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RESUMO 

As leishmanioses são causadas por parasitos pertencentes ao genêro Leishmania e 

possuem uma variada sintomatologia clínica dependendo da espécie associada à 

infecção e a resposta imune do hospedeiro. A Leishmania (Leishmania) major é um 

importante agente etiológico da leishmanione cutânea em países do Velho Mundo, 

tendo como vetor flebotomíneos do gênero Phlebotomus. No Novo Mundo, as 

espécies Leishmania (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis e L. (L.) venezuelensis, 

Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) 

peruviana são as principais causadoras dessa forma clínica das leishmanioses. 

Entretanto, em alguns países do continente americano, como Brasil, Venezuela, Peru, 

Paraguai, Equador e México, já foram isolados parasitos semelhantes a L. major em 

pacientes que nunca estiveram fora do país. Esses parasitos foram chamados de “L. 

major-like” e vários estudos têm sido feitos para caracterizar esses isolados de forma 

bioquímica, molecular e biológica, mas até hoje não se sabe se esses parasitos foram 

importados do Velho Mundo ou se são originários das Américas. Além disso, não 

existem estudos genômicos envolvendo isolados de L. major-like, o que dificulta a 

compreensão da biologia e filogenia desses parasitos e que poderiam ainda contribuir 

para o entendimento das bases genéticas associadas a diferenças de infectividade 

entre alguns destes isolados já descritas na literatura. Sendo assim, no presente 

estudo realizamos a caracterização a nível de genoma completo os isolados de L. 

major-like BH49, BH121 e BH129. Análises filogenéticas desses isolados incluindo L. 

major do Velho Mundo e espécies que causam leishmaniose tegumentar no Novo 

Mundo foram realizadas a fim de compreender melhor a classificação taxonômica 

desses isolados e investigar se esses parasitos foram originados de cepas das 

Américas ou importados do Velho Mundo. Além disso, avaliamos a presença de 

duplicações/deleções segmentais, duplicações/deleções gênicas, a presença de 

aneuploidias e SNPs em fatores de virulência que poderiam explicar a diferença de 

infectivade observada entre esses isolados. Finalmente, a partir dos dados 

genômicos, buscamos biomarcadores que possam ser usados na genotipagem destes 

isolados. 
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ABSTRACT 

Leishmaniasis are caused by parasites belonging to the Leishmania genus and 

encompass a varied clinical manifestations depending on the species associated with 

the infection and the host immune response. Leishmania (Leishmania) major is an 

important agent of cutaneous leishmaniasis in the Old World, having as vector sand 

flies belonging to the Phlebotomus genus. In the New World, the species Leishmania 

(L.) mexicana, L. (L.) amazonensis e L. (L.) venezuelensis, Leishmania (Viannia) 

braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) peruviana are the main 

etiologic agents of cutaneous leishmaniasis. However, in some American countries, as 

Brazil, Venezuela, Peru, Paraguai, Equador and México, some parasites similar to L. 

major have been isolated from patients that have never been outside their countries. 

These parasites were named “L. major-like”, and several studies have been carried 

out to characterize these isolates biochemically, molecularly and biologically, however 

it is still unknown whether they were recently imported from the Old World or if they 

were originated in the Americas. Besides, there are no genome-wide studies involving 

L. major-like isolates, which hampers our understanding of their biology and phylogeny 

and could also contribute to the understanding of the genetic basis of mechanisms 

underlining the differences observed in their infectivity. Therefore, in the present study, 

we characterized three L. major-like isolates, named BH49, BH121 and BH129, using 

whole-genome approaches. Phylogenetic analysis including L. major isolates from Old 

World and species that cause tegumentar leishmaniasis in the New World were 

included in our analyses in order to better understand the taxonomic classification of 

these L. major-like isolates and to investigate if these parasites were originated from 

strains here in America or if they were imported from the Old World. Besides, we 

evaluated the presence of gene and segmental duplications/deletions, presence of 

aneuploidies and SNPs in virulence factors that could explain the difference of 

infectivity observed in these isolates. Finally, from genomic data, we have searched 

for biomarkers that could be used in the genotyping or sorotyping of these isolates. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Leishmanioses e seu contexto epidemiológico 

As leishmanioses consistem em um complexo de doenças com diferentes 

manifestações clínicas, causadas por parasitos pertencentes à família 

Trypanosomatidae e gênero Leishmania. As leishmanioses atualmente são 

encontradas em mais de 70 países, infectando anualmente mais de 2 milhões de 

pessoas, sendo 1,5 milhões para leishmaniose tegumentar e 500 mil para 

leishmaniose visceral, e cerca de 200 milhões de pessoas vivem sob risco de infecção 

(STAUCH et al., 2011; VAN GRIENSVEN; DIRO, 2012). Atualmente a incidência, 

principalmente da leishmaniose visceral, tem aumentado devido a uma progressiva 

adaptação do parasito e seus vetores a ambientes urbanos, principalmente em 

ambientes de baixo índice socioeconômico e países em desenvolvimento (ALVAR et 

al., 2012). 

Devido a grande variabilidade de manifestações clínicas, as leishmanioses são 

classificadas em 2 tipos, denominados leishmaniose tegumentar (LT), que acomete o 

tegumento do hospedeiro e leishmaniose visceral (LV), que acomete o baço, fígado e 

medula óssea. Juntos, esses dois tipos de leishmaniose podem ser causados por mais 

de 20 espécies do gênero Leishmania (DAVID; CRAFT, 2009; MURRAY et al., 2005). 

A LT, por sua vez, pode ser subdividida com base em seus sintomas clínicos, como, 

leishmaniose cutânea (LC) ulcerada ou não ulcerada, leishmaniose mucocutânea 

(LMC) que causa lesões nas mucosas orais, nasais e faríngeas, leishmaniose cutânea 

disseminada (LCD), que causa lesões múltiplas papulares com aparência de acne 

sendo que essa última atinge principalmente pessoas com estado imunológico 

comprometido (ASHFORD, 2000; MARQUES et al., 2017; SILVEIRA; LAINSON; 

CORBETT, 2004) (Figura 1).  
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Figura 1: Manifestações clínicas das leishmanioses. LC: leishmaniose cutânea; 

LMC: leishmaniose cutâneo-mucosa; LCD: leishmaniose cutânea difusa. Adaptado 

de BITTENCOURT et al., 2006. 

 

 Com relação à epidemiologia da LT, é possível dizer que 90% dos casos 

acontecem no Afeganistão, Brasil, Paquistão, Argélia, Peru, Arábia Saudita e Síria 

(HEPBURN, 2000; REITHINGER et al., 2007). No Novo Mundo, a LC é causada 

principalmente pelas espécies Leishmania (Leishmania) mexicana, L. (L.) 

amazonensis e L. (L.) venezuelensis, Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) 

panamensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) peruviana, L. (V.) lainsoni, L. (V.) shawi e L. 

(V.) naiffi, enquanto no Velho Mundo as principais espécies causadoras são L. (L.) 

major, L. (L.) tropica e L. (L.) aethiopica. Já a LMC é causada pelas espécies L. (V.) 

braziliensis, L. (V.) guyanensis e em alguns casos pela L. (V.) panamensis. A LCD tem 

como espécies causadoras a L. (V.) braziliensis e a L. (L.) amazonensis.  

Com relação a LV, 75% dos casos acometem os países Afeganistão, Argélia, 

Colômbia, Brasil, Síria, Etiópia, Sudão do Norte e Costa Rica, sendo causados pelas 

espécies L. (L.) donovani no Velho Mundo, e L. (L.) infantum no Novo Mundo (ALVAR 

et al., 2012; DESJEUX, 2004) (Figura 2). 
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Figura 2: Distribuição geográfica das leishmanioses. Áreas afetadas estão 

destacadas em marrom. Fonte: World Health Organization, Outubro 2010. 

 

1.2 Ciclo de vida de parasitos do gênero Leishmania 

 A transmissão das leishmanioses ocorre pela picada de fêmeas de 

flebotomíneos (principalmente dos gêneros Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus 

no Velho Mundo) infectadas (YOUNG; DUNCAN, 1994). Esses insetos pertencem à 

ordem Diptera e possuem desenvolvimento holometábolo, sendo encontrados em 

habitats sombreados e úmidos. Diferentemente de outros insetos vetores, como os da 

família Culicidae, sua oviposição ocorre em solos ricos em matéria orgânica de origem 

vegetal em decomposição, o que dificulta a identificação de locais de postura e 

consequentemente seu controle. Embora existam mais de 500 espécies de 

flebotomíneos no Novo Mundo, apenas 30 já foram identificadas como vetores das 

leishmanioses (KILLICK-KENDRICK, 1990). 

 O ciclo de vida das várias espécies do gênero Leishmania tem início quando 

uma fêmea de flebotomíneo não infectada, ao realizar o repasto sanguíneo, ingere 

amastigotas de Leishmania do sangue ou tecidos do hospedeiro. Ao atingir o intestino 

médio do inseto, as amastigotas sofrem uma rápida diferenciação em promastigotas, 

que são capazes de deixar a matriz peritrófica, evitando que sejam eliminadas com as 

fezes (BAÑULS; HIDE; PRUGNOLLE, 2007). Após sair da matriz peritrófica, as formas 

promastigotas se ligam ao epitélio do intestino e posteriormente migram para a válvula 

do estomodeu e lá colonizam e se diferenciam em promastigotas metacíclicas, que 
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são infectantes para o hospedeiro mamífero (SACKS, 1989). O ciclo do parasito no 

hospedeiro vertebrado tem início quando uma fêmea de flebotomíneo infectada realiza 

o repasto sanguíneo e com ele regurgita promastigotas infectantes que rapidamente 

serão fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitário, como neutrófilos e 

macrófagos. Dentro dessas células, as promastigotas ficam envoltas por um vacúolo 

parasitóforo, que induz a transformação dessas formas em amastigotas, que são 

adaptadas a sobreviver e replicar em condições ácidas. Essas formas são replicativas 

e, após sucessivas divisões celulares realizadas dentro de macrófagos, ocorre o 

rompimento da célula hospedeira ou liberação de corpos apoptóticos contendo 

parasitos. Estas estruturas podem ser novamente fagocitadas por um macrófago e 

dar seguimento ao processo de infecção no hospedeiro vertebrado. O ciclo começa 

novamente quando uma fêmea de flebotomíneo realiza o repasto e ingere formas 

amastigotas presentes no sangue ou tecido contendo macrófagos infectados desse 

animal (Figura 3). 

 

 

Figura 3: Ciclo de vida de parasitos do gênero Leishmania. Detalhes no texto. 

Retirado de (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018) 
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1.3 Diagnóstico 

 O diagnóstico entre os dois grandes tipos de leishmaniose difere entre si. O 

largo espectro de manifestações clínicas e sintomas inespecíficos da leishmaniose 

tegumentar dificulta o diagnóstico, podendo ser confundida com outras doenças como 

neoplasias cutâneas, micoses, hanseníase e até mesmo tuberculose (ESCOBAR et 

al., 1992). Entretanto, em áreas sabidamente endêmicas, algumas manifestações 

clínicas são bastante indicativas de leishmaniose tegumentar, como por exemplo o 

aparecimento de lesões únicas ou difusas na pele, podendo estar ulceradas ou não. 

Esses pacientes devem ser submetidos ao exame laboratorial parasitológico, que se 

baseia na análise através de microscopia de tecidos proveniente de biópsia, aspirado 

de lesão ou cultura de tecidos. Através dessa técnica é possível observar formas 

amastigotas dentro de macrófagos (ESCOBAR et al., 1992; REITHINGER et al., 

2007). Esse tipo de diagnóstico segue sendo considerado o padrão ouro na 

confirmação de leishmaniose tegumentar, apesar da sensibilidade da técnica ser 

baixa e altamente influenciada pela quantidade de parasitos presentes na lesão, da 

necessidade de treinamento de técnicos envolvidos para reconhecer a presença das 

amastigotas, dentre outros. Uma maneira de aumentar a sensibilidade é a 

incorporação do diagnóstico molecular, baseado na amplificação do DNA do parasito. 

Entretanto são poucos laboratórios com a infraestrutura necessária para a realização 

desse tipo de diagnóstico, principalmente aqueles localizados em área endêmica 

(REITHINGER et al., 2007). Com relação a aplicação de testes sorológicos na 

leishmaniose tegumentar, eles apresentam uma baixa acurácia uma vez que o título 

de anticorpos nessa infecção é baixo (KAR, 1995; MARKLE; MAKHOUL, 2004). 

 Assim como a leishmaniose tegumentar, a leishmaniose visceral também 

apresenta manifestações clínicas e sintomas inespecíficos, o que faz com que o seu 

diagnóstico seja feito utilizando uma combinação de diferentes tipos de diagnóstico, 

como o parasitológico e o sorológico. O teste parasitológico consiste na observação 

de amastigotas recuperadas de aspirados de linfonodos, baço ou medula óssea. 

Entretanto, é um procedimento invasivo e não apresenta uma alta sensibilidade 

(BABIKER et al., 2007; KAGER et al., 1983; SIDDIG et al., 1988). O teste molecular 

nesse caso é mais sensível que o parasitológico, mas também apresenta um alto 

custo e é limitado a locais que apresentem a infraestrutura necessária (REITHINGER 

et al., 2007). Os testes mais utilizados são os sorológicos, como ELISA e Reação de 
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Imunofluorescência Indireta (RIFI), uma vez que esses testes apresentam alta 

sensibilidade e baixo custo. Entretanto, em alguns casos, eles podem apresentar 

reação cruzada com outras infecções (MALCHIODI et al., 1994).  

 

1.4 Patogenia e tratamento 

 Na leishmaniose tegumentar há formação de uma pápula no local ou próximo 

ao local onde houve a picada do flebotomíneo infectado com Leishmania. Essa pápula 

pode futuramente ulcerar ou não, formando assim uma lesão típica de leishmaniose. 

A lesão pode curar espontaneamente num período de 2 a 15 meses após a infecção. 

No caso de lesões difusas, é raro que ocorra ulceração e que se curem 

espontaneamente. Além disso, o tratamento é difícil. Já quando ocorre a forma 

mucocutânea, que se enquadra como a forma mais grave da leishmaniose 

tegumentar, o tratamento também é difícil, geralmente não ocorre cura espontânea e 

na maioria dos casos há ocorrência de infecções secundárias por bactérias, podendo 

levar o paciente à óbito.  

Uma das possíveis causas da severidade da doença está relacionada com a 

presença de um vírus de RNA dupla fita, conhecido com Leishmania RNA Virus (LRV) 

(IVES et al., 2011). Esses vírus já foram encontrados em diversas espécies do 

subgênero L. (Viannia) assim como em L. major, sendo denominados LRV1 e LRV2 

respectivamente. Embora apresentem a mesma organização genômica, existe uma 

grande variabilidade de sequência entre LRV1 e LRV2 (SCHEFFTER et al., 1995). 

Estudos utilizando infecção por L. guyanensis em modelo murino, mostrou que o DNA 

do LRV é reconhecido pelo receptor do tipo toll 3 (TLR3) e isso leva a uma 

exacerbação da doença de maneira dose dependente (IVES et al., 2011; RONET; 

BEVERLEY; FASEL, 2011). Até o presente momento, já foram identificados vários 

vírus de RNA que infectam tripanossomatídeos em geral, mas ainda não foram 

identificados vírus de DNA nesses parasitos (GRYBCHUK et al., 2018). 

 Na leishmaniose visceral, os parasitos são encontrados infectando macrófagos 

que estão localizados no baço, fígado, medula e linfonodos (CHAPPUIS et al., 2007). 

A grande maioria dos pacientes são assintomáticos ou apresentam sinais clínicos e 

sintomas inespecíficos. Quando não identificada e não tratada, essa doença pode 
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levar o paciente à óbito por infecções secundárias devido a imunossupressão 

(BERMAN, 2003). 

 Com relação ao tratamento, os antimônios pentavalentes continuam sendo as 

drogas mais utilizadas no tratamento das leishmanioses. Esses compostos atuam 

influenciando o balanço redox do parasito e também podem atuar aumentando a 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e óxido nítrico (NO) pelas células 

hospedeiras, o que acarreta a morte do parasito (WYLLIE; CUNNINGHAM; 

FAIRLAMB, 2004). Apesar de ser a primeira droga de escolha, esse medicamento 

além de ser administrado de maneira intravenosa ou intramuscular, é bastante 

doloroso, cardiotóxico e pode causar arritmias (FRÉZARD; DEMICHELI, 2010). 

 Devido ao aumento da resistência aos medicamentos antimoniais, a 

Anfotericina B tem sido utilizada como uma segunda opção ao tratar leishmaniose 

(VANLERBERGHE et al., 2007). Esse fármaco interage com esteroides presentes na 

membrana do parasito, permitindo a formação de poros que irão causar desequilíbrio 

iônico levando o parasito à morte (ROBERTS et al., 2003). Apesar de tóxico, este 

medicamento pode apresentar menos efeitos colaterais que antimônios, 

principalmente em sua forma lipossomal. Assim como os antimônios, apresenta 

eficácia variada e pode levar a seleção de parasitos resistentes. 

 

1.5 Genômica de Leishmania 

 Com o avanço das tecnologias de sequenciamento genômico, vários genomas 

de tripanossomatídeos têm sido sequenciados, montados e anotados desde 2005, 

permitindo o estudo de sua organização genômica e análises de genômica 

comparativa (BERRIMAN et al., 2005; EL-SAYED; MYLER; BARTHOLOMEU; et al., 

2005; EL-SAYED; MYLER; BLANDIN; et al., 2005; IVENS et al., 2005). Sabe-se que 

há uma grande variação no tamanho dos genomas destes parasitos, sendo que os 

genomas de espécies do gênero Leishmania apresentam cerca de 31-33Mb e são 

organizados em 34-36 cromossomos enquanto genomas de Trypanosoma cruzi e 

Trypanosoma brucei apresentam entre 41-55Mb, divididos em respectivamente ~41 e 

11 cromossomos (BERRIMAN et al., 2005; EL-SAYED; MYLER; BARTHOLOMEU; et 

al., 2005; EL-SAYED; MYLER; BLANDIN; et al., 2005; IVENS et al., 2005; 

WEATHERLY; BOEHLKE; TARLETON, 2009). 
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 Análises de genômica comparativa mostraram que apesar dos 

tripanossomatídeos terem divergido há aproximadamente 200-500 milhões de anos, 

os seus genomas apresentam alta sintenia, ou seja, apresentam uma grande 

correspondência na ordem dos genes, principalmente nas regiões que codificam para 

genes house-keeping, responsáveis pelo metabolismo basal do parasito (EL-SAYED; 

MYLER; BLANDIN; et al., 2005). Essas regiões de sintenia podem ser interrompidas 

por genes espécie-específicos, que na maior parte correspondem a famílias 

multigênicas que codificam proteínas de superfície relacionadas a interações parasito-

hospedeiro (BARTHOLOMEU et al., 2014). 

 O sequenciamento de diferentes espécies do gênero Leishmania, mostrou que 

há uma grande conservação nas sequências gênicas dentro do gênero (ROGERS et 

al., 2011), embora hajam diferenças entre as espécies com relação à organização 

cromossômica. Foi observado que L. (L.) donovani, L. (L.) major e L. (L.) infantum 

possuem 36 cromossomos (WINCKER et al., 1996), enquanto L. (V.) braziliensis 

possui 35 e L. (L.) mexicana possui 34 (BRITTO et al., 1998). A diferença no número 

de cromossomos está relacionada a uma fusão cromossômica em L. (V.) braziliensis 

(PEACOCK et al., 2007) e duas em L. (L.) mexicana (BRITTO et al., 1998). Além das 

diferenças genômicas, também já foi visto que existem genes espécie-específicos que 

codificam para proteínas que estão envolvidas na interação parasito-hospedeiro e 

sobrevivência desses parasitos em macrófagos. Foi observado também que a 

formação de pseudogenes e perda gênica são algumas das principais forças 

envolvidas na evolução de genomas de diferentes espécies de Leishmania 

(PEACOCK et al., 2007). 

