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RESUMO

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, apresenta diferentes
manifestacdes clinicas, resultantes de uma interacdo complexa entre fatores ambientais
e genéticos tanto do hospedeiro quanto do parasito. Com relacdo aos fatores genéticos
do parasito, uma variedade de estudos bioldgicos e moleculares revelou uma substancial
variabilidade génica entre populacfes de T. cruzi. De fato, em 2009, O taxon T. cruzi foi
subdividido em seis linhagens ou DTUs principais (Tcl-VI). Os aspectos
epidemioldgicos associados as diferentes linhagens ainda ndo estdo bem definidos, mas
ja ha evidéncias de associacao, pelo menos parcial, com a distribuicdo geografica, ciclos
de transmissdo e aspectos clinicos da doenca. Todavia varios aspectos da estrutura
populacional do parasito ainda necessitam esclarecimentos. Por exemplo, 0 modo de
reproducdo, a origem das seis linhagens e as relacbes com 0Ss seus aspectos
epidemiolédgicos. No presente trabalho procurou-se desenvolver ou aperfeicoar
procedimentos moleculares, e computacionais que permitissem investigar e dissecar a
complexidade da estrutura populacional de T. cruzi. Para tanto, foram propostos os
seguintes objetivos (i) investigar a estratégia de reproducdo do T. cruzi; (ii) buscar
novas metodologias de caracterizacdo molecular capazes de diferenciar as diferentes
linhagens de T. cruzi em futuros ensaios multiplex de PCR; (iii) sequenciar o genoma de
uma linhagem ainda ndo disponivel nos bancos de dados publicos e realizar uma analise
comparativa com seus dados genémicos a fim de resolver a origem ancestral das seis
linhagens filogenéticas propostas; (iv) e, por fim, desenvolver uma metodologia
computacional de agrupamento capaz de reconhecer padrdes responsaveis pela divisao
das linhagens e gerar regides candidatas para o desenho de iniciadores para novos
ensaios de caracterizacdo molecular.

Baseados em marcadores nucleares e mitocondriais € em parametros de genética
populacional, analisamos dois grupos de isolados de T. cruzi: um proveniente diferentes
regides da América Latina e outros obtidos exclusivamente de pacientes do Estado de
Minas Gerais. Nossos resultados, ao contrario daqueles majoritariamente encontrados
na literatura, ndo suportam uma estrutura de populacdo essencialmente clonal para T.
cruzi, ao menos para Tcll coexistindo em uma mesma area geografica, sugerindo que as
trocas genéticas entre cepas estreitamente relacionadas geograficamente sdo mais
frequentes do que inicialmente esperado.

Baseado na técnica de caracterizagdo alelo especifica BI-PASA, nds selecionamos uma
variagdo no gene NAD desidrogenase subunidade | (ND1) de T. cruzi, e nossos
resultados demostraram que esta metodologia foi eficaz, sendo rapida e mais barata,
tornando-se uma boa candidata a ser utilizada em futuros ensaios de caracterizagdo
destes haplotipos.

O genoma do clone da cepa 231 pertencente a linhagem Tclll foi sequenciado e para a
montagem foi desenvolvida uma abordagem de montagem combinada de diferentes
metodologias capaz de melhorar a acuracia da montagem deste genoma de conteddo
altamente repetitivo. Posteriormente, nds realizamos uma analise comparativa entre o
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genoma da cepa 231 montado e os demais disponiveis em bancos de dados e
selecionamos genes altamente conservados, que foram utilizados em analises
filogenéticas. Os resultados obtidos apontam para uma nova hipdtese de origem das seis
linhagens filogenéticas de T. cruzi e nos permitiram concluir que a linhagem Tclll,
diferentemente do que foi proposto por diversos trabalhos, ndo é uma linhagem hibrida.

Sequéncias génicas codificadoras de proteinas altamente repetivivas e varidveis, como a
amastina, de diferentes linhagens do parasito foram analisadas em um script criado por
nosso grupo baseado em decomposicdo de valores singulares e K-means juntamente
com uma andlise de regressdo logistica, resultando na geracdo de regides candidatas
responsaveis pela divisdo destas sequéncias em grupos, que foram similares a divisao
filogenética esperada. Esta metodologia podera ser aplicada futuramente a outros grupos
génicos para elaboracdo de novas metodologias de caracterizagdo molecular. As
metodologias desenvolvidas e os resultados obtidos neste trabalho contribuem para um
melhor entendimento da complexidade da estrutura populacional de T. cruzi.
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ABSTRACT

