines employ allelic frequency analyses as
their method of choice [19,21,25]. However, for organisms with a low variation rate, such
as species belonging to the Leishmania genus [8,22], it is difficult to obtain reliable results
using only variant calling analysis, as demonstrated by our comparisons with nQuire.

Similarly, for organisms with a highly repetitive genome such as the protozoan parasite
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Trypanosoma cruzi, which is phylogenetically related to Leishmania, variant calling
exhibits several limitations in ploidy and somy estimations [37]. In these cases,
accounting for RDC values of each gene, followed by their normalization with genome
coverage, enables for the identification and subsequent removal of potential outliers [38].
This strategy has already been used in studies with Trypanosoma brucei and T. cruzi,
where the absence of aneuploidies in the former and their presence in the latter were

observed [37,39], proving to be a valuable alternative for such organisms.

It is important to emphasize that, for euploid genomes, the allelic frequency
approach is recommended to estimate genome ploidy, as the RDC analysis normalizes
chromosome somy by the genome coverage. However, RDC analysis is suitable for
detecting increases or decreases in somy compared to the overall genome ploidy and is
particularly useful for identifying monosomic chromosomes where heterozygous SNPs
are not expected. Additionally, CADIn’s functionality, which allows the automatic
exclusion of genes with outlier coverage and/or the removal of known repetitive genomic
sequences/regions by the user, enhances the accuracy of somy estimations based on
RDC analysis. This feature is especially important when assessing ploidy/somy in highly
repetitive genomes. In short, by combining allele frequency and RDC analyses, CADIn
accurately estimated genome ploidy and identified aneuploidies in organisms with
different genome complexities. At last, CADIn’s statistical support ensures the reliability
of ploidy and somy estimations. The tool is robust and simple to install and use, making
it a valuable resource for researchers investigating ploidy variations in any sequenced

genome using NGS data.
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Figure legends

Figure 1. Estimated somy for simulated S. cerevisiae samples using RDC analysis. The
genome coverage of the libraries for chromosomes 2, 3, 4, and 5 was 75x, 100x, 125x,
and 150x, respectively, while the coverage for the remaining chromosomes was set to
50x. A) Each boxplot represents a chromosome (identification number on the x-axis), with
somy values depicted on the y-axis. The red line indicates the baseline chromosome copy
number per haploid genome. Boxplots were generated using normalized read depth
values for all genes on a chromosome. B) Heatmap depicting somy estimations, with each
row representing a chromosome and each column representing a distinct sample. The
median value of the normalized read depth was utilized for all genes on each
chromosome. The color scale indicates somy fluctuations relative to the baseline (white
represents 1). HS10, HiSeq 1000; HS20, HiSeq 2000; HS25-1, HiSeq 2500 with 125bp;
HS25-2, HiSeq 2500 with 125bp; HSXt, HiSegX TruSeq.
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Figure 2. CADIn ploidy estimations of different S. cerevisiae samples based on the allele
frequency of heterozygous SNPs across all chromosomes. The x-axis represents the
allele frequency ratio of heterozygous positions from 0 (0 %) to 1 (100 %), while the y-

axis indicates the allele frequency count in the genome.

Figure 3. Somy estimations of each chromosome in different S. cerevisiae samples
obtained by allele frequency analysis of heterozygous SNPs. The x-axis represents the
allele frequency ratio of heterozygous positions from 0 (0 %) to 1 (100 %), while the y-

axis indicates the allele frequency count in the chromosome.

Figure 4. Somy estimations of each chromosome in different S. cerevisiae samples using
RDC analysis. Each boxplot represents a chromosome (identification number on the x-
axis), with somy values depicted on the y-axis. The red line indicates the baseline
chromosome copy number per haploid genome (value of 1). Boxplots were generated

using normalized read depth values for all genes on a chromosome.

Figure 5. Somy estimations in L. infantum and L. major isolates using the allelic frequency
approach. The x-axis represents the allele frequency ratio of heterozygous positions from
0 (0 %) to 1 (100 %), while the y-axis indicates the allele frequency count in the
chromosome. Each box represents a chromosome, and those without heterozygous

SNPs are not represented.

Figure 6. Somy estimations of each chromosome in Lind L. infantum and LmjF L. major
using RDC analysis. Each boxplot represents a chromosome, with somy values depicted
on the y-axis. The red line indicates the baseline chromosome copy number per haploid
genome (value of 1). Boxplots were generated using normalized read depth values for all

genes on a chromosome.

Supplementary data

Figure S1. Chromosome somy estimations in S. cerevisiae based on RDC analysis. S.
cerevisiae simulated data for HiSeq 2500 with 125bp (HS25-1) e 150bp (HS25-2) length

reads. The genome coverage of the libraries for chromosomes 2, 3, 4, and 5 was 75x,
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100x, 125x%, and 150x, respectively, while the coverage for the remaining chromosomes
was set to 50x. Each boxplot represents a chromosome (identification number on the x-
axis), with somy values depicted on the y-axis. The red line indicates the baseline
chromosome copy number per haploid genome. Boxplots were generated using

normalized read depth values for all genes on a chromosome.

Figure S2. Heatmap of the significance values obtained through the pairwise Wilcox test,
evaluated between chromosomes. S. cerevisiae simulated data for HiSeq 1000 (HS10),
HiSeq 2000 (HS20), HiSeq 2500 with 125bp (HS25-1) e 150bp (HS25-2) length reads,
and HiSegX TruSeq (HSXt). The genome coverage of the libraries for chromosomes 2,
3, 4, and 5 was 75x, 100x, 125x, and 150x, respectively, while the coverage for the
remaining chromosomes was set to 50x. In gray, chromosomal somies with no statistical

difference; and in blue, chromosomal somies statistically different.

Figure S3. Heatmap of the significance values obtained through the pairwise Wilcox test
for S. cerevisiae samples, evaluated between chromosomes of the same sample. In gray,
chromosomal somies with no statistical difference; and in blue, chromosomal somies

statistically different.

Figure S4. Genome ploidy estimations of Lind Leishmania infantum and LmjF Leishmania
major. isolates based on allele frequency analysis of heterozygous SNPs. The x-axis
represents the allele frequency ratio of heterozygous positions from 0 (0 %) to 1 (100 %),

while the y-axis indicates the allele frequency count in the chromosome.

Figure S5. Heatmap of the significance values obtained through the pairwise Wilcox test
for Leishmania sp. samples, evaluated between chromosomes of the same species. In
gray, chromosomal somies with no statistical difference; and in blue, chromosomal

somies statistically different.

Figure S6. nQuire results represented in a graphic with delta values for Leishmania
infantum sample. Those values were obtained after Gaussian Mixture Model analysis (y-
axis), the values correspond to the diploidy, triploidy, and tetraploidy test (x-axis). Among
the three assessments, the one with the lowest values will have the better confidence to

be accurate.
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