 Outros estudos avaliando variação de número de cópias cromossômicas no 

gênero Leishmania demonstraram uma grande variação tanto entre espécies quanto 

dentro da mesma espécie, mostrando a grande plasticidade genômica dentro do 

gênero. Análises utilizando fluorescence in situ hibridization (FISH) demonstraram que 

há uma variação na taxa replicativa de cromossomos durante a mitose, sugerindo que 

a variação no número de cópias cromossômicas é um evento comum neste parasito, 

podendo gerar novos fenótipos na população e contribuir assim para uma rápida 

adaptação a ambientes diferentes (STERKERS et al., 2011, 2014). Além disso, já foi 

visto que essa variação genotípica, a nível de variação no número de cópias 

cromossômicas e gênicas, é responsável pela diferença na expressão gênica 
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encontrada em isolados de L. tropica e provavelmente em outras espécies do gênero 

(IANTORNO et al., 2017). Sendo assim, quanto o maior número de cópias, maior a 

expressão, uma vez que tripanossomatídeos regulam sua expressão gênica 

majoritariamente a nível pós-transcricional (CLAYTON, 2002; IVENS et al., 2005). 

 Os fatores de virulência de Leishmania estão muitas vezes incluídos em 

famílias multigênicas que podem ter abundância diferentes entre as espécies e os 

estágios evolutivos do parasito (VALDIVIA et al., 2015). Dentre esses fatores 

encontramos as amastinas, que são proteínas transmembranas encontradas em 

abundância na superfície celular do parasito. A função desta família de proteínas 

ainda não é totamente conhecida, mas especula-se que possa estar envolvida com a 

transdução de sinais ou transporte de moléculas de interesse do hospedeiro para o 

parasito (JACKSON, 2010). Outra família de proteínas importante para o parasito é a 

das GP63 zinco-metallopeptidases, que são expressas em promastigotas e estão 

associadas com a proteção contra a atividade de tripsinas presentes no intestino 

médio do vetor, além de permitirem a adesão do parasito nessa região (JECNA et al., 

2013). Outros estudos demonstraram que essas proteínas podem inativar a lise 

mediada pelo complemento (BRITTINGHAM et al., 1995) e que possuem um grande 

potencial imunorregulatório, agindo sobre fatores de transcrição do hospedeiro que 

atuam na resposta imune protetora (CORRADIN et al., 1999; GOMEZ et al., 2009). 

Por fim, outra família gênica expandida são as cisteínas proteases, que estão 

envolvidas em processos como diferenciação e evasão ao sistema imune, suprimindo 

a resposta Th1 e permitindo a sobrevivência do parasito (BUXBAUM et al., 2003). 

Outros fatores de virulência bem conhecidos em Leishmania são os lipofosfoglicanos 

(LPG), Leishmanolysin, proteinases, histonas, chaperonas e proteasomas (ASSIS et 

al., 2012; CHANG et al., 2003; YAO; DONELSON; WILSON, 2003).  

  

1.6 Leishmania (L.) major-like 

Durante o ano de 1985, em um estudo envolvendo diversos isolados do gênero 

Leishmania provenientes de diferentes regiões do Brasil, foi observado que certos 

isolados do parasito apresentavam diferentes padrões fenotípicos quando se 

analisavam zimodemas, esquizodemas e reatividade de anticorpos monoclonais, em 

comparação com as espécies que causavam LC no Novo Mundo (MOMEN et al., 
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1985). Entretanto, nesse mesmo estudo foi possível observar através de análises de 

eletroforese de enzimas e reatividade de anticorpos, que esses isolados eram 

semelhantes às cepas de referência de L. major (FN, 5ASHK) presentes no Velho 

Mundo (SILVA, F. L. et al., 2009). Com isso, os autores caracterizaram esse isolados 

como L. major-like. 

 Outros estudos nos anos de 1989 e 1991 (GRIMALDI; TESH; MCMAHON-

PRATT, 1989; HASHIGUCHI, Y.; GÓMEZ LANDIRES, 1991) detectaram no Equador, 

amostras de Leishmania sp. com características semelhantes a L. major. Além do 

Brasil e Equador, várias amostras de L. major-like foram caracterizadas no Paraguai 

e no Peru, mostrando que essas L. major-like estão dispersas por diferentes países 

da América Latina e que a existência desse parasito deve ser levada em consideração 

na identificação de casos de LT.  

Existem atualmente vários estudos sobre a identificação desses isolados no 

continente americano, porém ainda não foram identificados vetores e reservatórios 

envolvidos na transmissão desse parasito (HASHIGUCHI, YOSHIHISA et al., 2016; 

PETERSON; SHAW, 2003), embora em um estudo foi possível observar que o isolado 

BH121 foi capaz de infectar Lutzomyia longipalpis em condições de laboratório, mas 

não há estudos suficientes capazes de incriminar essa espécie como vetora (DA 

SILVA, A. L. et al., 1991). Além do mais, ainda pouco se sabe sobre aspectos como 

epidemiologia e virulência desses isolados.  

Estudos de caracterização utilizando dois isolados do Brasil, denominados 

BH49 e BH121, mostraram que apenas o isolado BH49 foi capaz de infectar 

camundongos enquanto BH121 conseguiu infectar apenas células in vitro. Além disso, 

foi observado que o curso da infecção por BH49 foi diferente do que a infecção pela 

L. major referência Friedlin, sendo encontrados menos parasitos nas lesões dos 

camundongos. Porém após 10 semanas de infecção, ainda foi possível encontrar 

parasitos nas lesões causadas por BH49, o que não ocorreu na infecção com a cepa 

referência (SILVA, S. DE O. et al., 2009).  

Sabendo da diferença da infectividade dos isolados BH121 e BH49, um outro 

estudo resolveu comparar esses isolados utilizando a técnica de suppression 

subtractive hybridization (SSH), que combina hibridizações de cDNA com amplificação 

por PCR (WU et al., 2015). Essa técnica permite que apenas genes que tenham 



11 
 

expressão diferencial entre uma amostra e um controle sejam selecionados. Dessa 

maneira, trata-se de uma técnica útil na identificação de genes diferencialmente 

envolvidos na virulência (FREITAS et al., 2014). Nesse trabalho foram identificados 

alguns genes que estavam com expressão aumentada no isolado infectivo, como: 

- α-hemolysin: proteína tóxica que age na membrana celular 

aumentando a permeabilidade das células, podendo levar a perda de proteínas 

citoplasmáticas essenciais para o funcionamento celular. Além disso, as 

promastigotas usam a α-hemolysin para destruir eritrócitos presentes no 

intestino médio dos flebotomíneos (CHACRAVARTY et al., 1994). É 

considerado um fator de virulência. 

- Coenzyme Q: já foi observada participando na translocação de elétrons 

e prótons na cadeia respiratória, entretanto nenhum papel na virulência já foi 

associado com essa enzima (RASSAM; SHANSHAL; GARGEES, 1988). 

- Phosphoglycan β-1,3-galactosyltransferase 3: importante para a 

transferência de β-1,3-galactoses para os LPGs de L. major, que são os 

glicoconjugados mais abundantes da superfície de promastigotas e é 

considerado um fator de virulência (ASSIS et al., 2012). 

Sabendo que os LPGs e seus resíduos de galactosil são extremamente 

importantes para a ligação das promastigotas ao receptor PpGalec presente no 

intestino médio dos flebotomíneos, um outro estudo resolveu abordar a diferença de 

infectividade e relacionar com uma possível diferença na glicobiologia dos isolados 

BH121 e BH49 de L. major-like. Foi possível observar nesse estudo que o isolado 

BH49, assim como Leishmania major Friedlin, apresentou resíduos de β-galactosil nos 

LPGs enquanto o isolado BH121 apresentou baixa ou nenhuma galactosilação nos 

seus LPGs, mostrando que existe uma variação intraespecífica entre as L. major-like. 

O próximo passo foi verificar se a diferença na galactosilação dos LPGs influenciava 

a infecção do vetor. Foi observado que tanto BH121 quanto BH49 foram capazes de 

infectar e realizar metaciclogênese nos vetores Lutzomyia longipalpis e Phlebotomus 

papatasi, entretanto, a infecção foi mais baixa no caso da BH121 (GUIMARÃES et al., 

2018). 
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2. JUSTIFICATIVA 

  A LTA é um grande problema de saúde pública que nos últimos anos 

tem tido sua incidência aumentada em vários países, inclusive no Brasil. Isso se deve 

a urbanização e crescimento desordenado de cidades, o que propicia a colonização 

dos vetores em áreas urbanas e periurbanas.  

 Muitas espécies de Leishmania são causadoras dessa doença, inclusive 

isolados semelhantes a L. major, classificados como L. major-like. Estes isolados L. 

major-like apresentam ampla distribuição geográfica, sendo encontrado em diversos 

países do Novo Mundo, como Brasil, Peru, Equador e Venezuela. Embora apresentem 

características em comum com a L. major do Velho Mundo, não se sabe se esses 

parasitos foram importados do Velho Mundo ou se são parasitos originários do Novo 

Mundo. 

Além disso, ainda não são conhecidos os seus vetores e reservatórios dos 

isolados de L. major-like no Novo Mundo, assim como ainda não foram realizados 

estudos de caracterização genômica desses isolados. Esta falta de dados dificulta o 

entendimento sobre a biologia desses parasitos, sua exata classificação taxonômica 

e as diferenças observadas na infectividade de alguns isolados. Dessa maneira, o 

desenvolvimento de estudos genômicos comparativos entre L. major-like, L. major e 

outras espécies de Leishmania que causam LT torna-se de fundamental importância 

a fim de esclarecer essas lacunas com relação a esses isolados. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

 Caracterizar e classificar filogeneticamente 3 isolados de L. major-like 

denominados de BH49, BH121 e BH129 utilizando técnicas de genômica comparativa, 

avaliando suas semelhanças e diferenças com relação a L. major Friedlin e outras 

espécies de Leishmania causadoras da forma tegumentar da leishmaniose. 

3.2. Objetivos específicos 

1- Avaliar se os isolados de Leishmania major-like são importados do Velho Mundo 

ou originários das Américas;  

2- Avaliar a variação do número de cópias cromossômicas, segmentares e gênicas 

em isolados de L. major e L. major-like; 

3- Avaliar mudanças genômicas possivelmente associadas a diferença de 

infectiviadde entre os isolados BH121 e BH49 de L. major-like; 

4- Procurar sequências específicas em L. major-like que diferenciem esses isolados 

de L. major. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Obtenção dos isolados, sequenciamento e filtragens 

4.1.1 Obtenção dos isolados de L. major-like 

Os três isolados de Leishmania major-like utilizados nesse projeto (BH49, 

BH121 e BH129) foram gentilmente cedidos pelos professores Maria Norma de Melo, 

do departamento de Parasitologia – UFMG e Rodrigo Pinto Soares, do Centro de 

Pesquisas René Rachou. Com relação à origem, as amostras BH121 e BH129 foram 

isoladas de casos humanos de LT na região do Vale do Rio Doce, em Minas Gerais e 

a amostra BH49 foi isolada de um caso humano de LT em Goiás. Todas as amostras 

foram isoladas de pacientes de áreas rurais que afirmam nunca terem saído do Brasil. 

 Os parasitos, ao chegarem no laboratório, foram cultivados em meio Schneider 

pH 7.4 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e penicilina/streptomicina, 

foram mantidos em estufa do tipo BOD a 24ºC e posteriormente congelados a -80ºC 

numa solução 1:9 de DMSO e SFB. 

 

4.1.2 Extração de DNA 

 Para a extração de DNA genômico foram utilizados 1x108 parasitos de cada 

isolado de L. major-like, que foram centrifugados a 3000g por 10 minutos. Após essa 

primeira centrifugação, esses parasitos foram lavados 3 vezes com PBS gelado, a fim 

de retirar resquícios de meio de cultura e centrifugados novamente nas mesmas 

condições citadas anteriormente. Por fim, esses parasitos foram ressuspendidos em 

PBS contendo 100ug/mL de proteinase K e incubados por 10 minutos a 25ºC. O DNA 

genômico foi extraído utilizando o Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega), 

seguindo as orientações do fabricante. Após a extração, a qualidade e integridade do 

DNA, juntamente com o teste de amplificação por PCR para verificar contaminação 

por Mycoplasma sp., foram verificados por meio de elefororese em gel de agarose a 

1%. Posteriormente foi realizada genotipagem utilizando um par de primers para 

amplificação de sequências específicas do kDNA de L. major (BENTO et al., dados 

não publicados). 

 



15 
 

4.1.3 Sequenciamento genômico das L. major-like 

 O sequenciamento genômico foi realizado na Macrogen Inc., localizado na 

Coréia do Sul, utilizando a plataforma de sequenciamento Illumina. Para cada isolado 

sequenciado, foram enviados 5µg de DNA. O sequenciamento nessa plataforma inclui 

quatro passos básicos. A primeira consiste em realizar um controle de qualidade da 

amostra, e caso a amostra esteja de boa qualidade ela prossegue para o preparo de 

biblioteca. A segunda parte consiste na construção da biblioteca, que é feita através 

da fragmentação aleatória do DNA, seguida pela ligação dos adaptadores nas regiões 

5’ e 3’ do DNA. Após a ligação dos adaptadores, esses fragmentos são amplificados 

por PCR e purificados do gel. Após essa parte, os fragmentos estão prontos para 

serem sequenciados e no fim do processo, há eliminação de erros e então os dados 

binários gerados são convertidos para o formato FASTQ e estão prontos para serem 

analisados. No caso das amostras que foram sequenciadas pelo nosso grupo, o 

tamanho de inserto sequenciado foi 350 pares de base. 

 

4.1.4 Busca de reads de espécies de Leishmania no SRA 

Além das bibliotecas de reads genômicas geradas neste trabalho, reads de 

Illumina pertencentes a isolados de L. major e de espécies próximas causadoras da 

forma tegumentar da doença foram recuperadas do Arquivo de Reads de 

Sequenciamento (SRA) do National Center for Biotechnology Information (NCBI) para 

possibilitar a realização de análises de genômica comparativa. Dentre isolados de 

Leishmania major nós utilizamos: 

-CC1 (código de acesso SRX483110): clone derivativo da cepa LT252 que foi 

isolado em 1983 de uma lesão de uma paciente com leishmaniose cutânea no Irã; 

-Friedlin (código de acesso SRX375633): clone isolado no ano de 1980 em 

Israel de um paciente apresentando leishmaniose cutânea localizada; 

- LV39c5 (código de acesso SRX375630): clone derivativo da cepa LV39 que 

foi originalmente isolado em 1959 de um gerbil no sudeste da Rússia; 
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- RYAN (código de acesso SRX483108): clone derivativo da cepa WR2885, 

originária do Iraque, que foi isolado de uma pessoa que foi acidentalmente infectada 

em um laboratório; 

- SD75 (código de acesso SRX375634): clone derivativo da cepa SD, que foi 

isolada em 1973 de um paciente apresentando leishmaniose cutânea no Senegal. 

 Com relação às outras espécies de L. major, utilizamos reads provenientes do 

sequenciamento das espécies L. aethiopica (SRX483095), L. arabica (SRX483117), 

L. donovani (SRX249295), L. gerbeli (SRX483105), L. tropica (SRX483104) e L. 

turanica (SRX483107), também baixadas do repositório SRA.  

4.1.5 Processamento das reads 

 A qualidade das reads foi verificada utilizando o software FASTQC (http:// 

www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Para a filtragem e remoção de 

reads de baixa qualidade, utilizamos o software Trimmomatic 

(http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic), e mantivemos reads com 

tamanho superior a 50 nucleotídeos e com uma qualidade de phred maior que 25 (1 

erro a cada 500 bases). Além disso, removemos bases N e adaptadores quando 

presentes também utilizando esse software. 

 

4.2 Montagem de novo, filogenia e análise de componentes principais (PCA) 

4.2.1 Montagem de novo dos isolados e das reads baixadas do SRA e download 

de genomas montados de espécies do Novo Mundo para realizar a filogenia 

 Após a filtragens das reads por qualidade de phred e tamanho, as 14 bibliotecas 

de reads do gênero Leishmania descritas no item 4.1.4 foram montadas de novo 

utilizando o programa Velvet Optimizer versão 1.2.10 (ZERBINO; BIRNEY, 2008). 

Para a montagem de novo, foram utilizados os valores de kmer variando de 29 a 97. 

 O genoma das espécies L. braziliensis, L. panamensis, L. mexicana e L. 

infantum, todos da versão 34, foram baixados do banco de dados TritrypDB 

(tritrypdb.org/) e utilizados posteriormente juntamente com os genomas montados de 
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novo para recuperação de regiões gênicas conservadas entre todos os isolados para 

realização da filogenia. 

 

4.2.2 Recuperação de regiões gênicas conservadas entre espécies do Novo e do 

Velho Mundo para realização da filogenia 

 Para recuperar regiões gênicas conservadas entre as 14 amostras utilizadas, 

nós fizemos um BLASTn das CDS de Leishmania major versão 36 obtidas do banco 

de dados TritrypDB nos genomas montados de novo e nos genomas baixados de 

Leishmania. Feito o BLAST, recuperamos o best-hit de cada CDS e eles foram 

filtrados por porcentagem de cobertura (85%) e porcentagem de identidade (85%) com 

as CDS. Feito isso, recuperamos um total de 1329 sequências compartilhadas entre 

todas as amostras utilizando o software BEDtools getfasta (QUINLAN, 2014). Cada 

sequência compartilhada entre as amostras foi alinhada utilizando o software MAFFT 

(KATOH; STANDLEY, 2013) e as regiões mal alinhadas ou ausentes em alguma das 

espécies foram removidas utilizando o Gblocks (TALAVERA; CASTRESANA, 2007). 

Feito isso, as sequências de cada amostra foram concatenadas gerando um arquivo 

com uma sequência única de 1.381.320 nucleotídeos e posteriormente foram 

agrupadas em um único arquivo e submetido ao jModelTest (POSADA, 2008) para 

determinar qual melhor modelo de substituição de nucleotídeos. A filogenia destas 

espécies/isolados de Leishmania foi determinada por máxima verossimilhança 

utilizando o programa PhyML (GUINDON et al., 2010), com o modelo de distribuição 

nucleotídica GTR e 1000 replicatas de bootstrap. Por fim as imagens finais das árvores 

foram geradas com o programa FigTree v.1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.uk). 