Chagas disease, caused by the protozoan parasite Trypanosoma cruzi, has different
clinical manifestations, that result from complex host-parasite interactions and involves
both genetic and environmental factors. Regarding the parasite genetic factors, a variety
of biological and molecular studies revealed an extensive genetic variability among T.
cruzi strains, which were recently classified into six major lineages or DTUs (Tcl-VI).
Epidemiological aspects associated with these different lineages are not well defined,
but there are some evidences of association with geographic distribution, transmission
cycles and clinical aspects of this disease. Thus, in order to thoroughly investigate the
population structure of this parasite, the efforts of our research group have been focused
on developing new methodologies for T. cruzi characterization and study of the Chagas
disease molecular epidemiology. In this present work, we seek to develop molecular
and computational procedures enabling us to elucidate and dissect the complexity of
population structure of T. cruzi. To this end, we proposed (i) to investigate the mode of
reproduction of T. cruzi and search new molecular markers able to differentiate all six T.
cruzi phylogenetic lineages and that could be used to develop multiplex assays; (ii)
sequencing the genome of 231 strain, a representative of Tclll, a DTU not yet sampled
in T. cruzi genome projects, and perform comparative genomic analyses to better
resolve the ancestral origin of these six lineages (iii) and develop a sequence clustering
methodology capable of recognizing sequences patterns responsible for the division of
T. cruzi DTUs and based on this analysis identify novel candidate regions for molecular
characterization assays.

Using population genetic approaches, we analyzed both nuclear and mitochondrial
markers in two groups of T. cruzi: one using strains isolated from different regions of
Latin America and another using strains isolated exclusively from the Minas Gerais
state, in Brazil. Our results, unlike those mostly found in literature, does not support an
clonal population structure for T. cruzi, at least for Tcll coexisting in the same
geographic area, suggesting that genetic exchange between geographically closely
related strains are more frequent than initially expected.

The perspective is to incorporate the selected target in a multiplex PCR assay suitable
for the study of T. cruzi populations present in tissues of chronic chagasic patients.
Based on the Bi-PASA technique of allele specific characterization, we select a SNP
variation in the T. cruzi ND1 mitochondrial gene, and our results showed that this
methodology was effective, faster and cheaper than the RFLP-PCR array, making it a
good candidate to be used in future mitochondrial haplotypes characterization tests.

The genome of the 231 clone, which belongs to the Tclll lineage, was sequenced and
for the assembly we have developed a combined approach using different
methodologies to improve the assembly accuracy of this highly repetitive genome.
Subsequently, we performed a comparative analysis between 231 genome and the other
T. cruzi genomes available in public databases to selected highly conserved genes
across the different strains to perform phylogenetic analyses. Based on our results, we
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propose a new hypothesis for the origin of the six T. cruzi DTUs and conclude that
Tclll, unlike what has been proposed by several studies, is not a hybrid lineage.

Surface protein gene sequences, which are highly repetitives and variable, such as
amastin, from different strains of the parasite were analyzed using an in-house script
based on singular value decomposition and K-means along with a logistic regression
analysis. Using this approach, we identified candidate regions that recapture the T. cruzi
phylogenetic division. This methodology can be applied to other gene groups for the
development of novel molecular characterization assays. The methodologies developed
during this study and our results contributed to better understand the complexity of T.
cruzi population structure.
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I. INTRODUCAO
1) Trypanosoma cruzi e doenca de Chagas

A tripanossomiase americana ou doenca de Chagas, causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi, foi descoberta pelo pesquisador Carlos Ribeiro Justiniano Chagas
no Rio de Janeiro, em 1909. As descobertas cientificas feitas desde o descobrimento da
doenga de Chagas tém se processado de uma maneira gradativa, fazendo-se ainda
necessario, a elucidacdo de muitos processos envolvidos na transmissdo e tratamento da
doenca, assim como, no entendimento das diferentes manifestagdes clinicas e na entrada
do parasito nas células do hospedeiro vertebrado.

T. cruzi, agente etiolégico da doenca de Chagas, € um protozoéario flagelado,
digenético, pertencente a ordem Kinetoplastidae, familia Trypanosomatidae. Os
membros desta ordem se caracterizam pela presenca de uma mitocondria Unica e
alongada que alberga uma estrutura denominada de cinetoplasto. Em T. cruzi, o
cinetoplasto apresenta-se volumoso e contém uma fonte de DNA extranuclear
denominada de DNA do cinetoplasto ou KDNA (MYLER, 1993). Nele encontramos
dois tipos de moléculas circulares, denominados de minicirculos e maxicirculos. O
tamanho, a forma e a posicdo relativa do cinetoplasto sdo variaveis em diferentes
estagios do desenvolvimento do parasito (BRENER, 1992).