 

4.2.3 Análise de componentes principais (PCA) das regiões gênicas 

conservadas entre espécies do Novo e do Velho Mundo 

 Para estimar a distância entre as amostras por análise de componente 

principal, foi utilizado um concatenado das 1329 sequências conservadas entre todas 

as linhagens do parasito, como citado no item anterior. Foi gerada uma matriz de 

distância baseada em SNPs diferenciais, que foi carregada no pacote “caret” do R 

para gerar as imagens do PCA em 2D (http://topepo.github.io/caret/index.html). 
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4.3 Análises filogenéticas e de componentes principais baseadas em 

montagem do genoma por referência 

4.3.1 Mapeamento das reads no genoma de referência e checagem da 

porcentagem cobertura do genoma 

 O mapeamento das reads dos isolados de L. major-like, L. major e demais 

espécies de Leishmania do Velho Mundo no genoma de referência (Leishmania major 

Friedlin release-34/) foi realizado utilizando o programa BWA-mem (http://bio-

bwa.sourceforge.net/bwa.shtml), que é indicado para o mapeamento de sequências 

de baixa divergência contra um genoma de referência. Após o mapeamento, as reads 

que mapearam foram filtradas por um cut-off mínimo de qualidade de mapeamento 30 

utilizando o software SAMtools v1.1 (LI et al., 2009). Feito isso, checamos o número 

de reads utilizadas no mapeamento, o número de reads que mapearam no genoma 

de referência e sua respectiva porcentagem de mapeamento utilizando o software 

SAMtools flagstat. Por fim, estimamos a cobertura média de cada genoma. Para isso, 

calculamos a mediana da profundidade de cobertura de reads de todos os genes do 

genoma em questão que apresentavam uma porcentagem de cobertura de ao menos 

50% de sua extensão, e removemos os genes que apresentaram profundidade de 

cobertura outlier. Depois, calculamos a mediana da cobertura destes genes, que foi 

assumida como a cobertura média do genoma. Todas estas análises foram realizadas 

utilizando scripts em perl e R. 

 

4.3.2 Mapeamento das reads no kDNA de Leishmania major 

As reads dos isolados de L. major e L. major-like foram mapeadas no 

maxicírculo de Leishmania major isolado MHOM/SU/73/5ASKH (8863 pb) encontrado 

no NCBI utilizando também o programa BWA. Após o mapeamento, as reads 

mapeadas também foram filtradas por um cut-off de qualidade de mapeamento 30, 

como feito anteriormente. 
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4.3.3 GATK e filogenia baseado na montagem do genoma por referência 

(Friedlin) 

 Para realizar a filogenia baseada na montagem por referência, nós fizemos o 

SNP calling utilizando o GATK v3.3 (MCKENNA et al., 2010) em cada biblioteca de 

reads mapeadas no genoma e no kDNA de L. major (Friedlin). Primeiramente, as 

reads duplicadas foram marcadas com Picard v1.119 

(https://github.com/broadinstitute/picard) e as reads foram então realinhadas com 

GATK RealignerTargetCreator e os SNPs foram obtidos utilizando o GATK 

HaplotypeCaller utilizando uma qualidade de phred 30. Depois utilizamos o GATK 

SelectVariants para reportar apenas os SNPs e utilizando scripts em perl recuperamos 

apenas os SNPs heterozigóticos, com cobertura mínima de 5 reads em cada variante, 

para análises posteriores. Para realizar a filogenia, nós utilizamos a sequência 

consenso que é gerada pelo GATK FastaAlternateReferenceMaker 

(https://software.broadinstitute.org/gatk/documentation/tooldocs/current/org_broadins

titute_gatk_tools_walkers_fasta_FastaAlternateReferenceMaker.php) para as 

bibliotecas de Leishmania major-like sequenciadas (BH121, BH129 e BH49) e as 

espécies/isolados mencionados no item 4.1.4. Essas sequências consenso foram 

então unidas em um único arquivo e a filogenia foi realizada como descrita no item 

4.2.2. Um tanglegrama comparativo baseado nas filogenias nuclear e mitocondrial foi 

feito utilizando o Dendroscope (HUSON et al., 2007). 

 

4.3.4 Distância genética das amostras por meio de análise componentes 

principais (PCA)  

 Para estimar a distância entre as amostras baseado em diferenças de SNPs, 

foi utilizado a sequência do genoma completo consenso de cada amostra gerado pelo 

GATK, citada no item anterior. Essas sequências genômicas foram utilizadas como 

arquivo de entrada para gerar os gráficos de PCA no R. 

 

https://github.com/broadinstitute/picard
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4.4 Análises de genômica comparativa entre os isolados de L. major-like e L. 

major 

4.4.1 Estimativa da ploidia cromossomal de cada isolado de L. major-like e 

demais isolados de Leishmania major por meio de profundidade de reads 

 Após realizar o mapeamento, foi calculado a porcentagem de cobertura de cada 

cromossomo de L. major e também o número de reads que mapearam em uma 

mesma posição do genoma, também conhecido como profundidade de reads (RDC). 

Com esses dados e scripts em perl desenvolvidos pelo nosso grupo estimamos a 

ploidia cromossomal desses isolados, uma vez que a cobertura média de reads em 

um cromossomo é proporcional ao seu número de cópias (Figura 4). Sendo assim, 

para avaliar mais precisamente o número de cópias cromossômicas nós utilizamos 

nas análises apenas genes que apresentaram cobertura maior que 50% de sua 

extensão. Esses genes então tiveram seu RDC dividido pelo RDC médio do genoma 

e foram submetidos ao teste estatístico de Grubbs, de forma a eliminar genes com 

RDC muito discrepantes (outliers). O RDC de cada cromossomo foi calculado com 

base na mediana dos genes presentes que permaneceram após o teste de Grubbs. 

Além disso, realizamos também o teste de Wilcoxon, de modo a confirmar de forma 

estatística se houve ou não aumento ou redução no número de cópias 

cromossômicas, utilizando valor de p < 0.05. Esta metodologia está descrita na 

publicação Almeida 2018 (ALMEIDA et al., 2018). 
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Figura 4: Estimativa do número de cópias baseado em profundidade de reads.  

Cada box azul corresponde a uma read e cada box contendo as letras de “A” a “F” 

seriam regiões gênicas ou cromossomos. Em um sequenciamento de um genoma 

majoritariamente diploide, com cobertura de 8 reads por posição (8x), as regiões que 

contêm 8 reads seriam consideradas dissômicas, enquanto regiões contendo apenas 

4 reads seriam monossômicas, as que contiverem 12 reads seriam trissômica, e 16 

reads seriam tetrassômicas. Retirado e modificado de Reis-Cunha 2018 (REIS-

CUNHA et al., 2018). 

 

4.4.2 Contabilização de SNPs e estimativa da ploidia cromossomal de L. major-

like e demais isolados por meio de SNPs heterozigóticos 

 A contabilização de SNPs foi feita utilizando o arquivo originado do GATK, o 

Variant Call Format (VCF) que contêm informações de qual o cromossomo e qual 

posição ocorreu a troca de nucleotídeo e qual foi a troca. Tendo isso em mãos, 

contabilizamos utilizando scripts em perl o número de SNPs e quais foram as 

mutações (silenciosa, missense ou nonsense) por cromossomo em cada isolado de 

L. major-like e L. major. 

Além de contabilizar os SNPs, nós estimamos a ploidia cromossomal através 

da porcentagem de cada alelo em posições de SNPs heterozigóticos, também 

denominada frequência alélica utilizando o VCF. A partir desse arquivo nós 

recuperamos apenas os SNPs heterozigóticos derivados de regiões codificadoras. 

Utilizamos então a proporção de reads em cada variante de posições heterozigóticas 

em um cromossomo para estimar sua ploidia. Por exemplo, se um SNP heterozigótico 

se encontra num cromossomo dissômico, a proporção de cada alelo será de 50%. 

Caso, o SNP heterozigótico esteja num cromossomo trissômico, a proporção de um 

alelo será de 33%, enquanto a do outro alelo será de 77% e caso esteja num 

cromossomo tetrassômico, as proporções variam de 25%, 50% e 75% (Figura 5). Para 

estimar a ploidia de cada genoma, a mesma metodologia foi aplicada, mas agora 

todas as posições heterozigóticas de todos os genes foram computadas 

simultaneamente.  
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Figura 5: Proporção de SNPs heterozigóticos. (A) Em cromossomos dissômicos a 

proporção de SNPs heterozigóticos (A e C) é de 50% para cada variante, o que gera 

um pico no valor de 0,5. (B) Cromossomos trissômicos terão proporção de SNPs de 

33% para uma variante e 66% para outra variante, gerando picos nos valores de 0,33 

e 0,66. (C) Por fim, cromossomos tetrassômicos podem apresentar proporções de 

25%, 50% e 75%, gerando picos em 0,25, 0,5 e 0,75. Retirado e modificado de Reis-

Cunha 2018 (REIS-CUNHA et al., 2018). 

 

As imagens representativas da cobertura cromossomal, profundidade de reads 

e da estimativa de ploidia foram geradas através de scripts em perl e R. 

 

4.4.3 Análise de deleções e duplicações segmentares nos isolados de L. major-

like e L. major 

 Além de verificar alterações no número de cópias cromossômicas verificamos 

a presença de duplicações/deleções segmentares nas amostras de L. major-like e L. 

major em questão. Para isso, utilizamos uma metodologia de variação na RDC, similar 

a descrita no item 4.4.1, porém avaliamos a profundidade de reads ao longo de cada 



23 
 

um dos cromossomos de Leishmania. Para isso utilizamos scripts em perl 

desenvolvidos no nosso laboratório e o R para geração das figuras. 

 

4.4.4 Análise de deleções e duplicações gênicas e possíveis funções 

enriquecidas entre diferentes isolados de Leishmania.  

 Para realizar as análises de deleções e duplicações gênicas, utilizamos um dos 

arquivos gerados para a estimativa de variação de cópias cromossômicas, que nos 

informa o ID do gene, RDC nesse gene e a porcentagem de cobertura dele. Para 

normalizar os valores de número de cópias entre os diferentes genomas, nós 

dividimos o RDC de cada gene de cada isolado pelo RDC médio do genoma de cada 

isolado. Foram utilizados apenas os genes de L. major Friedlin que tiveram pelo 

menos 80% de toda a sua extensão coberta por reads e 30% da profundidade de 

cobertura de reads média do genoma. Feito isso, o próximo passo foi dividir os valores 

de RDC de cada gene de cada isolado de Leishmania pelo valor obtido de RDC para 

este mesmo gene em L. major Friedlin (utilizado como referência). Sendo assim, se o 

valor obtido para esta razão foi > 1,3 foi considerado como aumento no número de 

cópias deste gene neste isolado em relação a L. major Friedlin. Por outro lado, se o 

valor for < 0,8 foi considerado como se tivesse ocorrido uma redução no número de 

cópias deste gene com relação a L. major Friedlin. Valores entre 0,8 e 1,3 foram 

assumidos como não variantes entre o isolado em questão e L. major Friedlin. Feito 

isso, foi avaliado quais genes estavam enriquecidos ou perdidos nos isolados de L. 

major e L. major-like avaliados e quais suas funções e vias que estavam sendo 

sobrerrepresentadas nesses isolados. No caso de proteínas hipotéticas, as 

sequências foram submetidas ao interproscan (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) para a 

determinação de famílias, predição de domínios e regiões importantes nessas 

proteínas. 

 

4.4.5 Busca por vírus que infectam o gênero Leishmania e que poderiam explicar 

a diferença de infectividade encontrada entre as cepas BH121 e BH49 

 A partir do mapeamento das reads de BH121, BH129 e BH49 no genoma de 

referência (Leishmania major Friedlin release-34), foram recuperadas as reads em 

que os pares (read-1 e read-2) paired-end não mapearam no genoma de referência 
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utilizando o samtools (LI et al., 2009). Após recuperadas, foram submetidas ao 

VelvetOptimizer para a montagem de novo destas reads não mapeadas. Esses 

contigs referentes as reads não mapeadas de BH121, BH129 e BH49 foram utilizados 

para realizar um BLASTn contra um banco de dados contendo apenas sequências 

virais e contra todo o banco de dados NT. Os matches obtidos foram então filtrados 

de modo a obter apenas o best match de cada contig. Tendo apenas os best matches 

nós utilizamos o GI (número) presente em cada match e buscamos no NCBI 

Taxonomy de quais espécies esses matches eram derivados. 

 

4.4.6 Busca por regiões conservadas entre as L. major-like e distintas de 

isolados de L. major do Velho Mundo para posterior desenho de primers 

 A fim de determinar se existem regiões específicas que poderiam distinguir as 

L. major-like de L. major, nós submetemos os genomas montados de novo e montados 

baseado em referência ao programa TipMT http://200.131.37.155/tipMT/ 

(RODRIGUES-LUIZ et al., 2017), que identifica e desenha primers para genotipagem 

baseado em dados genômicos. Além de identificar primers que amplificam single 

sequence repeats (SSR) ou regiões ortólogas/genes táxon-específicos nos isolados, 

o programa checa também se não há amplificação dessas regiões em outras espécies 

(reatividade cruzada). No caso utilizamos como input para a checagem de reatividade 

cruzada os genomas de L. amazonensis, L. braziliensis, L. infantum, L. mexicana e L. 

major. 

  

 

 

   

 

  

http://200.131.37.155/tipMT/
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5. RESULTADOS 

5.1 Análises de qualidade das amostras de DNA genômico dos isolados de L. 

major-like e genotipagem 

5.1.1 Análise de integridade do DNA genômico e avaliação de contaminação com 

Mycoplasma sp. nos isolados de L. major-like 

 O primeiro passo feito para enviar os DNAs dos isolados de L. major-like 

BH121, BH129 e BH49 para o sequenciamento foi analisar a qualidade do DNA 

extraído de cada isolado através de eletroforese em gel de agarose. Foi possível 

observar que todos apresentaram uma banda única de alto peso molecular, sem sinal 

de degradação ou presença de RNA nas amostras (Figura 6). Desta forma, as 

amostras se encontravam em condições adequadas para sequenciamento. 

 

 

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose para analisar a qualidade do DNA 

genômico das L. major-like para serem sequenciados. Foram analisados os DNAs 

dos isolados BH121, BH129 e BH49. pb: pares de base, PM: padrão molecular. 

 

 Após verificar que os DNAs extraídos estavam íntegros, eles foram submetidos 

a PCR para checar se não havia contaminação por bactérias do gênero Mycoplasma. 

Foi visto que nenhuma das amostras de DNA extraído das culturas de L. major-like 
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apresentou amplificação na PCR utilizando primers específicos de Mycoplasma sp. 

(TIMENETSKY et al., 2006) (Figura 7). 

 

 

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose para verificar a presença de 

contaminação dos DNAs de L. major-like com DNA de Mycoplasma sp. Foram 

analisados os DNAs dos isolados BH121, BH129 e BH49, além de controle positivo 

para Mycoplasma sp. e controle negativo. pb: pares de base, PM: padrão molecular, 

C-: controle negativo, C+: controle positivo. 

 

5.1.2 Genotipagem das amostras de L. major-like utilizando primers específicos 

 Sabendo que os DNAs estavam com boa qualidade, o próximo passo foi 

realizar a genotipagem para garantir que os isolados que iríamos sequenciar eram de 

fato amplificados com primers específicos para L. major (BENTO et al., dados não 

publicados). Foi possível observar que todos os isolados que seriam sequenciados 

amplificaram com o primer utilizado, o que possibilitou que essas amostras fossem 

enviadas para o sequenciamento (Figura 8). 
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Figura 8: Genotipagem dos isolados de L. major-like a serem sequenciados. 

Foram utilizados os isolados BH121, BH129, BH49 e Friedlin. Além de branco e 

demais espécies que mostram que o primer é específico para L. major (BENTO, et al. 

dados não publicados). pb: pares de base, g-DNA: DNA genômico. 

 

5.2 Análises utilizando montagem de novo dos genomas de L. major-like, L. 

major e demais espécies de Leishmania 

5.2.1 Métricas das montagens de novo utilizadas para realização da filogenia 

 Após realizar a montagem de novo, foi calculado o tamanho do genoma 

montado em pares de base, número de contigs gerados e o N25, N50, N75, onde o 

N50 por exemplo é definido como o tamanho mínimo de contig necessário para cobrir 

50% do tamanho total do genoma montado. Foi também calculado o L25, L50, L75, 

onde o L50 é definido como o número de contigs cujo comprimento somado é o N50. 

Foi possível observar que o tamanho do genoma montado foi semelhante para todas 

as amostras, porém o número de contigs gerados variou bastante entre as amostras 

(Tabela 1). Os isolados que apresentaram genoma distribuído em menor número de 

contigs foram aqueles sequenciados neste trabalho (BH121, BH129 e BH49), 

apresentando N50 maiores e consequentemente L50 menores. Isso está relacionado 

com a alta cobertura de sequenciamento, uma vez que isso é um dos fatores que 

contribuem para a melhor qualidade da montagem. 
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Tabela 1: Métricas das montagens de novo dos isolados de L. major-like, L. 
major e demais espécies de Leishmania 

Isolado/
Espécie 

Cobertura 
do 
genoma 

Tamanho 
do genoma 
montado 

Número 
de 
contigs 
gerados 

N25 N50 N75 L25 L50 L75 

Laeth 27.38x 29708365 
bp 

10458 8326 4794 2548 609 1797 3920 

Larab 26.40x 29919039 
bp 

10028 8510 5006 2690 611 1782 3810 

Ldon 28.80x 30683760 
bp 

5588 20953 11456 5694 248 752 1707 

Lmaj-like 
BH121 

61.16x 30389430 
bp 

4336 30572 15652 7167 162 520 1232 

Lmaj-like 
BH129 

57.60x 30500879 
bp 

3893 33869 18570 8644 151 465 1063 

Lmaj-like 
BH49 

33.96x 30576732 
bp 

2482 67619 35169 16476 80 236 550 

Lmaj 
CC1 

23.39x 29867305 
bp 

9974 7956 4773 2652 649 1880 3963 

Lmaj 
Friedlin 

21.58x 30050061 
bp 

8082 11809 6670 3445 441 1314 2877 

Lmaj 
LV39c5 

25.48x 30377628 
bp 

4820 21368 12343 6469 251 721 1572 

Lmaj 
RYAN 

23.99x 29870122 
bp 

9553 8656 5142 2794 607 1743 3705 

Lmaj 
SD75 

20.91x 30233131 
bp 

7067 13696 7627 4032 388 1145 2502 

Ltrop 26.57x 30135708 
bp 

7766 11860 6823 3570 447 1295 2818 

Ltur 25.44x 29022742 
bp 

13535 5997 3488 1790 826 2439 5315 

 

 

5.2.2 Filogenia utilizando os genomas montados de novo e genomas baixados 

do TriTryDB 

 Das 8519 CDSs anotadas de Leishmania major, 1329 foram recuperadas de 

todos os genomas montados de novo e dos genomas baixados do TriTrypDB e foram 

utilizadas para realizar a filogenia por máxima verossimilhança. Para melhor entender 
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a classificação dos isolados de Leishmania major-like, BH121 (Minas Gerais), BH129 

(Minas Gerais) e BH49 (Goiás), nós utilizamos outros isolados de L. major, sendo eles 

CC1 (Irã), Friedlin (Israel), LV39c5 (Rússia), RYAN (Iraque) e SD75 (Senegal) (Figura 

9). Nós também utilizamos outras espécies encontradas no Velho Mundo, como L. 

aethiopica, L. arabica, L. donovani, L. tropica e L. turanica, e também espécies 

encontradas no Novo Mundo, como L. braziliensis, L. infantum, L. mexicana e L. 

panamensis. 

 

Figura 9: Local de isolamento das Leishmania major-like e demais isolados de 

Leishmania major incluídos no presente estudo. 1- L. major-like BH121 (Brasil - 

MG), 2- L. major-like BH129 (Brasil – MG), 3- L. major-like BH49 (Brasil - GO), 4- L. 

major CC1 (Irã), 5- L. major Friedlin (Israel), 6- L. major LV39c5 (Rússia), 7- L. major 

RYAN (Iraque), 8- L. major SD75 (Senegal). 

 Ao realizar a filogenia utilizando todas as amostras, foi possível observar que 

todos os isolados de L. major-like e L. major formaram um clado, distantes das 

amostras do Novo Mundo (Figura 10). 
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Figura 10: Filogenia por máxima verossimilhança dos isolados de L. major-like, 

L. major e demais espécies de Leishmania utilizando genes recuperados das 

montagens de novo. Análise filogenética por máxima verossimilhança utilizando 

1329 genes compartilhados entre as espécies recuperados dos genomas montados 

de novo e de genomas disponíveis no TritrypDB. Essa análise foi realizada utilizando 

1000 replicatas de bootstrap. 

  

Com a finalidade de entender melhor a introdução dos isolados de L. major-like 

nós realizamos a filogenia utilizando apenas esses isolados e demais isolados de L. 

major. Foi observado que BH121 (MG) e BH49 (GO) agruparam bem próximos, 

enquanto BH129 (MG) se agrupou distante, o que sugere que possivelmente ocorreu 

mais de uma introdução de L. major aqui no Brasil (Figura 11). Esta separação foi 

suportada por altos valores de bootstrap. 
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Figura 11: Filogenia dos isolados de L. major-like e L. major utilizando genes 

recuperados das montagens de novo. Análise filogenética por máxima 

verossimilhança utilizando 1329 genes compartilhados entre os isolados recuperados 

dos genomas montados de novo. Essa análise também foi realizada utilizando 1000 

replicatas de bootstrap. 

 

5.2.3 Distribuição das amostras por meio de ánalise componentes principais 

(PCA) baseado em SNPs identificados nos genomas montados de novo e nos 

genomas baixados do TriTrypDB 

 Além de realizar a filogenia para averiguar a proximidade dos isolados e das 

espécies encontradas no Velho e no Novo Mundo, nós realizamos uma análise de 

componente principal, com base em SNPs derivados de genes recuperados e 

concatenados a partir dos genomas montados de novo e dos genomas das espécies 

do Novo Mundo baixados do TritrypDB. Nós pudemos observar que, assim como a 

filogenia, os isolados de L. major e L. major-like agruparam juntos e estão mais 

proximamente localizados das espécies do Velho Mundo do que das espécies do 

Novo Mundo (Figura 12). 
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Figura 12: PCA de espécies do Velho Mundo, Novo Mundo e isolados de L. 

major-like baseado em sequências gênicas recuperadas das montagens de 

novo. A distância foi estimada por análise de componentes principais (2D). Os círculos 

laranja correspondem a isolados de L. major, os circulos verdes representam isolados 

de L. major-like, os azuis representam as espécies do Novo Mundo (L. braziliensis, L. 

infantum, L. mexicana e L. panamensis) e os roxos espécies do Velho Mundo (L. 

aethiopica, L. arabica, L. tropica e L. turanica). 

 Assim como realizado para a filogenia, nós geramos a imagem de PCA 

contendo apenas os genes recuperados e concatenados a partir dos genomas 

montados de novo dos isolados de L. major e L. major-like, a fim de obter uma melhor 

resolução da posição de cada isolado em relação ao outro. E novamente, assim como 

observado na filogenia, foi possível observar que dentre as amostras de L. major, o 

isolado LV39c5 é o mais divergente e que BH121, BH49, Friedlin e SD75 são mais 

proximamente relacionados entre si enquanto BH129, CC1 e RYAN são mais 

similares entre si (Figura 13). 
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Figura 13: PCA dos isolados de L. major e L. major-like baseado em SNPs 

derivados de sequências gênicas recuperadas das montagens de novo. A 

distância foi estimada por análise de componentes principais (2D). Cada cor 

corresponde a um isolado diferente. 

 

5.3 Análises comparativas utilizando os genomas de L. major-like, L. major e 

demais espécies de Leishmania obtidos por montagem por referência.  

5.3.1 Mapeamento das reads no genoma de referência (Friedlin) 

 Após a realização da filtragem das reads por qualidade, as reads provenientes 

do sequenciamento de cada isolado foram unidas cada uma em um único arquivo 

contendo as reads forward e reverse e mapeadas contra o genoma de referência de 

Leishmania major (Friedlin). Foi observado que para todas os conjuntos de reads, 

houve mapeamento de mais de 80% do total de reads no genoma utilizado e que a 

cobertura do genoma sequenciado para todos os isolados foi maior do que 20x, o que 

possibilitou que continuássemos as análises (Tabela 2). Essa análise é importante 

para saber se não houve contaminação com DNA genômico de outro organismo e que 

poderia complicar as outras análises e gerar resultados posteriores duvidosos. 
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Tabela 2: Análise das reads após o mapeamento. Foi verificado o número de reads 

filtradas, o número de reads que foram utilizadas e qual foi a respectiva porcentagem 

que mapeou no genoma de referência. Além disso, estimamos a cobertura do genoma 

pelas reads. 

Isolado/Espécie Número de 
reads 

geradas 

Número de 
reads 

mapeadas 

Porcentagem 
de reads 

mapeadas 

Cobertura 
do genoma 

sequenciado 

L. major BH121 27615272 26723484 96.77% 61.16x 

L. major BH129 25001014 24366598 97.46% 57.60x 

L. major BH49 13993976 13748989 98.25% 33.96x 

L. major CC1 11335168 10935684 96.48% 23.39x 

L. major Friedlin 9556561 9219552 96.47% 21.58x 

L. major LV39c5 10935447 10519906 96.20% 25.48x 

L. major RYAN 11914622 11043500 92.69% 23.99x 

L. major SD75 9426893 8926103 94.69% 20.91x 

L. aethiopica 13106618 11295465 86.18% 27.38x 

L. arabica 12752696 11642170 91.29% 26.40x 

L. donovani 8746727 7542691 86.23% 28.80x 

L. gerbeli 13128036 11982943 91.28% 26.95x 

L. tropica 13055859 10972994 84.05% 26.57x 

L. turanica 12400507 10920143 88.06% 25.44x 

 

 

5.3.2 Filogenia e dendograma utilizando montagem dos genomas baseado em 

referência (Friedlin) 

 Além da filogenia utilizando genes recuperados da montagem de novo, 

realizamos a filogenia utilizando o genoma consenso gerado pelo GATK, onde houve 

substituição nas regiões onde foram encontrados SNPs nas amostras com relação ao 

genoma de referência. Para essa análise filogenética, todo o genoma foi utilizado e o 

que foi observado foi que o resultado obtido corroborou com o que foi observado para 

a filogenia utilizando as montagens de novo, mostrando que os isolados de L. major-

like agruparam em um ramo junto com os demais isolados de L. major (Figura 14). 

Entretanto nessa análise foi possível incluir apenas espécies do Velho Mundo, uma 

vez que a porcentagem de mapeamento de reads de espécies do Novo Mundo no 

genoma de L. major Friedlin foi baixa (abaixo de 50%).  
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Figura 14: Filogenia dos isolados de L. major-like, L. major e demais espécies 

de Leishmania utilizando o genoma consenso. Análise filogenética por máxima 

verossimilhança utilizando o genoma consenso de cada isolado/espécie gerado pelo 

GATK. Essa análise também foi realizada utilizando 1000 replicatas de bootstrap. 

 Ao utilizar apenas os isolados de L. major e L. major-like o resultado obtido foi 

similar ao encontrado utilizando os genes recuperados da montagem de novo dos 

genomas dos isolados, mostrando mais uma vez que provavelmente ocorreram duas 

introduções desses isolados no Brasil, uma vez que BH129 se encontra em um ramo 

separado das BH121 e BH49 (Figura 15).  



36 
 

 

Figura 15: Filogenia dos isolados de L. major-like e L. major utilizando genoma 

nuclear consenso. Análise filogenética por máxima verossimilhança utilizando o 

genoma consenso de cada isolado de L. major e L. major-like gerado pelo GATK. Essa 

análise também foi realizada utilizando 1000 replicatas de bootstrap. 

 

5.3.3 Análise de componentes principais (PCA) utilizando todos os SNPs 

identificados nos genomas nucleares montados com base no genoma de 

referência 

 Para realizar a análise de componente principal, nós utilizamos desta vez os 

genomas montados com base na referência (Friedlin). Para essa análise nós 

utilizamos os isolados de L. major, L. major-like e as espécies do Velho Mundo. O 

resultado obtido foi bastante semelhante ao observado anteriormente utilizando os 

genes recuperados das montagens de novo. Foi possível observar que os isolados de 

L. major-like se agrupam juntos com os isolados de L. major e separado das demais 

espécies do Velho Mundo (Figura 16). Como mencionado anteriormente, não foi 

possível incluir espécies do Novo Mundo nessa análise devido a baixa porcentagem 

(< 50%) de reads que mapeavam no genoma de referência de L. major (Friedlin). 
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Figura 16: PCA de espécies do Velho Mundo e isolados de L. major-like baseado 

em distância genômica por SNPs diferenciais do genoma nuclear. A distância foi 

estimada por análise de componente principal (2D). Cada círculo colorido corresponde 

a uma espécie/isolado. Os isolados de L. major-like se encontram co-localizados com 

os isolados de L. major. 

 

 Além de representar a distância entre as espécies do Velho Mundo e L. major 

Friedlin e L. major-like em duas dimensões (2D), nós também analisamos a distância 

entre as sequências através de um PCA 3D, permitindo uma resolução melhor da 

separação entre as espécies do Velho Mundo. Foi possível ver que os isolados de L. 

major-like se agruparam juntos com L. major Friedlin e as demais espécies do Velho 

Mundo se agruparam em diferentes coordenadas do PCA (Figura 17). 
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Figura 17: PCA de espécies do Velho Mundo e isolados de L. major-like baseado 

em distância genômica por SNPs nucleares diferenciais. A distância foi estimada 

por análise de componentes principais (3D). Cada círculo colorido corresponde a uma 

espécie/isolado. A seta indica a localização de L. major Friedlin e das L. major-like 

BH49, BH121 e BH129. 

 

 Por fim, plotamos um PCA 2D contendo apenas os genomas montados com 

base na referência de L. major e as L. major-like e o resultado obtido foi similar ao 

PCA utilizando os genes recuperados dos genomas de novo desses isolados. É 

possível observar que BH121, BH49, Friedlin e SD75 agruparam juntos, assim como 

BH129, CC1 e RYAN, enquanto o isolado LV39c5 se mostrou o mais divergente entre 

eles, não agrupando com nenhum dos demais isolados (Figura 18). 
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Figura 18: PCA de isolados de L. major e L. major-like baseado em distância 

genômica por SNPs diferenciais. A distância foi estimada por análise de 

componentes principais (2D). Cada círculo colorido corresponde a um isolado. 

Além de utilizar o DNA nuclear para realizar as análises de filogenia, nós 

também utilizamos o DNA mitocondrial (maxicírculo). Para isso, utilizamos o genoma 

mitocondrial montado com base em referência (EU140338.1 Leishmania major isolate 

MHOM/SU/73/5ASKH maxicircle, partial sequence; mitochondrial) obtido pela saída 

do GATK FastaAlternateReferenceMaker.  

A primeira análise que fizemos foi a de calcular o número de SNPs encontrados 

nos isolados com base na referência utilizada. Observamos que Friedlin, LV39c5 e 

SD75 foram os isolados que apresentaram o menor número de SNPs. Entretanto, é 

possível observar que em todos os casos o número de SNPs foram baixos, abaixo de 

50 (Figura 19).  

 

 

 

 



40 
 

 

 

Figura 19: Contabilização de SNPs derivados do maxicírculo de isolados de L. 

major. Cada barra corresponde ao número de SNPs totais de cada isolado em relação 

a referência (EU140338.1) de maxicírculo utilizada. 

  

 A próxima análise realizada foi a de filogenia, que mostrou novamente que 

BH121 e BH49 são mais proximamente relacionadas que BH129. Porém nessa 

análise utilizando o DNA de maxicírculo foi possível observar que os isolados de L. 

major-like se agruparam mais próximos entre si (Figura 20) quando comparados a 

resultados anteriores obtidos com o genoma nuclear, onde BH121 e BH49 eram mais 

proximamente relacionadas com Friedlin e SD75 do que com BH49 (Figuras 11 e 15). 
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Figura 20: Filogenia dos isolados de L. major-like e L. major utilizando genoma 

mitocondrial. Análise filogenética por máxima verossimilhança utilizando o genoma 

mitocondrial consenso de cada isolado de L. major e L. major-like gerado pelo GATK. 

Essa análise também foi realizada utilizando 1000 replicatas de bootstrap. 

 

 Além da filogenia mitocondrial, nós também realizamos um PCA baseado nos 

SNPs mitocondriais diferenciais de L. major e L. major-like. O resultado foi semelhante 

aos gerados anteriormente para o genoma nuclear, porém com uma diferença entre 

eles. As sequências de BH49 e BH121 se encontram separadas das amostras Friedlin 

e SD75 e além disso, localizaram mais proximamente de BH129, CC1 e RYAN. Assim 

como visto anteriormente, LV39c5 foi a mais divergente entre elas (Figura 21). 
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Figura 21: PCA baseado em distância genômica por SNPs diferenciais 

mitocondriais de L. major e L. major-like. A distância foi estimada por análise de 

componentes principais (2D). Cada círculo colorido corresponde a um isolado. 

 

 

Por fim, foi realizado também um dendograma para comparar as filogenias 

nuclear e mitocondrial. Foi possível observar que houve mudança na localização da 

BH129 com relação a filogenia nuclear, entretanto o suporte por bootstrap foi baixo 

(32,3%). Outra mudança observada foi na localização do isolado LV39c5, desta vez 

com alto suporte de bootstrap (83,9%) (Figura 22). 
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Figura 22: Comparação dos dendrogramas baseados nas sequências nucleares 

e mitocontriais (maxicírculo) dos isolados de L. major-like e L. major. Análise 

filogenética por máxima verossimilhança utilizando o genoma nuclear e mitocondrial 

consenso de cada isolado de L. major e L. major-like gerado pelo GATK. Essa análise 

também foi realizada utilizando 1000 replicatas de bootstrap. As amostras de L. major-

like estão destacadas por caixas vermelhas. 

 

5.4 Análises de genômica comparativa entre os isolados de L. major-like e L. 

major 

5.4.1 Estimativa da ploidia cromossomal dos isolados de L. major-like e L. major  

 Para estimar a ocorrência de variação no número de cópias cromossômicas 

nas amostras de L. major-like e L. major nós utilizamos como base todos os genes 

contidos nos cromossomos que apresentaram cobertura em extensão acima de 50% 

e que não apresentaram profundidade de reads considerada outlier.  

Primeiramente, para avaliar se o genoma de referência utilizado era adequado 

para esta análise comparativa, nós estimamos a porcentagem de cobertura em 

extensão dos cromossomos de L. major Friedlin pelas reads genômicas de todos os 

isolados de L. major e L. major-like. A cobertura em extensão de todos os 
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cromossomos foi superior a 70% para todas as amostras avaliadas, corroborando o 

uso deste genoma de referência (Figura 23). 

 

 

 

Figura 23: Análise da cobertura dos cromossomos de L. major Friedlin pelas 

reads provenientes do sequenciamento de isolados de L. major e L. major-like. 

Cada barra, numerada de 1 a 36, corresponde a um cromossomo de L. major Friedlin 

e a altura da barra corresponde a porcentagem do cromossomo que foi coberto por 

reads das amostras avaliadas. 
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 Também foi avaliado a profundidade de reads que mapearam em cada 

cromossomo, como indicativo de possível duplicação ou perda cromossômica. É 

possível observar que alguns cromossomos, em especial o cromossomo 31, 

apresentam uma maior profundidade de reads média quando comparados a outros 

cromossomos, o que pode indicar um possível aumento do seu número de cópias 

deste cromossomo (Figura 24). 

 

 

Figura 24: Análise do número médio de reads que mapearam em cada posição 

dos cromossomos de L. major Friedlin pelos isolados de L. major e L. major-

like. Cada barra corresponde a um cromossomo de L. major Friedlin e a altura da 

barra corresponde a número médio de reads que mapearam em cada cromossomo. 
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Com a profundidade de reads calculada para cada cromossomo, esses valores 

foram então divididos pela profundidade média de reads que mapearam em todo 

genoma, possibilitando que fosse inferido o número de cópias de cada cromossomo. 

Foi possível observar que todos os isolados estudados são aneuploides, ou seja, 

apresentam ao menos um cromossomo expandido ou reduzido (Figura 25). Além 

disso foi possível perceber que os cromossomos expandidos variam de acordo com o 

isolado. No presente trabalho, consideramos como polissômico apenas os 

cromossomos com RDC normalizada acima de 1,5, que corresponde a trissomia. Os 

valores de RDC normalizado de todos os cromossomos de todas as amostras com a 

validação estatística podem ser visualizados no Anexo 1. O isolado BH121 apresentou 

7 polissomias confirmadas pelo teste de Wilcoxon, sendo 6 delas trissomias 

(cromossomos 02, 05, 07, 11, 21, e 23) e uma tetrassomia (cromossomo 31). Já o 

isolado BH129 apresentou 2 polissomias, sendo uma trissomia do cromossomo 11 e 

uma pentassomia do cromossomo 31. O isolado BH49 também apresentou duas 

polissomias, sendo uma trissomia do cromossomo 07 e uma trissomia do cromossomo 

31. Com relação as amostras de L. major, CC1 apresentou 4 polissomias: trissomias 

dos cromossomos 12, 20 e 23 e tetrassomia do cromossomo 31; Friedlin apresentou 

duas polissomias: trissomia do cromossomo 23 e tetrassomia do 31; LV39c5 

apresentou apenas uma pentassomia do cromossomo 31; RYAN apresentou duas 

polissomias: uma trissomia do cromossomo 23 e uma tetrassomia do 31; e SD75 

apresentou três polissomias: trissomia dos cromossomos 05 e 23 e tetrassomia do 

cromossomo 31 (Figura 25).  
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Figura 25: Ploidia cromossômica predita dos isolados de L. major e L. major-

like. Cada box-plot corresponde a ploidia predita por genoma haplóide de cada 

cromossomo de L. major nas amostras estudadas, com os valores de mediana, 

intervalo inter-quartis e desvio padrão representados. Valores de “1” correspondem a 

uma cópia do cromossomo por genoma haploide do parasito. 

 Outra maneira de representar a variação no número de cópias cromossômicas 

é através de heatmaps, que nos permite comparar cada cromossomo de todos os 

isolados lado a lado. Nesse tipo de representação nós pudemos observar que o 

cromossomo 31 é o único expandido em todos os isolados analisados (Figura 26). 

Além disso, o isolado BH49 foi o único que apresentou monossomia (cromossomo 3). 
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Figura 26: Heatmap da variação do número de cópias cromossômicas nos 

isolados de L. major e L. major-like estudados. Cada coluna corresponde a um 

isolado de Leishmania enquanto cada linha corresponde a um cromossomo, 

numerados de 1 a 36. O tom de azul indica redução no número de cópias do 

cromossomo em relação ao número de cópias de todos os cromossomos do genoma, 

enquanto branco indica um número similar de cópias do cromossomo em relação ao 

número de cópias do genoma e tons de vermelho indicam aumento no número de 

cópias do cromossomo em relação ao genoma. 
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5.4.2 Contabilização de SNPs e estimativa da ploidia cromossomal das amostras 

de L. major-like e demais amostras de Leishmania major por meio de SNPs 

heterozigóticos 

 Um dos arquivos de saída do GATK é o arquivo VCF (Variant Call Format), que 

reporta todos os SNPs encontrados na amostra em relação à referência utilizada. 