O ciclo de vida de T. cruzi é bastante complexo, onde varios estagios
morfologicamente distintos estdo envolvidos (RODRIGUES, GODINHO e SOUZA,
2014). Eles estdo presentes tanto no hospedeiro invertebrado, triatomineos da familia
Reduviidae, quanto em hospedeiros vertebrados, mamiferos de diferentes ordens.

Nos triatomineos, os parasitos se multiplicam ao longo do trato digestivo sob a
forma epimastigota e se diferenciam para a forma infectante tripomastigota metaciclica
quando chegam ao intestino posterior. Durante seu repasto sanguineo nos hospedeiros
vertebrados, os triatomineos infectados liberam junto com as fezes ou urina as formas
tripomastigotas metaciclicas, que por meio de uma lesdo na pele ou diretamente pela
mucosa penetram no hospedeiro vertebrado, invadem um namero variado de células e
iniciam seus ciclos intracelulares. No citoplasma das células, os parasitos diferenciam-
se em amastigotas, o estagio proliferativo, que se multiplicam por divisées binarias
sucessivas e diferenciam-se para a forma tripomastigota. A célula hospedeira se rompe e

as formas tripomastigotas sdo liberadas na corrente sanguinea, podendo tanto infectar
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novas células quanto serem ingeridas pelo hospedeiro invertebrado, completando assim

o0 seu ciclo de vida (Figura 1).

Intestino
posterior

Insetos
0J3jJWe|A

Intestino
medio

%k Estagio proliferativo

Figura 1. Ciclo de vida de T. cruzi. A figura mostra as varias formas tanto em
hospedeiros invertebrados (insetos - Triatomineos) quanto em vertebrados (mamiferos).
1- forma epimastigota; 2- forma tripomastigota metaciclica (forma infectante); 3- forma
amastigota; 4- tripomastigotas.

1.1) Epidemiologia da doenca de Chagas

A dispersdo do parasito T. cruzi é bastante ampla no continente americano,
estendendo-se desde a regido sul dos EUA, até regides meridionais do Chile e
Argentina. Por sua vez, a doenca de Chagas é mais restrita, limitando-se basicamente as
areas em que, por diferentes circunstancias bioecoldgicas e sociais, ocorreu em algum
momento a domiciliacdo de seus vetores invertebrados: os triatomineos (VINHAES e
DIAS, 2000). Apesar de haver mais de 100 espécies de triatomineos, somente algumas
espécies tém importancia epidemiologica como origem regular de infeccdo humana
(SCHMUNIS e YADON, 2010).
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Neste aspecto, a incidéncia, prevaléncia e severidade da doenca de Chagas tém
sido altas na América Latina, principalmente nas areas onde hemipteros da familia
Reduviidae, como Triatoma infestans e Rhodnius prolixus, sdo os principais vetores.

Durante o ciclo de vida de T. cruzi, hospedeiros de diferentes espécies podem ser
infectados caracterizando os ciclos doméstico e silvestre da doenca de Chagas.

O ciclo silvestre de T. cruzi envolve a interacdo de vetores e hospedeiros
silvestres em bidtopos naturais do continente americano. No &mbito silvestre, tem-se
registrado mais de 100 espécies de pequenos mamiferos infectados naturalmente com T.
cruzi, uma relacdo aparentemente muito antiga que proporciona um real equilibrio entre
parasitos e hospedeiros, em geral sem dano para as espécies (BARRETO, 1979;
RYCKMAN, 1986). Num plano mais pratico, maior importancia é dada aos
reservatorios capazes de aproximar-se dos seres humanos, caracterizando o chamado
ciclo peridoméstico.

No ciclo peridomeéstico intervém animais domésticos que atuam como
reservatorios de T. cruzi e triatomineos silvestres atraidos as casas pela luz e pelo
alimento. Esse ciclo tem grande importancia epidemioldgica, pois serve de ligacdo entre
os ciclos doméstico e silvestre (SCHMUNIS e YADON, 2010).

O ciclo doméstico é considerado o de maior importancia epidemioldgica, ja que
perpetua a infeccdo em seres humanos (SCHMUNIS e YADON, 2010). Esse ciclo é
resultante do contato entre 0 homem e o vetor envolvendo a colonizacdo de bidtopos
artificiais pelos triatomineos. Normalmente, essa colonizacdo € resultante de
modificacbes sociais e ecologicas no meio ambiente provocadas pelo homem
(VINHAES e DIAS, 2000).