Tendo esse arquivo em mãos, calculamos primeiramente o número total de SNPs por 

isolado de L. major e L. major-like (Figura 27 A), o número bruto de SNPs encontrados 

em cada cromossomo para todos os isolados (Figura 27 B) e calculamos a densidade 

de SNPs por 100 pb em cada cromossomo (Figura 27 C). A amostra LV39c5 foi a que 

apresentou maior número e densidade de SNPs em todos os cromossomos, 

mostrando que, assim como a filogenia, esse isolado é o mais divergente em relação 

à cepa de referência Friedlin. Outras cepas que apresentaram um número 

considerável de SNPs foram BH129, CC1 e RYAN, sendo que o padrão de densidade 

de SNPs nestes três isolados foi similar. As contagens e densidade de SNPs em 

BH49, BH121 também foram semelhantes, onde foram observados uma maior 

densidade de SNPs nos cromossomos 3, 21, 26, 31, 34, 35 e 36. 
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Figura 27: Quantificação do número de SNPs nos genomas de L. major-like e L. 

major. (A) Número de SNPs encontrados por genoma. Cada barra corresponde a um 

isolado diferente. (B) Contabilização de SNPs em cada cromossomo dos isolados de 

L. major e L. major-like. Cada barra corresponde a um cromossomo diferente de L. 

major e cada gráfico corresponde a um isolado diferente. Escala livre. (C) Densidade 

de SNPs por 100 pb em cada cromossomo dos isolados de L. major e L. major-like. 

Cada barra corresponde a um cromossomo diferente de L. major e cada gráfico 

corresponde a um isolado diferente. Escala fixa. 
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 O próximo passo foi filtrar apenas os SNPs heterozigóticos para poder estimar 

a ploidia genômica dos isolados baseado em variações de frequência alélica. Como 

mencionado anteriormente, para estimar a somia de um cromossomo nós utilizamos 

todos os SNPs heterozigóticos encontrados neste cromossomo, enquanto para 

estimar a ploidia média do genoma são utilizados todos os SNPs heterozigóticos 

encontrados no genoma. Como os genomas do isolados são bastante similares ao 

genoma de Friedlin, poucos SNPs heterozigóticos por cromossomo foram 

encontrados, o que impossibilitou a análise de somia por cromossomo. Sendo assim, 

foi realizado a estimativa da ploidia de todo o genoma, utilizando todos os SNPs 

heterozigóticos encontrados. Foi possível observar uma tendência a diploidia na 

maioria dos isolados, com picos de razão de frequência alélica próximos a 0.5 (Figura 

28). Entretanto alguns isolados como BH121, BH129 e BH49 apresentaram picos 

relevantes em outros valores de frequência alélica, que podem ser causados por 

variações de ploidia ou por ruído devido ao baixo número de SNPs observado (Figura 

27). 
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Figura 28: Ploidia genômica estimada através de análises de SNPs 

heterozigóticos. Cada isolado está representado de uma cor diferente. O pico em 0.5 

classifica o genoma como diploide, enquanto picos em 0.33 e 0.66 classificam o 

genoma como triploide e picos de 0.2 e 0.8 classificam o genoma como tetraploide. 

 

5.4.3 Correlação entre variação do número de cópias cromossômicas e tipos de 

mutações pontuais (SNPs) 

Após calcular o número e a densidade de SNPs por cromossomo, fomos 

investigar a taxa (nº de SNPs/1000pb) de SNPs que causavam mutações silenciosas 

(não há troca de aminoácido), mutações missense (há troca de aminoácido) e 
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mutações nonsense (troca de aminoácido por stop-codon) e se essa taxa era 

influenciada por variações no número de cópias cromossômicas. Foi possível 

observar que as maiores taxas encontradas foram referentes a mutações silenciosas 

e missense (Figura 29). Além disso, não foi possível ver uma correlação entre variação 

no número de cópias cromossômicas com número de SNPs, ou seja, cromossomos 

que tiveram um aumento no número de cópias não apresentaram aumento no número 

de SNPs que causam mutações silenciosas, missense ou nonsense. 
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Figura 29: Correlação entre CCNV e tipos de mutações pontuais (SNPs) por 

cromossomo. Barras pretas correspondem a ploidia predita de cada um dos 36 

cromossomos de cada isolados de L. major, enquanto as linhas coloridas 

correspondem ao número de SNPs a cada 1000pb em cada cromossomo. Linha 

verde: mutação silenciosa. Linha vermelha: mutação missense. Linha amarela: 

mutação nonsense. 
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5.4.4 Análise de deleções e duplicações segmentares nos isolados de L. major-

like 

 Além de verificar duplicações e deleções de cromossomos inteiros, nós 

também avaliamos a presença de duplicações e deleções de segmentos de 

cromossomos. Para isso, nós analisamos todos os cromossomos de todos os isolados 

de L. major-like e observamos que apenas o isolado BH121 apresentou duplicações 

de segmentos cromossômicos, que foram observadas apenas nos cromossomos 12, 

16 e 23 (Figura 30). Não foram observadas deleções segmentais em nenhum 

cromossomo de nenhum isolado. As figuras referentes a todos os cromossomos de 

todos os isolados de L. major-like podem ser vistas no Anexo 2. 

  

 

Figura 30: Identificação de duplicações/deleções segmentares. Nesta imagem, a 

linha azul corresponde a profundidade de reads em cada posição do cromossomo 
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analisado normalizado pela cobertura do genoma. Abaixo, os genes codificadores de 

proteínas estão representados como caixas pretas desenhadas em proporção ao seu 

tamanho, e a sua fita codificadora está indicada por sua posição acima (fita +) ou 

abaixo (fita -) da linha central. Regiões onde duplicações segmentais foram 

observadas na cepa BH121 estão destacadas por caixas em vermelho para todas as 

cepas, para facilitar a comparação.  

 

5.4.5 Análise de deleções e duplicações gênicas em isolados de L. major-like e 

L. major 

 Depois de checar a presença de duplicações e deleções cromossômicas e 

segmentares, fomos analisar a presença de duplicações e deleções gênicas. Nessa 

análise utilizamos todos os genes anotados em L. major Friedlin e normalizamos o 

RDC destes genes em todas as amostras avalidas pelo RDC encontrado nos genes 

da referência Friedlin. Dessa maneira, pudemos observar que o isolado BH121 foi o 

que apresentou maior número de eventos de duplicação de cópias gênicas quando 

comparado aos outros isolados de L. major-like e também aos demais isolados de L. 

major. Isto é esperado visto que esta foi a linhagem que apresentou o maior número 

de duplicações cromossômicas também. Com relação a deleções, o isolado BH49 foi 

o que apresentou o maior número de eventos (Figura 31). Foi possível também 

observar genes que estão consistentemente reduzidos em todos os isolados. 

Analisando apenas os genes reduzidos em todas as linhagens de L. major-like 

avaliadas, foi possível observar 478 genes com número de cópias reduzidos, incluíndo 

196 genes hipotéticos (dados não mostrados). 
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Figura 31: Heatmap da variação do número de cópias gênicas em L. major e L. 

major-like. Cada coluna corresponde a um isolado diferente e cada linha corresponde 

a um gene analisado. A cor branca indica que não houve variação no número de 

cópias em relação a Friedlin, ao passo que a cor vermelha indica aumento no número 

de cópias e a cor azul, redução. 

 

5.4.6 Análise de possíveis funções enriquecidas em função de duplicações 

gênicas 

 Após ter uma visão geral do padrão de genes com aumento e redução do 

número de cópias em relação a referência Friedlin, nós partimos para a análise de 
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quais eram as anotações desses genes expandidos em todas as amostras de L. 

major-like. Foi observado que a maioria dos genes expandidos correspondem a 

proteínas hipotéticas. Foi também observado um aumento de número de cópias de 

algumas proteínas de ligação a RNA e do gene inositol-1,4,5-trisphosphate (IP3) 5-

phosphatase, que atua nas vias de metabolismo de inositol fosfato e no sistema de 

sinalização de fosfatidil-inositol (Tabela 3). 

 

Tabela 3: Genes com aumento do número de cópias nas L. major-like e quando 

comparadas aos isolados de L. major. 

ID BH121 BH129 BH49 CC1 Friedlin LV39c5 RYAN SD75 Anotação 

ID=LmjF.11.0340 1.74 2.36 1.44 1.01 1 0.93 1.00 0.99 hypothetical-

protein%2C-unknown-

function 

ID=LmjF.11.0640 1.69 2.26 1.40 1.00 1 0.91 0.94 1.02 hypothetical-

protein%2C-unknown-

function 

ID=LmjF.11.0810 1.52 1.94 1.30 0.96 1 0.90 1.01 0.99 hypothetical-

protein%2C-

conserved 

ID=LmjF.11.0890 1.65 2.19 1.39 0.98 1 1.02 0.99 1.06 hypothetical-

protein%2C-

conserved 

ID=LmjF.11.1010 1.58 2.19 1.36 0.97 1 0.94 0.97 1.04 inositol-1%2C4%2C5-

trisphosphate-(IP3)-5-

phosphatase%2C-

putative 

ID=LmjF.11.1030 1.91 2.50 1.47 0.99 1 0.93 1.06 1.09 hypothetical-

protein%2C-

conserved 

ID=LmjF.11.1070 1.53 2.15 1.45 0.94 1 0.79 1.09 1.09 hypothetical-protein 

ID=LmjF.21.0510 2.00 1.30 1.36 0.93 1 1.05 0.95 1.06 hypothetical-

protein%2C-

conserved 

ID=LmjF.27.2100 1.40 1.36 1.33 0.95 1 0.90 1.06 1.09 RNA-binding-

protein%2C-putative 

ID=LmjF.30.1110 1.35 1.38 1.40 1.06 1 0.92 0.95 0.96 RNA-binding-

protein%2C-putative 
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 Como a maioria dos genes expandidos correspondiam a proteínas hipotéticas, 

nós recorremos ao Interproscan para analisar a presença de motivos conhecidos 

nessas proteínas, que poderiam auxiliar na sugestão de função dessas proteínas 

hipotéticas. Como esperado, para algumas proteínas hipotéticas não foram 

encontrados motivos com funções conhecidas, entretanto, algumas tiveram domínios 

conhecidos, como ligação ao íon cálcio (LmjF.11.0810) e adesão celular 

(LmjF.11.0890). As proteínas não-hipotéticas também foram submetidas ao 

Intersproscan e não foram encontrados motivos diferentes daqueles esperados 

(Tabela 4). 

 

Tabela 4: Possíveis funções associadas aos genes com número de cópias 

aumentados em L. major-like com base no Interproscan. 

ID Descrição Interprosc

an  

Domínio Função 

Molecular 

LmjF.11.08

10 

hypothetical-

protein%2C-

conserved 

PS50222 

EF-hand domain GO:0005509 calc

ium ion binding  

LmjF.11.08

90 

hypothetical-

protein%2C-

conserved 

SSF52047 

RNI-like superfamily  cell adhesion 

LmjF.11.10

10 

inositol-

1%2C4%2C5-

trisphosphate-

(IP3)-5-

phosphatase%

2C-putative 

SSF56219 

Endonuclease/exonuclease/phos

phatase superfamily  

intracellular 

signalling 

LmjF.27.21

00 

RNA-binding-

protein%2C-

putative 

PF00098 Zinc finger, CCHC-type  GO:0003676 nuc

leic acid binding  

PS50158 Zinc finger, CCHC-type  

SM00343 Zinc finger, CCHC-type 

PS50102 RNA recognition motif domain 

PF00076 RNA recognition motif domain 

http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005509
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003676
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GO:0008270 zinc 

ion binding  

SSF54928 RNA-binding domain superfamily 

SM00360 RNA recognition motif domain 

LmjF.30.11

10 

RNA-binding-

protein%2C-

putative 

SM00360 RNA recognition motif domain GO:0003676 nuc

leic acid binding  

PS50102 RNA recognition motif domain 

SSF54928 RNA-binding domain superfamily 

 

 

5.4.7 Análise de genes expandidos na cepa BH49 (infectiva) e não expandido na 

cepa BH121 (não infectiva) para camundongos que poderia explicar a diferença 

de infectividade 

 Após analisar a variação de número de cópias gênicas em todos os isolados 

de L. major e L. major-like, resolvemos comparar separadamente a variação no 

número de cópias gênicas apenas entre os isolados BH121, não-infectivo para 

camundongos e BH49, infectivo para camundongos (SILVA, S. DE O. et al., 2009). 

Pudemos observar que BH121 foi o que apresentou maior número de genes com 

cópias aumentadas em relação a Friedlin, enquanto o isolado infectivo, BH49, 

apresentou mais genes com cópias reduzidas em relação a Friedlin (Figura 32). 

 

http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008270
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003676
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Figura 32: Heatmap da variação de cópias gênicas no isolado não-infectivo 

(BH121) e no isolado infectivo (BH49). Cada coluna corresponde a um isolado 

diferente e cada linha corresponde a um gene analisado. Expansões no número de 

cópias do gene em relação a Friedlin são representados em vermelho, enquanto 

redução do número de cópias em relação a Friedlin são representados em azul. 

 Tendo visto o padrão de variação do número de cópias gênicas na cepa 

infectiva (BH49) e na cepa não-infectiva (BH121), buscamos quais os genes estavam 

aumentados na cepa BH49, com base nos parâmetros: apresentaram um aumento de 

pelo menos 1.3 cópias em relação a Friedlin e estão reduzidos na cepa não-infectiva 

(BH121). Foram identificados 25 genes expandidos na cepa BH49 que não estavam 

expandidos em BH121. Desses 25 genes, 8 consistiam em genes que codificam para 
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proteínas hipotéticas. Os outros genes com aumento do número de cópias e com 

função definida eram genes que codificavam fosfatases, peptidases, proteínas que se 

ligam a proteínas e a RNA, chaperonas e proteínas ribossomais (Tabela 5). 

 

Tabela 5: Genes com número de cópias aumentadas na cepa BH49 que é 

infectiva para camundongos (RDC > 1.3) e não expandidos na cepa BH121 que 

não infecta camundongos (RDC <1). 

ID BH121 BH49 Descrição 

ID=LmjF.06.1010 0.951314 1.30683 hypothetical-protein%2C-conserved 

ID=LmjF.09.0003 0.85779 1.31115 hypothetical-protein%2C-conserved 

ID=LmjF.10.1060 0.996671 1.30954 hypothetical-protein%2C-conserved 

ID=LmjF.13.0870 0.833854 1.3327 mitochondrial-processing-peptidase-alpha-
subunit%2C-putative 

ID=LmjF.13.0890 0.94463 1.30792 hypothetical-protein%2C-conserved 

ID=LmjF.13.1170 0.980224 1.30043 hypothetical-protein%2C-conserved 

ID=LmjF.13.0180 0.987373 1.35519 Tetratricopeptide-repeat%2C-putative 

ID=LmjF.18.0010 0.932335 1.36461 kinetoplast-polyadenylation/uridylation-factor-1 

ID=LmjF.18.0440 0.983789 1.36756 phosphatidic-acid-phosphatase%2C-putative 

ID=LmjF.18.0480 0.98746 1.33292 uracil-DNA-glycosylase%2C-putative 

ID=LmjF.18.0600 0.966092 1.43546 Zn-finger-in-Ran-binding-protein-and-others/FYVE-
zinc-finger%2C-putative 

ID=LmjF.18.0120 0.774844 1.31478 ADP-ribosylation-factor-like-protein-2-binding-
protein%2C-putative 

ID=LmjF.18.0890 0.901207 1.31393 rab7-GTP-binding-protein%2C-putative 

ID=LmjF.18.0960 0.972063 1.3565 mannosyltransferase-II%2C-putative 

ID=LmjF.18.1650 0.992518 1.42423 chaperone-protein-DnaJ%2C-putative 

ID=LmjF.18.1660 0.918265 1.30337 gamma-glutamylcysteine-synthetase%2C-putative 

ID=LmjF.18.0030 0.937458 1.44687 RNA-binding-protein-27%2C-putative 

ID=LmjF.27.2350 0.452547 1.31376 Vesicle-associated-membrane-protein-7 

ID=LmjF.27.2420 0.554865 1.38536 hypothetical-protein%2C-conserved 

ID=LmjF.28.1510 0.950304 1.39916 Protein-of-unknown-function-(DUF423)%2C-putative 

ID=LmjF.30.0040 0.847463 1.30152 Uncharacterised-protein-family-(UPF0220)%2C-
putative 

ID=LmjF.32.0610 0.960011 1.338 hypothetical-protein%2C-conserved 

ID=LmjF.33.1955 0.76082 1.33588 60S-ribosomal-protein-L37 

ID=LmjF.36.0630 0.935761 1.38796 Protein-of-unknown-function-(DUF3592)%2C-
putative 

ID=LmjF.36.1265 0.528524 1.46817 hypothetical-protein 

 

Outra maneira que utilizamos para tentar desvendar se havia algum possível 

gene com número de cópia aumentada para justificar a diferença na infectividade foi 
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buscar motivos conhecidos nos genes que codificavam para proteínas hipotéticas. 

Das 8 proteínas hipotéticas, apenas 3 apresentaram domínios conhecidos e 

depositados no Interproscan. Dentre as funções moleculares evidenciadas temos 

fosforilação oxidativa mitocondrial, interações núcleo-mitocôndria, regulação do ciclo 

celular, controle transcricional, transporte de proteínas mitocondriais e do 

peroxissomo, dobramento de proteínas, transdução de sinais e regulação da 

transcrição e apoptose (Tabela 6). 

 

Tabela 6: Possíveis funções associadas aos genes com número de cópias 

aumentados no isolado BH49 (infectivo) com base no Interproscan. 

ID Descrição Interproscan  Domínio Função Molecular 

LmjF.13.1170 hypothetical-
protein%2C-
conserved 

SSF54529 IPR036561 mitochondrial oxidative 
phosphorylation and in 
nucleus-mitochondrion 
interactions 

LmjF.13.0180 hypothetical-
protein%2C-
conserved 

SSF48452 IPR011990 cell cycle regulation, 
transcriptional control, 
mitochondrial and 
peroxisomal protein 
transport, neurogenesis 
and protein folding 

LmjF.32.0610 hypothetical-
protein%2C-
conserved 

PF00400 WD40 
repeat 

signal transduction, 
transcription regulation, cell 
cycle control and apoptosis 

PS50294 

PS50082 

SM00320 

 

5.4.8 Busca por vírus integrados no genoma das L. major-like que poderiam 

explicar a diferença de infectividade 

Depois de buscar se havia algum gene com número de cópias aumentadas que 

poderia explicar a diferença na infectividade encontrada entre as diferentes cepas de 

L. major-like nós resolvemos investigar se havia presença de algum vírus que poderia 

explicar esta variação, uma vez que existem estudos que mostram que a presença de 

vírus em algumas espécies de Leishmania resulta em um aumento de patogenicidade 

e infectividade (IVES et al., 2011; RONET; BEVERLEY; FASEL, 2011). 

Para isso, as reads que não mapearam no genoma de referência de L. major 

Friedlin foram recuperadas, montadas de novo e os contigs gerados foram usados em 
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BLASTn contra o banco nt do NCBI. Nos resultados dessa busca, foram encontradas 

apenas sequências referentes ao gênero Leishmania e a espécie Homo sapiens. 

Nenhuma sequência referente a vírus depositados no banco de dados NT do NCBI foi 

encontrada (Tabela 7). Outra maneira para tentar identificar sequências virais 

possivelmente integradas ao genoma das L. major-like foi tentar utilizar todo o banco 

de dado viral e fazer um blast da montagem das reads não mapeadas contra ele. 

Entretanto, nenhum resultado foi obtido. 

 

Tabela 7: Espécies que tiveram matches com os contigs obtidos na montagem 

utilizando as reads não mapeadas no genoma de referência de L. major Friedlin. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.4.9 Busca por regiões conservadas no genoma das L. major-like que seriam 

capazes de diferenciar esses isolados de L. major 

 Por fim, realizamos a busca por regiões conservadas no genoma dos isolados 

de L. major-like estudados que seriam capazes de diferenciá-los de L. major do Velho 
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Mundo e de demais espécies do Novo Mundo. Entretanto, não foi possível encontrar 

regiões conservadas entre as L. major-like e não conservada em L. major. Na nossa 

análise foi possível encontrar apenas regiões conservadas tanto em BH121, BH129, 

BH49 e L. major Friedlin e não conservadas nas demais espécies do Velho Mundo e 

Novo Mundo utilizadas na análise (Tabela 8).  

Tabela 8: Lista de primers encontrados que amplificam tanto L. major quanto L. 

major-like 

ID PRIMERS TAMANHO 

singleton.BH121.fas-
LmjF.14.0690:mRNA-1 

 CACGATCTGGAGAGTCCGTG 
ATGGTGGTGGGGATGTTCAC 

412 
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6. DISCUSSÃO 

 Leishmania major é um importante agente etiológico de leishmaniose 

tegumentar, previamente descrito como restrito ao Velho Mundo. Porém já foram 

identificados isolados semelhantes a L. major em diversos países da América Latina 

como Brasil, Equador, Venezuela, México e Paraguai, que foram chamados de L. 

major-like. Embora vários casos de infecção humana por linhagens de L. major-like 

tenham sido identificados na América Latina, existem até o momento apenas três 

grandes estudos de caracterização desses isolados (GUIMARÃES et al., 2018; SILVA, 

S. DE O. et al., 2009; WU et al., 2015). Pouco se sabe sobre quais são os seus vetores 

e reservatórios no Novo Mundo e se evoluíram a partir de linhagens de Leishmania 

da América Latina ou se foram recentemente importados do Velho Mundo. Para 

responder esta pergunta e melhor caracterizar estes isolados de Leishmania, nós 

sequenciamos o genoma nuclear e mitocondrial de três isolados de L. major-like, 

nomeados BH121, BH129 e BH49, obtidos de pacientes brasileiros que nunca 

deixaram o país, e realizamos analises de genômica comparativa entre estes isolados 

e outras linhagens do parasito.  

Inicialmente, para determinar a origem dos isolados de L. major-like realizamos 

a montagem de novo de seus genomas e caracterização filogenética, comparando-as 

com espécies de Leishmania do Velho e Novo Mundo utilizando genes presentes 

entre todos os isolados avaliados. Além dos isolados de L. major-like, foram 

comparados um total de 14 isolados de Leishmania, incluindo as espécies L. 

brasiliensis, L. panamensis, L. mexicana e L. infantum do Novo Mundo, e L. donovani, 

L. aethiopica, L. tropica, L. arabica, L. turanica e L. major do Velho Mundo (Figura 10). 

Para confirmar os resultados obtidos na filogenia da montagem de novo, realizamos 

também a filogenia a partir de montagem com base em referência dos isolados do 

Velho Mundo, utilizando como referência L. major Friedlin, que é atualmente o mais 

completo genoma de L. major depositado no banco de dados TriTrypDB (Figura 14). 

Nesta montagem com base em referência não foi possível acrescentar espécies do 

Novo Mundo devido a baixa porcentagem de reads dessas espécies que mapearam 

no genoma de referência (abaixo de 50%), o que poderia levar a uma baixa cobertura 

de regiões genômicas e consequentemente uma baixa qualidade de montagem do 

genoma, compromentendo a confiabilidade das analises filogenéticas. Nós realizamos 

as análises filogenéticas de duas maneiras, uma utilizando todos os isolados e 
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espécies de Leishmania incluídos no presente estudo (Figuras 10 e 14) e uma outra 

utilizando apenas os isolados de L. major-like e L. major (Figuras 11 e 15).  

Ao utilizar todas as espécies e isolados de Leishmania avaliados neste estudo, 

foi possível observar que, tanto para a filogenia utilizando o genoma montado com 

base em referência quanto para a filogenia utilizando o genoma montado de novo, os 

isolados de L. major-like agruparam-se no mesmo clado que as demais amostras de 

L. major isoladas no Velho Mundo, com altos valores de bootstrap. Este resultado 

sugere que esses três isolados de L. major-like foram importados do Velho Mundo e 

não são originários de espécies nativas do Novo Mundo. 

Após confirmar que todos os isolados de L. major-like agruparam próximos a L. 

major, realizamos as filogenias utilizando apenas as amostras de L. major-like e os 

isolados de L. major para termos uma melhor resolução das relações entre eles. 

Novamente utilizamos as duas metodologias citadas anteriormente e observamos 

resultados similares. BH121 (isolada em Minas Gerais) ficou mais próxima de BH49 

(isolada em Goiás) e no mesmo ramo que a amostra de referência Friedlin e SD75, 

enquanto BH129 (isolada em Minas Gerais) agrupou entre as cepas CC1 e RYAN. 

Tanto na filogenia utilizando os genomas montados com base em referência quanto 

na filogenia utilizando as montagens de novo, o isolado LV39c5 foi o mais divergente. 

Esses resultados sugerem que provavelmente houveram duas introduções 

independentes de L. major aqui no Brasil. Isso pode ser inferido pelo fato de BH121 e 

BH49 terem agrupado perto de amostras que foram isoladas em Israel (Friedlin) e 

Senegal (SD75), enquanto que BH129 agrupou com amostras isoladas no Oriente 

Médio, como Irã (CC1) e Iraque (RYAN). Esses achados nos permite especular que 

provavelmente hospedeiros vertebrados (possivelmente pessoas) residentes em 

áreas do Velho mundo tenham introduzido esses parasitos no Novo Mundo e aqui 

encontraram algum vetor capaz de se infectar e transmitir estas linhagens do parasito 

aos pacientes de onde se isolou as amostras de L. major-like do presente estudo, uma 

vez que essas pessoas infectadas eram trabalhadores rurais que afirmaram nunca 

terem saído do país (SILVA, S. DE O. et al., 2009). 

Além de realizar analises filogenéticas com base no genoma nuclear, nós 

também avaliamos a filogenia destes parasitos com base no genoma mitocondrial 

(maxicírculo) (Figura 20). Foi visto que, assim como observado nas filogenias com o 
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genoma nuclear, BH129 agrupou com CC1 e RYAN, onde CC1 passou a se agrupar 

mais próximo de RYAN do que BH129. Porém, esta mudança teve baixo suporte de 

bootstrap. Os isolados de L. major-like BH121 e BH49 agruparam em um ramo 

separado, porém mais próximos do ramo contendo BH129-RYAN-CC1 do que de 

Friedlin e SD75 com base na filogenia mitocondrial quando comparada à nuclear. 

Estes resultados foram corroborados por análises de componentes principais com 

base em SNPs mitocondriais (Figura 21). Desta forma, enquanto a filogenia nuclear 

claramente suporta dois eventos de introdução de L. major-like, a filogenia 

mitocondrial só suporta que existem diferenças consideráveis entre BH129 e os 

isolados BH49-BH121. Uma explicação que poderia ser dada para essa mudança na 

posição dos isolados na filogenia/PCA pode ser a diversidade na região não 

codificante do maxicírculo, que já foi reportada tanto em Trypanosoma cruzi 

(WESTENBERGER; STURM; CAMPBELL, 2006) e em L. major (FLEGONTOV et al., 

2009; FLEGONTOV; STRELKOVA; KOLESNIKOV, 2006). Estas diferenças entre a 

filogenia nuclear e a mitocondrial podem ser causadas por eventos de introgressão 

mitocondrial, onde um parasito pode herdar genomas nucleares e mitocondriais de 

diferentes linhagens parentais. Apesar de ainda não ter sido descrito em Leishmania, 

eventos de introgressão mitocondrial já foram observados em T. cruzi (MESSENGER 

et al., 2012; TOMASINI; DIOSQUE, 2015), o que sugere que é um evento que pode 

ocorrer em tripanosomatídeos. Esta divergência observada nas análises de filogenia 

pode também ter sido causada por diferentes taxas evolutivas entre os genomas 

nucleares e mitocondriais neste parasito. 

Como tanto a filogenia nuclear quanto a mitocondrial é baseada em SNPs, 

nosso próximo passo foi avaliar o número e a densidade de SNPs em ambos os 

genomas dos isolados de L. major-like e de L. major. Pudemos observar que os 

isolados BH121, BH49 e SD75 apresentaram poucos SNPs em relação ao genoma 

de referência nuclear utilizado (Friedlin) (Figuras 27), o que está de acordo com os 

resultados da filogenia nuclear. Já os isolados BH129, CC1, LV39c5 e RYAN 

apresentaram um grande número de SNPs, resultando em maior divergência em 

relação ao genoma nuclear de referência utilizado (Figura 15). Em contrapartida, com 

relação ao genoma mitocondrial, as cepas/isolados BH121, BH129, BH49, CC1 e 

RYAN apresentaram um maior número de SNPs em relação a referência (L. major 

EU140338.1) quando comparados a LV39c5 e SD75 (Figura 19), também em 
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concordância com os resultados da filogenia baseada no maxicírculo (Figura 20). Vale 

a pena ressaltar que o número de SNPs observados no maxicírculo (20 a 50 SNPs) 

foi baixo para inferências filogenéticas robustas. Desta forma, estes resultados 

suportam a hipótese que dois ou mais eventos de importação de linhagens diferentes 

de L. major foram responsáveis pelo estabelecimento de L. major-like no Novo Mundo. 

O próximo passo na caracterização dos isolados de L. major-like foi verificar a 

presença de variação no número de cópias cromossômicas e comparar ao que foi 

observado em isolados de L. major. Foi possível ver que todos os isolados estudados 

apresentaram aneuploidias, ou seja, pelo menos um dos cromossomos apresentava 

variação no número de cópias, e o padrão de cromossomos expandidos foi diferente 

em todas as 8 linhagens avaliadas (Figuras 25 e 26). Variações no número de cópias 

cromossômicas são constantemente observadas em espécies de Leishmania, sendo 

que já foi demonstrado que essa “aneuplodia em mosaico” é um mecanismo de 

geração de variabilidade fenotípica, o que permite que o parasito se adapte a 

diferentes condições ambientais (DUMETZ et al., 2017; STERKERS et al., 2012). De 

fato, amplificações cromossômicas têm sido associadas a adaptação imediata a 

rápidas trocas de ambiente, enquanto mutações gênicas têm sido atribuídas a 

adaptações a longo prazo (BUSSOTTI et al., 2018). Além disso, já foi visto que o 

aumento no número de cópias gênicas influencia diretamente na expressão desses 

genes. Tem sido postulado que este seria um importante mecanismo que permite um 

aumento da expressão gênica, uma vez que não foram identificadas sequências 

regulatórias controlando a transcrição de genes codificadores de proteínas em 

Leishmania (IANTORNO et al., 2017). O cromossomo 31 foi o único que estava 

constantemente expandido em todos os isolados e também já foi descrito como 

supranumerário em todas espécies de Leishmania avaliadas (ROGERS et al., 2011). 

Análises de enriquecimento por ontologia gênica demonstraram que esse 

cromossomo é enriquecido em genes envolvidos em metabolismo de ferro e outras 

funções moleculares relacionadas, que participam de eventos importantes para o 

estabelecimento da infecção no hospedeiro vertebrado (VALDIVIA et al., 2015). Por 

exemplo, uma das proteínas transportadoras de ferro localizadas no cromossomo 31 

aparentemente é importante para o crescimento, replicação e virulência do parasito 

(HUYNH; ANDREWS, 2008; HUYNH; SACKS; ANDREWS, 2006). Outra observação 

que pudemos fazer com relação a variação do número de cópias cromossômicas foi 



71 
 

que o isolado BH121 foi o que apresentou maior número de cromossomos 

supranumerários em comparação com os demais isolados de L. major-like e L. major. 

Uma possível explicação para isso, pode ser que esse isolado passou mais tempo em 

cultura que as demais, uma vez que há estudos mostrando que a geração de 

aneuploidias em cultura é maior, uma vez que não há tanta pressão seletiva ocorrendo 

para a manutenção de apenas um conjunto cromossomal mínimo, como ocorre na 

infecção in vivo de animais e vetores (DUMETZ et al., 2017). Uma outra observação 

interessante é que esse isolado foi o que apresentou menor N50 na montagem de 

novo quando comparado aos demais isolados de L. major-like, mesmo tendo quase o 

dobro de cobertura de sequenciamento (Tabela 1), o que reforça que genomas com 

maior número de polissomias são mais difíceis de serem montados.  

Além de estimar a variação do número de cópias cromossômicas através de 

profundidade de reads, estimamos também utilizando SNPs heterozigóticos (Figura 

28). Porém, devido a grande semelhança entre as amostras estudadas e a referência 

utilizada, foram encontrados poucos SNPs heterozigóticos por cromossomo, 

impossibilitando que fosse feita a análise de ploidia por cromossomo. Esta limitação 

também foi encontrada em trabalhos anteriores (ROGERS et al., 2011). Sendo assim, 

agrupamos todos os SNPs heterozigótico de todos os cromossomos e estimamos a 

ploidia do genoma completo. Para a maioria dos isolados foi possível observar pico 

por volta de 0,5, mostrando que o genoma é predominantemente diploide, 

corroborando com o que foi visto nas análises utilizando profundidade de reads. Foi 

possível observar outros picos próximos de 0,33 e 0,66, mas não na mesma 

quantidade que 0,5, que pode ter sido originado pelo baixo número de SNPs ou pela 

alta presença de cromossomos supranumerários nestes isolados. 

Em seguida avaliamos se cromossomos extra-numerários apresentavam um 

maior número de SNPs quando comparados a cromossomo dissômicos. Não 

encontramos nenhuma correlação, ou seja, cromossomos supranumerários não 

apresentaram aumento de SNPs que causam mutações silenciosas, missense ou 

nonsense quando compararos a cromossomos dissômicos (Figura 29). Isto sugere 

que as aneuploidias não são mantidas por longos períodos em Leishmania a ponto de 

permitirem evolução diferencial entre sequências cromossomais. Estes resultados 

estão de acordo com o proposto por Bussotti 2018, onde mudanças em números de 

cópias de cromossomos estão associadas a adaptação rápida e novos ambientes, 
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mas que são ganhos e perdas gênicas os responsáveis por adaptação a longo prazo 

em campo (BUSSOTTI et al., 2018). 

Por este motivo, após checar a variação no número de cópias cromossômicas, 

fomos analisar a presença de duplicações e deleções segmentares e gênicas. Foi 

observado que apenas o isolado BH121 de L. major-like apresentou duplicações 

segmentares, e apenas nos cromossomos 12, 16 e 23, cromossomos que também 

são extra-numerários nesta linhagem (Figura 30). Ao observar a figura 25, fica claro 

que estes três cromossomos apresentam um grande desvio padrão na cobertura de 

seus genes, o que suporta a descrição de duplicação segmental, visto que são 

observados clusters gênicos com grande variação de cobertura. Partindo então para 

analisar eventos de deleções e duplicações gênicas nós observamos que o isolado 

BH49 foi o que apresentou maior número de reduções no número de número de 

cópias gênicas, enquanto BH121 foi o que apresentou maior número de duplicações 

(Figura 31). Foi possível ver que também existiam genes consistentemente reduzidos 

em todos os isolados, o que sugere duplicação gênica específica em Friedlin (cepa de 

referência). Com relação aos genes com número de cópias aumentados, o padrão foi 

divergente entre todas as linhagens avaliadas. 

Ao avaliar quais eram as funções biológicas nos genes que estavam 

constantemente expandidos em todas os isolados de L. major-like (Tabela 2), vimos 

que haviam genes que codificavam para proteínas de ligação a RNA e uma fosfatase, 

entretanto, a maioria desses genes codificavam para proteínas hipotéticas, o que é 

esperado visto que aproximadamente 68% dos genes restritos ao gênero Leishmania 

não possuem função associada descrita (IVENS et al., 2005). Uma maneira de tentar 

ir um pouco mais a fundo nessa análise das proteínas hipotéticas foi buscar motivos 

conhecidos presentes e depositados no Interproscan. Como esperado, nem todas 

proteínas hipotéticas apresentaram domínios conhecidos, entretanto, algumas 

apresentaram domínios com funções moleculares importantes, como ligação a cálcio, 

adesão celular, sinalização intracelular, ligação a ácidos nucleicos e ligação a zinco 

(Tabela 3). 

Para finalizar a parte das análises de deleções e duplicações, utilizamos 

apenas os isolados BH121 (não infectivo in vivo) e o isolado BH49 (infectivo in vivo) e 

observamos que BH121 possuia mais genes expandidos que o isolado BH49 (Figura 
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32), que poderia ser explicado da mesma forma que explicamos as duplicações 

cromossômicas. Entretanto, não há como afirmar ao certo pois não temos informações 

sobre o tempo que o isolado não infectivo ficou em cultura e se esse tempo é maior 

que o do isolado infectivo.  

O próximo passo foi buscar genes que estavam expandidos no isolado infectivo 

(> 1.3 cópias) e reduzidos no isolado não infectivo (< 1 cópia) (Tabela 5). Foi possível 

identificar 25 genes expandidos na cepa infectiva e reduzidos na cepa não infectiva. 

Desses genes expandidos, 8 eram genes que codificam para proteínas hipotéticas, 

que são grande parte das proteínas de Leishmania (IVENS et al., 2005). Outros genes 

encontrados aumentados foram fosfatases, peptidases e proteínas de ligação a 

proteínas e RNA, chaperonas e proteínas ribossomais. Dessas, com exceção das 

proteínas ribossomais e de ligação a proteínas e RNA, todas são consideradas fatores 

de virulência (ASSIS et al., 2012; CHANG et al., 2003; YAO; DONELSON; WILSON, 

2003). Um dos genes que foi encontrado aumentado na cepa infectiva (BH49) foi a 

enzima mannosyltransferase, responsável pela transferência de resíduos de manose 

para uma molécula aceptora. Um estudo já demonstrou que existe variação na 

galactosilação entre isolados de L. major-like, mostrando inclusive que BH49 possuia 

mais resíduos de galactose nos seus LPGs do que a BH121, que demonstrou ser 

menos infectiva (GUIMARÃES et al., 2018). Seria interessante também, dado esse 

resultado obtido em relação ao aumento do número de cópias do gene que codifica 

mannosyltransferase, investigar se os LPGs dos isolados de L. major-like diferem em 

relação á quantidade de resíduos de manose. Já foi observado em outros estudos 

envolvendo o gênero Leishmania, T. cruzi e T. brucei que o aumento do número de 

cópias interfere na transcrição e tradução, levando a uma maior produção de proteínas 

e também como importante mecanismo para geração de variabilidade genômica 

(IANTORNO et al., 2017). Sendo assim, o aumento do número de cópias desses 

genes poderia explicar essa diferença de infectividade, porém mais estudos são 

necessários para confirmar que o aumento no número de cópias desses genes 

contribui por essa diferença de infectividade encontrada (WU et al., 2015). Além disso, 

recorremos novamente a busca de motivos funcionais conhecidos nas proteínas 

hipotéticas selecionadas para avaliar se a presença de algum motivo específico 

poderia contribuir para as diferenças encontradas entre os isolados BH121 e BH49 

(Tabela 6). Nessa análise encontramos 3 domínios, os quais participam de funções 
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moleculares variadas, que aparentemente não seriam considerados fatores de 

virulência. 