Mais de 100 anos ap0s a sua descricao por Carlos Chagas, a doenca de Chagas
continua sendo um problema de salde importante na América Latina, acometendo
endemicamente cerca de 18 paises e afetando 8 milhdes de pessoas (SCHOFIELD,
JANNIN e SALVATELLA, 2006). No Brasil, 0 nimero de pessoas infectadas por T.
cruzi situa-se em torno de 3,5 milhdes, destes, aproximadamente, 600 mil no Estado de
Minas Gerais (DIAS, 2001). O custo social da doenga também é expressivo. Cerca de
75.000 trabalhadores chagasicos apresentam cardiopatia grave, incapacitando-os para o
trabalho e gerando absenteismo de 2.250.000 dias de trabalho/ano (DIAS, 2001).

As acdes de controle, centradas no combate ao vetor domiciliado atraves do
tratamento quimico das habitacdes infestadas, alcancaram toda a area endémica a partir
de 1983. O impacto sobre a transmissdo vetorial foi evidente, obtendo-se amplos e
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efetivos resultados no controle do vetor com a eliminacao de T. infestans das casas e do
ambiente peridomiciliar em é&reas endémicas, o que levou a Comissdo
Intergovernamental dos Paises do Cone Sul considerar livre da transmissdo vetorial por
essa espécie os estados de Minas Gerais, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Paraiba, Pernambuco, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (VINHAES, 2002). Mesmo assim, a
transmissdo da doenca de Chagas estd longe de ser considerada um problema do
passado. Em alguns paises da América Latina a transmissao vetorial continua sendo um
problema, e outros mecanismos de transmissdo, como transplante de érgéos, acidentes
de laboratorio, transmissdao por via oral e congénita vém despontando como as

principais responsaveis pela transmissdo da endemia nos dias atuais.

1.2) Aspectos clinicos

A doenca de Chagas apresenta um curso clinico bastante variado. Duas fases
diferentes sdo consideradas ao longo do desenvolvimento da doenca humana: a fase
aguda e a fase cronica.

Na fase aguda da doenca de Chagas, o parasito é encontrado em abundancia no
sangue e fluido cérebro-espinhal dos pacientes. Uma das caracteristicas marcantes nessa
fase da doenca, e que pode ser observada em alguns pacientes, é a porta de entrada do
parasito, que pode ser evidenciada pelo inchaco unilateral das palpebras (sinal de
Romafia), quando os parasitos penetram pela mucosa ocular.

As manifestagdes clinicas, nessa fase podem incluir febre, aumento do volume
dos linfonodos, hepatomegalia, esplenomegalia, nduseas, vémitos, diarreia, anorexia e
irritacdo das meninges (TANOWITZ et al., 1992). A parasitemia, durante a fase aguda é
relativamente alta e a taxa de mortalidade nesta fase pode alcangar 10 — 15% em certas
regides, e parece estar relacionada com o inoculo e a diversidade da populacdo de
parasitos infectantes (SCHOFIELD, 1994).

A fase cronica da doenca de Chagas compreende toda a vida do individuo depois
dos primeiros 1-2 meses da infeccdo aguda, onde se observa parasitemia sub-patente
(WENDEL et al., 1992). Seguindo um padrdo de sintomas relacionados, esta fase pode
ser subdividida em trés ou quatro formas clinicas principais: indeterminada, cardiaca,
digestiva, e em alguns casos, a forma cardio-digestiva.

Na forma cardiaca os pacientes podem apresentar arritmias, falhas cardiacas, ou

tromboembolismo. Nessa forma, o coragdo encontra-se muitas vezes dilatado e
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hipertrofiado, havendo aneurisma apical e uma miocardite progressiva e fibrosante, o
que caracteriza a cardiomiopatia chagasica. A forma digestiva é usualmente manifestada
como megaesbtfago e/ou megacolon. Na forma indeterminada, do ponto de vista clinico,
ndo ha comprometimento cardiaco ou digestivo. Pacientes portadores desta forma tém
prognosticos melhores do que os pacientes sintomaticos, entretanto 2% a 5% dos
pacientes com a forma indeterminada da doenca convertem as formas cardiaca e/ou
digestiva a cada ano (PRATA, 2001; UMEZAWA et al., 2001).