Para complementar a busca por fatores de virulência, resolvemos buscar a 

presença de fragmentos de genomas virais na reads provenientes do sequenciamento 

dos 3 isolados de L. major-like e que não mapearam no genoma de L. major. 

Entretanto, não encontramos nenhuma sequência viral. Esse resultados era esperado, 

uma vez que até então só foram descritos vírus de RNA capazes de infectar 

Leishmania e demais tripanossomatídeos e realizamos apenas análises genômicas, 

sem dados de RNA (GRYBCHUK et al., 2018). Apesar de não conseguirmos detectar 

vírus, nós conseguimos detectar a presença de sequências similares a outras 

espécies de Leishmania nas reads não mapeadas no genoma de referência de L. 

major (Tabela 7). Essas sequências podem ter sido identificadas pelo fato do gene 

não estar bem montado ou ser ausente no genoma de L. major Friedlin, ou talvez 

tenham sido identificados pelo fato de terem sido passadas, através de transferência 

lateral de genes, em alguma co-infecção, o que já foi mostrado que ocorre no gênero 

Leishmania e geralmente está relacionado a adaptação e diversificação de espécies 

(VIKEVED; BACKLUND; ALSMARK, 2016). Finalmente, estas sequências podem 

corresponder à sequencia do genoma mitocondrial do parasito. 

Para finalizar, fomos em busca de sequências específicas de L. major-like a fim 

de obter primers para distinguir esses isolados de L. major (Tabela 8). Porém, como 

esperado, não foi possível encontrar regiões únicas nesses isolados, apenas regiões 

conservadas entre eles e L. major. Isso já era esperado pelo fato de terem agrupado 

bastante próximo de L. major Friedlin e pelo pequeno número de SNPs encontrados 

com base na referência. 

Com base nos resultados obtidos nas análises de filogenia nuclear, de 

componentes principais, SNPs e busca por regiões específicas nessas amostras, 

podemos concluir que esses isolados de L. major-like são na verdade isolados de L. 

major que foram importados do Velho Mundo em ao menos dois eventos diferentes. 

O sequenciamento genômico de isolados de L. major-like de outros países do Novo 

Mundo contribuiria sobremaneira para melhor avaliar as relações filogenéticas entre 

esses isolados e o número de eventos de introdução. De qualquer forma, baseado 

nos resultados obtidos no presente estudo é de grande importância a avaliação da 
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distribuição geográfica e incidência de infecções por L. major-like, agora denominadas 

somente de L. major, no Novo Mundo, para que possamos compreender a 

epidemiologia desta espécie. Nós sugerimos que avaliações epidemiológicas futuras 

de espécies de Leishmania encontradas em insetos vetores de leishmaniose na 

América Latina também incluam primers que permitam a identificação de L. major, 

para que possamos não só identificar o seu vetor no Novo Mundo, mas também 

caracterizar a sua distribuição nas Américas.  

No presente trabalho, foi possível observar que, assim como diferentes 

espécies do gênero Leishmania, os isolados estudados apresentaram um complexo 

padrões de aneuploidia em mosaico. Foi possível também encontrar alguns fatores 

de virulência com aumento no número de cópias gênicas que poderiam explicar a 

diferença de infectividade dos isolados BH121 e BH49, entretanto estudos funcionais, 

como super expressão ou knockouts, são necessários para comprovar quais são de 

fato os genes associados ao aumento de virulência de BH49 quando comparado a 

BH121. 
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Anexo 1: 

Valores de RDC normalizado de todos os 

cromossomos de todas as amostras com a validação 

estatística 

 

 

 



biblioteca cromossomo p_menor_0.5 p_menor_1 p_maior_1 p_maior_1.5 p_maior_2 p_maior_2.5 p_maior_3 média mediana desvio padrão

BH121 LmjF.01 1 1 1,90E-16 0,605794956 1 1 1 1,48593 1,493253 0,140694152

BH121 LmjF.02 1 1 2,65E-12 2,65E-12 0,073815375 1 1 2,017292 2,032357 0,167063379

BH121 LmjF.03 1 0,999999981 1,98E-08 1 1 1 1 1,044967 1,047789 0,062446284

BH121 LmjF.04 1 0,646672244 0,354289578 1 1 1 1 0,99952 1,003802 0,093157569

BH121 LmjF.05 1 1 4,81E-23 0,011179391 1 1 1 1,516523 1,529114 0,123957749

BH121 LmjF.06 1 0,990225133 0,009834367 1 1 1 1 1,016149 1,015135 0,084827108

BH121 LmjF.07 1 1 3,29E-23 0,018639887 1 1 1 1,507094 1,525237 0,134244739

BH121 LmjF.08 1 1 2,08E-20 0,928489081 1 1 1 1,489558 1,480728 0,11976361

BH121 LmjF.09 1 0,99946509 0,000538203 1 1 1 1 1,015963 1,02259 0,080636001

BH121 LmjF.10 1 0,990534817 0,00951392 1 1 1 1 1,014326 1,028405 0,09904639

BH121 LmjF.11 1 1 1,03E-22 1,20E-06 1 1 1 1,554106 1,553866 0,123989296

BH121 LmjF.12 1 1 5,25E-12 0,999197441 1 1 1 1,331348 1,482144 0,384617895

BH121 LmjF.13 1 0,998820673 0,001185226 1 1 1 1 1,017643 1,014314 0,082572573

BH121 LmjF.14 1 0,781074408 0,219381276 1 1 1 1 1,004989 1,003504 0,084314974

BH121 LmjF.15 1 1 7,70E-26 0,846241657 1 1 1 1,490028 1,491985 0,108170865

BH121 LmjF.16 1 1 7,43E-23 0,999999985 1 1 1 1,333055 1,436368 0,293105612

BH121 LmjF.17 1 0,999999792 2,10E-07 1 1 1 1 1,031283 1,035712 0,083249774

BH121 LmjF.18 1 0,999361278 0,000642566 1 1 1 1 1,0221 1,028107 0,079192198

BH121 LmjF.19 1 0,767946201 0,232675699 1 1 1 1 1,002533 1,013196 0,097862384

BH121 LmjF.20 1 0,861949928 0,138373274 1 1 1 1 1,003916 1,011705 0,086040857

BH121 LmjF.21 1 1 3,13E-41 0,000124335 1 1 1 1,527356 1,536345 0,184685362

BH121 LmjF.22 1 0,062674263 0,937527848 1 1 1 1 0,984805 0,99247 0,099482427

BH121 LmjF.23 1 1 3,04E-39 4,49E-07 1 1 1 1,613934 1,70551 0,34512198

BH121 LmjF.24 1 0,990032215 0,009992496 1 1 1 1 1,009483 1,015209 0,092857479

BH121 LmjF.25 1 0,861371789 0,138813647 1 1 1 1 0,999553 1,011705 0,094264831

BH121 LmjF.26 1 0,774109525 0,226125897 1 1 1 1 0,999569 1,002311 0,083780413

BH121 LmjF.27 1 6,35E-06 0,999993674 1 1 1 1 0,93571 0,982405 0,182537201

BH121 LmjF.28 1 0,048219268 0,951842929 1 1 1 1 0,990332 0,999031 0,08166116

BH121 LmjF.29 1 1 4,09E-49 0,988311592 1 1 1 1,481689 1,478118 0,135073421

BH121 LmjF.30 1 0,178857638 0,821255296 1 1 1 1 0,997411 0,994036 0,097663659

BH121 LmjF.31 1 1 3,87E-65 3,99E-65 2,13E-56 1 1 2,374235 2,407366 0,257901524

BH121 LmjF.32 1 5,45E-06 0,999994562 1 1 1 1 0,980063 0,974875 0,090120374

BH121 LmjF.33 1 0,006600511 0,993408119 1 1 1 1 0,986566 0,985686 0,107715613

BH121 LmjF.34 1 1,85E-16 1 1 1 1 1 0,965354 0,964885 0,083448758

BH121 LmjF.35 1 6,57E-09 0,999999993 1 1 1 1 0,972245 0,981883 0,115809588

BH121 LmjF.36 1 1,60E-31 1 1 1 1 1 0,956573 0,958771 0,100614178

BH129 LmjF.01 1 0,918638476 0,08198986 1 1 1 1 1,007648 1,008088 0,094069025

BH129 LmjF.02 1 0,999466512 0,000547548 1 1 1 1 1,034129 1,032509 0,077193545

BH129 LmjF.03 1 0,999999984 1,59E-08 1 1 1 1 1,057143 1,056774 0,084070496

BH129 LmjF.04 1 0,725888281 0,274963543 1 1 1 1 1,002842 1,004355 0,102914992

BH129 LmjF.05 1 0,999507771 0,000496411 1 1 1 1 1,02816 1,025976 0,109790924

BH129 LmjF.06 1 0,999986291 1,38E-05 1 1 1 1 1,035543 1,03422 0,094307825

BH129 LmjF.07 1 0,99997166 2,86E-05 1 1 1 1 1,032517 1,035464 0,104284997

BH129 LmjF.08 1 0,084128757 0,916330798 1 1 1 1 0,988167 0,985845 0,096009158

BH129 LmjF.09 1 0,999999857 1,44E-07 1 1 1 1 1,039238 1,048219 0,114635892

BH129 LmjF.10 1 0,999570202 0,000432826 1 1 1 1 1,02552 1,024187 0,097295305

BH129 LmjF.11 1 1 1,50E-22 1,54E-22 1,58E-05 1 1 2,06954 2,062374 0,191507828

BH129 LmjF.12 1 0,999911521 8,96E-05 1 1 1 1 1,04563 1,033598 0,111398772

BH129 LmjF.13 1 0,999976121 2,40E-05 1 1 1 1 1,034132 1,037797 0,113825507

BH129 LmjF.14 1 0,999355042 0,000648435 1 1 1 1 1,028924 1,018665 0,109787956

BH129 LmjF.15 1 0,999996965 3,06E-06 1 1 1 1 1,033585 1,028309 0,083892797

BH129 LmjF.16 1 1 2,59E-10 1 1 1 1 1,043928 1,044097 0,084445415

BH129 LmjF.17 1 0,999999885 1,16E-07 1 1 1 1 1,038013 1,039197 0,088723526

BH129 LmjF.18 1 1 3,07E-11 1 1 1 1 1,045831 1,047364 0,079021567

BH129 LmjF.19 1 0,878693209 0,121705109 1 1 1 1 1,010172 1,007155 0,123990961

BH129 LmjF.20 1 1 2,05E-31 1 1 1 1 1,413144 1,415306 0,128563209

BH129 LmjF.21 1 0,999999986 1,46E-08 1 1 1 1 1,03872 1,03702 0,127199347

BH129 LmjF.22 1 0,274311217 0,726240711 1 1 1 1 0,993201 0,997278 0,12017521

BH129 LmjF.23 1 0,998978653 0,001024796 1 1 1 1 1,021337 1,034298 0,143032794

BH129 LmjF.24 1 0,999990109 9,93E-06 1 1 1 1 1,025999 1,021465 0,107235206

BH129 LmjF.25 1 0,997437516 0,002568955 1 1 1 1 1,015192 1,025743 0,119956464

BH129 LmjF.26 1 0,99772732 0,002278199 1 1 1 1 1,013815 1,01571 0,088607392

BH129 LmjF.27 1 0,7032485 0,297008036 1 1 1 1 0,999941 1,003889 0,113854171

BH129 LmjF.28 1 0,885832598 0,114284575 1 1 1 1 1,004652 1,009022 0,103322685

BH129 LmjF.29 1 0,998692993 0,00131015 1 1 1 1 1,015279 1,01711 0,106167034

BH129 LmjF.30 1 0,994311483 0,005695663 1 1 1 1 1,013734 1,013377 0,106827164

BH129 LmjF.31 1 1 1,82E-65 1,82E-65 5,62E-65 3,05E-37 1 2,721552 2,742728 0,28931389

BH129 LmjF.32 1 0,326698286 0,673440132 1 1 1 1 1,00041 0,995645 0,101605261

BH129 LmjF.33 1 1 2,60E-14 1 1 1 1 1,045333 1,040131 0,122543216

BH129 LmjF.34 1 1,07E-06 0,99999893 1 1 1 1 0,977179 0,974802 0,100542857

BH129 LmjF.35 1 0,999986811 1,32E-05 1 1 1 1 1,015923 1,022865 0,119688244

BH129 LmjF.36 1 1,87E-13 1 1 1 1 1 0,973543 0,967413 0,108702943

BH49 LmjF.01 1 0,99999994 6,16E-08 1 1 1 1 1,064591 1,064082 0,100615207

BH49 LmjF.02 1 1 3,88E-12 0,999999854 1 1 1 1,400797 1,432226 0,123301205

BH49 LmjF.03 1 6,69E-17 1 1 1 1 1 0,814192 0,818038 0,089187714

BH49 LmjF.04 1 0,885007706 0,115514363 1 1 1 1 1,006962 1,009889 0,096684279

BH49 LmjF.05 1 0,989824161 0,010242705 1 1 1 1 1,014572 1,021097 0,085759176

BH49 LmjF.06 1 1 3,96E-22 1 1 1 1 1,160986 1,175105 0,100952003

BH49 LmjF.07 1 1 4,81E-23 9,30E-05 1 1 1 1,541191 1,559204 0,134034804

BH49 LmjF.08 1 0,999999937 6,36E-08 1 1 1 1 1,057501 1,064082 0,101284445

BH49 LmjF.09 1 1 3,15E-14 1 1 1 1 1,074429 1,08597 0,106191025

BH49 LmjF.10 1 1 3,55E-13 1 1 1 1 1,072281 1,081224 0,104093522

BH49 LmjF.11 1 1 1,66E-22 1 1 1 1 1,24667 1,258175 0,11081772

BH49 LmjF.12 1 1 2,01E-15 1 1 1 1 1,110575 1,123286 0,099455078

BH49 LmjF.13 1 1 1,76E-29 1 1 1 1 1,186827 1,18605 0,116360444



BH49 LmjF.14 1 0,957211036 0,042925913 1 1 1 1 1,011135 1,018328 0,100437847

BH49 LmjF.15 1 0,986666912 0,013400076 1 1 1 1 1,013771 1,024393 0,095543384

BH49 LmjF.16 1 0,998515665 0,001492218 1 1 1 1 1,019951 1,02057 0,099336865

BH49 LmjF.17 1 0,011253486 0,988802374 1 1 1 1 0,982607 0,983386 0,082108243

BH49 LmjF.18 1 1 1,81E-28 1 1 1 1 1,272681 1,282437 0,102811409

BH49 LmjF.19 1 0,999997435 2,59E-06 1 1 1 1 1,038962 1,05538 0,103041201

BH49 LmjF.20 1 0,897141534 0,103116741 1 1 1 1 1,005058 1,003692 0,097256729

BH49 LmjF.21 1 0,997786693 0,002219613 1 1 1 1 1,015132 1,033228 0,141541396

BH49 LmjF.22 1 0,92703624 0,073200195 1 1 1 1 1,011849 1,013977 0,099981856

BH49 LmjF.23 1 1 1,23E-21 1 1 1 1 1,091816 1,091904 0,123082317

BH49 LmjF.24 1 0,989809389 0,010215962 1 1 1 1 1,008284 1,021097 0,090187784

BH49 LmjF.25 1 0,998395821 0,001608434 1 1 1 1 1,015394 1,022152 0,099341724

BH49 LmjF.26 1 1 9,38E-11 1 1 1 1 1,035563 1,042458 0,089657176

BH49 LmjF.27 1 0,521365145 0,478933388 1 1 1 1 0,995319 1,006857 0,110446766

BH49 LmjF.28 1 0,846164113 0,153981115 1 1 1 1 1,003172 1,005802 0,098866779

BH49 LmjF.29 1 0,967280443 0,03277127 1 1 1 1 1,009222 1,012395 0,093846857

BH49 LmjF.30 1 0,637630714 0,362535068 1 1 1 1 1,003317 1,001846 0,09436388

BH49 LmjF.31 1 1 3,87E-65 1,99E-63 1 1 1 1,900738 1,924578 0,196239356

BH49 LmjF.32 1 0,319564004 0,680572684 1 1 1 1 0,996297 0,997099 0,101228346

BH49 LmjF.33 1 0,721131 0,279030253 1 1 1 1 1,003466 1,001055 0,090404201

BH49 LmjF.34 1 0,001219507 0,998782031 1 1 1 1 0,984041 0,988133 0,097561848

BH49 LmjF.35 1 2,05E-07 0,999999795 1 1 1 1 0,975559 0,980222 0,103710206

BH49 LmjF.36 1 1,25E-09 0,999999999 1 1 1 1 0,976893 0,981276 0,100028385

CC1 LmjF.01 1 1 1,96E-16 0,071227542 1 1 1 1,542072 1,542557 0,232814466

CC1 LmjF.02 1 0,975165876 0,025225365 1 1 1 1 1,045527 1,056413 0,172823552

CC1 LmjF.03 1 0,998853115 0,001161137 1 1 1 1 1,078918 1,035629 0,209163785

CC1 LmjF.04 1 0,982190799 0,017920218 1 1 1 1 1,04113 1,015439 0,167409988

CC1 LmjF.05 1 0,839109316 0,161465374 1 1 1 1 1,025266 0,989707 0,19535018

CC1 LmjF.06 1 0,999003411 0,001003986 1 1 1 1 1,076394 1,034046 0,202316747

CC1 LmjF.07 1 0,999528284 0,000475599 1 1 1 1 1,057615 1,020586 0,189162668

CC1 LmjF.08 1 0,031165572 0,969040482 1 1 1 1 0,974874 0,950119 0,180794213

CC1 LmjF.09 1 0,999986729 1,34E-05 1 1 1 1 1,074693 1,045131 0,190063734

CC1 LmjF.10 1 0,999997819 2,20E-06 1 1 1 1 1,072813 1,046912 0,166351006

CC1 LmjF.11 1 0,999999881 1,20E-07 1 1 1 1 1,085271 1,055424 0,174313338

CC1 LmjF.12 1 1 9,47E-20 4,62E-08 1 1 1 1,653177 1,59323 0,25586557

CC1 LmjF.13 1 0,999918554 8,19E-05 1 1 1 1 1,053652 1,034442 0,164243043

CC1 LmjF.14 1 0,999951205 4,91E-05 1 1 1 1 1,06234 1,046318 0,21444818

CC1 LmjF.15 1 0,997373052 0,002643179 1 1 1 1 1,046843 1,017617 0,158396508

CC1 LmjF.16 1 0,999669952 0,000331951 1 1 1 1 1,049542 1,031671 0,174549236

CC1 LmjF.17 1 0,999999995 5,40E-09 1 1 1 1 1,081024 1,071259 0,164784611

CC1 LmjF.18 1 0,999917252 8,33E-05 1 1 1 1 1,057034 1,028899 0,167261437

CC1 LmjF.19 1 0,482822391 0,517940555 1 1 1 1 1,001311 0,982185 0,19932966

CC1 LmjF.20 1 1 1,65E-31 0,005222424 1 1 1 1,557593 1,534838 0,280418765

CC1 LmjF.21 1 0,999999925 7,52E-08 1 1 1 1 1,075593 1,056611 0,21819604

CC1 LmjF.22 1 0,987335768 0,012717576 1 1 1 1 1,031618 1,022169 0,151471745

CC1 LmjF.23 1 1 1,62E-38 0,003289536 1 1 1 1,551607 1,534838 0,31658632

CC1 LmjF.24 1 0,999616351 0,000384911 1 1 1 1 1,039233 1,028504 0,183468244

CC1 LmjF.25 1 0,996719728 0,003288311 1 1 1 1 1,032815 1,019794 0,15872874

CC1 LmjF.26 1 0,97610544 0,023938165 1 1 1 1 1,018535 1,010689 0,133753116

CC1 LmjF.27 1 0,832677546 0,167503338 1 1 1 1 1,009185 1,005344 0,167901355

CC1 LmjF.28 1 0,999025054 0,000976953 1 1 1 1 1,035214 1,010293 0,146065107

CC1 LmjF.29 1 0,999904558 9,57E-05 1 1 1 1 1,033066 1,021774 0,137945711

CC1 LmjF.30 1 0,999999193 8,08E-07 1 1 1 1 1,044148 1,028504 0,186207327

CC1 LmjF.31 1 1 5,39E-64 5,39E-64 6,51E-61 0,770772505 1 2,495259 2,480008 0,321524215

CC1 LmjF.32 1 0,491751917 0,50840223 1 1 1 1 1,00362 1 0,146411385

CC1 LmjF.33 1 0,990455372 0,009556625 1 1 1 1 1,020705 1,014648 0,152008891

CC1 LmjF.34 1 0,258099787 0,742022522 1 1 1 1 0,997599 0,994062 0,14623368

CC1 LmjF.35 1 0,386281934 0,613822094 1 1 1 1 0,999596 0,992082 0,159498093

CC1 LmjF.36 1 0,076155824 0,923867876 1 1 1 1 0,99412 0,984956 0,154360314

Friedlin LmjF.01 1 0,011647292 0,988480907 1 1 1 1 0,966314 0,967922 0,139175756

Friedlin LmjF.02 1 0,145870667 0,855690372 1 1 1 1 1,001275 0,978256 0,148973377

Friedlin LmjF.03 1 0,222240694 0,778863191 1 1 1 1 0,989193 0,991604 0,140460113

Friedlin LmjF.04 1 0,835978228 0,16464668 1 1 1 1 1,018348 1,02648 0,167897684

Friedlin LmjF.05 1 0,069876765 0,930434276 1 1 1 1 0,98234 0,981916 0,151716392

Friedlin LmjF.06 1 0,392598312 0,608274488 1 1 1 1 0,999716 0,99634 0,137604187

Friedlin LmjF.07 1 0,831238322 0,169354404 1 1 1 1 1,018486 1,005382 0,141005265

Friedlin LmjF.08 1 0,001568304 0,99844582 1 1 1 1 0,963475 0,959742 0,129279677

Friedlin LmjF.09 1 0,729432876 0,271101078 1 1 1 1 0,999632 1,00775 0,161444402

Friedlin LmjF.10 1 0,413853205 0,586877638 1 1 1 1 0,989979 0,994618 0,164784437

Friedlin LmjF.11 1 0,80483281 0,19583163 1 1 1 1 1,00525 1,018299 0,154814484

Friedlin LmjF.12 1 0,092252715 0,90820801 1 1 1 1 0,969581 0,976534 0,201169827

Friedlin LmjF.13 1 0,957649563 0,042483946 1 1 1 1 1,017683 1,011195 0,125068812

Friedlin LmjF.14 1 1 7,01E-31 0,582961098 1 1 1 1,493863 1,496663 0,210004452

Friedlin LmjF.15 1 1 8,03E-26 0,763762406 1 1 1 1,485851 1,495802 0,178869026

Friedlin LmjF.16 1 1 1,26E-29 0,710792616 1 1 1 1,491675 1,485468 0,193585229

Friedlin LmjF.17 1 0,831914562 0,168543438 1 1 1 1 1,004014 1,010549 0,124923085

Friedlin LmjF.18 1 0,972124938 0,027981296 1 1 1 1 1,019425 1,007966 0,133287882

Friedlin LmjF.19 1 1 4,10E-16 1 1 1 1 1,126349 1,119914 0,151454291

Friedlin LmjF.20 1 1 1,01E-31 0,130324237 1 1 1 1,514999 1,516039 0,190591202

Friedlin LmjF.21 1 0,818585938 0,181656054 1 1 1 1 1,012762 1,001507 0,151608844

Friedlin LmjF.22 1 0,242649603 0,757863578 1 1 1 1 0,999443 0,982992 0,12938264

Friedlin LmjF.23 1 1 6,59E-40 5,73E-34 0,958660618 1 1 1,945433 1,97761 0,330493727

Friedlin LmjF.24 1 0,499258929 0,501111605 1 1 1 1 0,995902 1,010334 0,128290712

Friedlin LmjF.25 1 1 1,14E-44 0,894702736 1 1 1 1,489171 1,485038 0,185735659

Friedlin LmjF.26 1 1 2,86E-15 1 1 1 1 1,067283 1,062002 0,128707132

Friedlin LmjF.27 1 7,01E-05 0,9999301 1 1 1 1 0,965663 0,970506 0,151147966



Friedlin LmjF.28 1 0,063297961 0,936777345 1 1 1 1 0,988771 0,98859 0,132126089

Friedlin LmjF.29 1 0,006231778 0,993780264 1 1 1 1 0,9843 0,966846 0,135622948

Friedlin LmjF.30 1 0,23362361 0,766508755 1 1 1 1 0,996834 0,989451 0,145907826

Friedlin LmjF.31 1 1 1,82E-65 3,07E-65 4,27E-50 1 1 2,354381 2,356512 0,317106517

Friedlin LmjF.32 1 7,68E-07 0,999999233 1 1 1 1 0,973325 0,95845 0,131020175

Friedlin LmjF.33 1 1 8,95E-27 1 1 1 1 1,086484 1,083746 0,141179428

Friedlin LmjF.34 1 8,02E-09 0,999999992 1 1 1 1 0,96718 0,969645 0,126826877

Friedlin LmjF.35 1 1 3,68E-38 1 1 1 1 1,09822 1,102691 0,168026808

Friedlin LmjF.36 1 4,14E-12 1 1 1 1 1 0,967701 0,969214 0,126399388

LV39c5 LmjF.01 1 0,947550293 0,0528822 1 1 1 1 1,034633 1,037993 0,210625251

LV39c5 LmjF.02 1 0,993271697 0,006858224 1 1 1 1 1,066566 1,063814 0,182406678

LV39c5 LmjF.03 1 0,999439416 0,000567734 1 1 1 1 1,126331 1,068241 0,319474442

LV39c5 LmjF.04 1 0,757378485 0,243411509 1 1 1 1 1,030385 0,99336 0,218154572

LV39c5 LmjF.05 1 0,762208763 0,238518918 1 1 1 1 1,025881 1,002582 0,19915524

LV39c5 LmjF.06 1 0,999793075 0,000208669 1 1 1 1 1,079069 1,052748 0,201914508

LV39c5 LmjF.07 1 0,998216105 0,001797067 1 1 1 1 1,075387 1,013279 0,2332681

LV39c5 LmjF.08 1 0,811915347 0,188848091 1 1 1 1 1,023743 0,995574 0,220470438

LV39c5 LmjF.09 1 0,99839362 0,001614626 1 1 1 1 1,089375 1,036149 0,302063929

LV39c5 LmjF.10 1 0,99999929 7,17E-07 1 1 1 1 1,086178 1,077647 0,197758765

LV39c5 LmjF.11 1 0,999996018 4,03E-06 1 1 1 1 1,100911 1,080044 0,241108502

LV39c5 LmjF.12 1 0,999897656 0,00010354 1 1 1 1 1,124893 1,053117 0,303946922

LV39c5 LmjF.13 1 0,999972522 2,76E-05 1 1 1 1 1,068794 1,040207 0,192778251

LV39c5 LmjF.14 1 0,99999915 8,56E-07 1 1 1 1 1,097518 1,061048 0,254894608

LV39c5 LmjF.15 1 0,999783735 0,000217831 1 1 1 1 1,069949 1,033936 0,225574827

LV39c5 LmjF.16 1 0,999986465 1,36E-05 1 1 1 1 1,073667 1,047584 0,203474689

LV39c5 LmjF.17 1 0,999944264 5,61E-05 1 1 1 1 1,078528 1,020288 0,225169428

LV39c5 LmjF.18 1 0,99474393 0,005280717 1 1 1 1 1,05493 1,029141 0,222187476

LV39c5 LmjF.19 1 0,973507761 0,026612322 1 1 1 1 1,038739 1,007008 0,197693682

LV39c5 LmjF.20 1 0,999918663 8,18E-05 1 1 1 1 1,075145 1,057174 0,242009648

LV39c5 LmjF.21 1 0,999999971 2,95E-08 1 1 1 1 1,106728 1,042789 0,280201397

LV39c5 LmjF.22 1 0,996785011 0,00323131 1 1 1 1 1,040084 1,03246 0,155949822

LV39c5 LmjF.23 1 0,999892814 0,000107597 1 1 1 1 1,062427 1,040207 0,23089273

LV39c5 LmjF.24 1 0,999999987 1,36E-08 1 1 1 1 1,087444 1,054777 0,246332419

LV39c5 LmjF.25 1 0,999995442 4,58E-06 1 1 1 1 1,065737 1,039469 0,196835112

LV39c5 LmjF.26 1 1 1,26E-11 1 1 1 1 1,075023 1,04574 0,159895293

LV39c5 LmjF.27 1 0,99996774 3,24E-05 1 1 1 1 1,042773 1,032829 0,184906133

LV39c5 LmjF.28 1 0,999957001 4,31E-05 1 1 1 1 1,04971 1,029878 0,190670048

LV39c5 LmjF.29 1 0,999873413 0,000126924 1 1 1 1 1,051261 1,021763 0,203254315

LV39c5 LmjF.30 1 1 8,53E-11 1 1 1 1 1,060654 1,052379 0,18661662

LV39c5 LmjF.31 1 1 1,97E-66 7,65E-66 3,38E-53 0,039123887 1 2,530388 2,526374 0,447499816

LV39c5 LmjF.32 1 0,784708332 0,215402761 1 1 1 1 1,018335 0,993729 0,170627397

LV39c5 LmjF.33 1 0,999999999 1,38E-09 1 1 1 1 1,060818 1,041682 0,186750218

LV39c5 LmjF.34 1 0,938556811 0,061489301 1 1 1 1 1,017682 1,008853 0,160455732

LV39c5 LmjF.35 1 0,992258931 0,007746909 1 1 1 1 1,021307 1,0083 0,177243316

LV39c5 LmjF.36 1 0,9999921 7,91E-06 1 1 1 1 1,027674 1,017337 0,159100567

RYAN LmjF.01 1 0,998233562 0,001789747 1 1 1 1 1,063282 1,074812 0,183898156

RYAN LmjF.02 1 0,998761401 0,001266274 1 1 1 1 1,077917 1,06128 0,193545306

RYAN LmjF.03 1 0,999991729 8,41E-06 1 1 1 1 1,104454 1,065146 0,24177

RYAN LmjF.04 1 0,99956235 0,000441583 1 1 1 1 1,0688 1,035569 0,202111636

RYAN LmjF.05 1 0,999264755 0,000741232 1 1 1 1 1,061352 1,033056 0,18756994

RYAN LmjF.06 1 0,999991803 8,28E-06 1 1 1 1 1,081636 1,052774 0,17590589

RYAN LmjF.07 1 0,999986764 1,34E-05 1 1 1 1 1,089366 1,069979 0,214039107

RYAN LmjF.08 1 0,997749405 0,002271166 1 1 1 1 1,057424 1,02745 0,174510131

RYAN LmjF.09 1 0,999635176 0,000366931 1 1 1 1 1,072646 1,029383 0,250116237

RYAN LmjF.10 1 0,999999891 1,10E-07 1 1 1 1 1,084482 1,06128 0,188709809

RYAN LmjF.11 1 0,998969219 0,001038855 1 1 1 1 1,064929 1,028803 0,225359459

RYAN LmjF.12 1 0,999993408 6,68E-06 1 1 1 1 1,115851 1,102842 0,293971736

RYAN LmjF.13 1 0,999985481 1,46E-05 1 1 1 1 1,064887 1,041949 0,180407624

RYAN LmjF.14 1 0,999797656 0,00020345 1 1 1 1 1,062221 1,05896 0,22948669

RYAN LmjF.15 1 0,999544123 0,000458978 1 1 1 1 1,063763 1,03267 0,207859381

RYAN LmjF.16 1 0,999999416 5,89E-07 1 1 1 1 1,075266 1,039629 0,18156225

RYAN LmjF.17 1 0,999649203 0,00035309 1 1 1 1 1,054947 1,020298 0,191654708

RYAN LmjF.18 1 0,999982071 1,81E-05 1 1 1 1 1,066458 1,045428 0,180991762

RYAN LmjF.19 1 0,971405733 0,028720936 1 1 1 1 1,032099 1,014498 0,164706166

RYAN LmjF.20 1 0,999998812 1,20E-06 1 1 1 1 1,087782 1,041562 0,221020732

RYAN LmjF.21 1 0,999999998 1,59E-09 1 1 1 1 1,088844 1,053161 0,213819822

RYAN LmjF.22 1 0,978944768 0,021136911 1 1 1 1 1,031524 1,014305 0,147989048

RYAN LmjF.23 1 1 3,05E-39 0,002916677 1 1 1 1,561273 1,532766 0,307772325

RYAN LmjF.24 1 0,998783499 0,001220091 1 1 1 1 1,044102 1,021071 0,213945308

RYAN LmjF.25 1 0,999999998 1,66E-09 1 1 1 1 1,072984 1,048135 0,173391475

RYAN LmjF.26 1 0,999999716 2,85E-07 1 1 1 1 1,057506 1,028223 0,162654536

RYAN LmjF.27 1 0,99974806 0,000252623 1 1 1 1 1,036703 1,016431 0,1646787

RYAN LmjF.28 1 0,999917235 8,30E-05 1 1 1 1 1,040684 1,017591 0,153332342

RYAN LmjF.29 1 0,949286869 0,050788077 1 1 1 1 1,017351 1,014498 0,163862623

RYAN LmjF.30 1 0,999998311 1,69E-06 1 1 1 1 1,042248 1,023971 0,175124267

RYAN LmjF.31 1 1 2,78E-66 5,58E-66 1,66E-56 0,062183958 1 2,543488 2,50203 0,424319963

RYAN LmjF.32 1 0,856285146 0,143800931 1 1 1 1 1,017484 0,996134 0,143245702

RYAN LmjF.33 1 0,99038251 0,009629663 1 1 1 1 1,027839 1,007153 0,153189758

RYAN LmjF.34 1 0,991706318 0,0083024 1 1 1 1 1,018786 1,009086 0,133510532

RYAN LmjF.35 1 0,289469608 0,710623376 1 1 1 1 1,000615 0,994394 0,157944815

RYAN LmjF.36 1 0,934820978 0,065200179 1 1 1 1 1,012582 1 0,147993836

SD75 LmjF.01 1 0,998695447 0,001322539 1 1 1 1 1,043482 1,055484 0,138812392

SD75 LmjF.02 1 0,999998699 1,35E-06 1 1 1 1 1,079749 1,059585 0,121384456

SD75 LmjF.03 1 0,999999517 4,92E-07 1 1 1 1 1,097528 1,089594 0,183009126

SD75 LmjF.04 1 0,999940432 6,02E-05 1 1 1 1 1,054064 1,061313 0,1550642

SD75 LmjF.05 1 1 4,81E-23 0,00115333 1 1 1 1,559029 1,530009 0,193300411



SD75 LmjF.06 1 0,999999998 2,24E-09 1 1 1 1 1,090683 1,065199 0,145714383

SD75 LmjF.07 1 0,999999359 6,48E-07 1 1 1 1 1,069526 1,05462 0,153785738

SD75 LmjF.08 1 0,984123193 0,01598811 1 1 1 1 1,027431 1,016839 0,146817973

SD75 LmjF.09 1 1 2,17E-11 1 1 1 1 1,080324 1,079879 0,141385308

SD75 LmjF.10 1 0,999780248 0,00022131 1 1 1 1 1,0385 1,058722 0,159808661

SD75 LmjF.11 1 0,99999953 4,76E-07 1 1 1 1 1,072886 1,063472 0,157181962

SD75 LmjF.12 1 0,999900839 0,000100443 1 1 1 1 1,037029 1,032815 0,099214816

SD75 LmjF.13 1 1 2,78E-10 1 1 1 1 1,070878 1,071675 0,137951843

SD75 LmjF.14 1 0,999597206 0,00040493 1 1 1 1 1,039872 1,044905 0,156537606

SD75 LmjF.15 1 0,999997318 2,71E-06 1 1 1 1 1,051462 1,050086 0,128893263

SD75 LmjF.16 1 0,99999995 5,07E-08 1 1 1 1 1,056384 1,062392 0,144089928

SD75 LmjF.17 1 1 2,79E-10 1 1 1 1 1,068175 1,06563 0,125732128

SD75 LmjF.18 1 0,999985382 1,47E-05 1 1 1 1 1,041552 1,034974 0,148858682

SD75 LmjF.19 1 0,766121937 0,234471161 1 1 1 1 1,012187 0,996114 0,146975594

SD75 LmjF.20 1 0,999858475 0,000142291 1 1 1 1 1,035045 1,034542 0,13405445

SD75 LmjF.21 1 1 1,68E-11 1 1 1 1 1,074552 1,073834 0,156005676

SD75 LmjF.22 1 0,966632116 0,033491177 1 1 1 1 1,020138 1,018351 0,126925325

SD75 LmjF.23 1 1 4,90E-39 0,002776657 1 1 1 1,539314 1,555915 0,266597781

SD75 LmjF.24 1 0,999999995 5,12E-09 1 1 1 1 1,04958 1,050518 0,141849573

SD75 LmjF.25 1 0,999089084 0,000913451 1 1 1 1 1,028001 1,024611 0,135765772

SD75 LmjF.26 1 0,999999129 8,75E-07 1 1 1 1 1,031144 1,031088 0,109569322

SD75 LmjF.27 1 0,634988589 0,365288614 1 1 1 1 1,004846 1,003454 0,152391974

SD75 LmjF.28 1 0,99929558 0,000705908 1 1 1 1 1,024503 1,021157 0,138612774

SD75 LmjF.29 1 0,992640887 0,007373228 1 1 1 1 1,016897 1,025043 0,133157193

SD75 LmjF.30 1 0,999976836 2,32E-05 1 1 1 1 1,032546 1,022453 0,146577164

SD75 LmjF.31 1 1 8,22E-65 8,22E-65 1,46E-60 0,99751496 1 2,45937 2,465026 0,293024059

SD75 LmjF.32 1 0,352531988 0,647609552 1 1 1 1 0,998384 0,99158 0,136033342

SD75 LmjF.33 1 0,151568186 0,848540935 1 1 1 1 0,996538 0,986183 0,128072112

SD75 LmjF.34 1 0,126708606 0,873370045 1 1 1 1 0,990831 0,992876 0,12817333

SD75 LmjF.35 1 9,85E-08 0,999999902 1 1 1 1 0,969915 0,969991 0,132298495

SD75 LmjF.36 1 5,44E-09 0,999999995 1 1 1 1 0,974171 0,979275 0,129195501



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 2: 

Deleções e duplicações segmentares nos isolados 

de L. major-like 
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