Embora ambas as formas cardiaca e digestiva apresentem aspectos patologicos
similares, como inflamacdo e denervacdo, elas diferem quanto a prevaléncia e
distribuicdo geogréfica que variam entre paises e, no interior de cada pais, entre
distintas areas endémicas (DIAS, 1992). No Brasil, cerca de 50 a 60% dos pacientes
chagasicos cronicos apresentam a forma indeterminada da doenca, 20 a 30% apresentam
a forma cardiaca, 8 a 10% apresentam a forma digestiva e menos de 2% apresentam as
formas clinicas combinadas. A ocorréncia da forma digestiva é bastante desigual
variando ainda entre as diversas regides do Brasil, sendo predominante na regido central
(DIAS, 1992; LUQUETTI et al., 1986). Ainda permanece inexplicavel por que
diferentes pacientes desenvolvem as formas clinicas cardiaca, digestiva, cardio-
digestiva ou permanecem na forma indeterminada. Atualmente, acredita-se que uma das
principais causas dessas diferentes manifestacfes clinicas esta diretamente relacionada a
variacdo genética de T. cruzi, ndo podendo descartar, dentro deste panorama, um
possivel papel para os aspectos ambientais, nutricionais, genéticos e imunoldgicos do
hospedeiro (MACEDO et al., 2004).

2) Estrutura populacional em T. cruzi

2.1) Variabilidade intra-especifica e linhagens filogenéticas

Vaérios estudos tém demonstrado que T. cruzi € um tdxon muito heterogéneo
(BUSCAGLIA e NOIA, 2003; DEVERA, FERNANDES e COURA, 2003; MACEDO
e PENA , 1998; MACEDO et al., 2001). Devido a esta grande heterogeneidade e uma
pressuposta auséncia de reproducdo sexuada em T. cruzi, conceitos basicos como
espéecie e cepa ndo sao facilmente aplicaveis (MOREL, DEANE e GONCALVES,
1986; TIBAYRENC, KJELLBERG e AYALA, 1990; TIBAYRENC et al., 1986, 1991).
O termo cepa tem sido utilizado por varios autores para designar um isolado ja estudado
do parasito obtido a partir de um hospedeiro vertebrado ou invertebrado e representa um
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conceito Util para os pesquisadores, em vista desta grande heterogeneidade observada
entre os isolados de T. cruzi.

Durante muitos anos, varios grupos de pesquisadores, ao observarem a
diversidade genética de diferentes populacdes de T. cruzi, procuravam agrupa-los com
base em marcadores moleculares distintos. VVarios nomes foram dados a estes grupos, de
acordo com o marcador ou técnica utilizados, como Zimodemas - grupo de cepas que
tem o mesmo perfil de isoenzimas (Z1, Z2 e Z3) (MILES et al., 1977, 1978, 1980) e
Esquizodemas - padrdes obtidos por polimorfismos de fragmentos de restricdo do
minicirculo (MOREL, et al., 1980), dentre outros.

Em abril de 1999, durante o Simpdsio Internacional comemorativo dos 90 anos
da descoberta da doenca de Chagas, no Rio de Janeiro, a subdivisdo da espécie T. cruzi
em dois grupos ou linhagens principais foi reconhecida, tendo resultado na
nomenclatura de T. cruzi I, primariamente associada com o ciclo silvestre da infeccéo,
correspondendo ao grupo de izoenzimas Z1 e T. cruzi Il relacionadas ao ciclo doméstico
correspondente ao grupo Z2. Algumas cepas ndo puderam ser classificadas
adequadamente em nenhum desses dois grupos, tendo permanecido sem linhagem
definida correspondente ao grupo Z3. Pelo menos parte dessas cepas apresentavam
caracteristicas hibridas ou incongruentes com a nomenclatura definida de maneira que
naquela época sua definicdo deveria ser decidida ap6s estudos adicionais
(ANNONIMOUS, 1999).

Estudos epidemioldgicos subsequentes demonstraram evidéncias da associa¢do
preferencial da linhagem T. cruzi Il com a infeccdo humana pelo menos no Brasil e
Argentina (FREITAS et al., 2005; NOIA et al., 2002). Poucos foram 0s casos de
infeccdo humana por T. cruzi | ja descritos nesses paises, e menos ainda, casos com
sintomas clinicos (BUSCAGLIA e NOIA, 2003; COURA et al., 2002; TEIXEIRA et
al., 2006). Por outro lado, Afies et al. (2004) demonstraram a ocorréncia de infecgédo
humana por cepas da linhagem T. cruzi | em pacientes venezuelanos com severas e
fatais manifestacdes clinicas de doenga de Chagas aguda.

Com o crescente desenvolvimento e aprimoramento das técnicas de biologia
molecular, diferentes metodologias baseadas na PCR utilizando marcadores multilocais
surgiram e foram utilizadas para reforcar a variabilidade genética de T. cruzi e buscar
melhor definir a posi¢do taxonémica das cepas que ndo puderam ser classificadas como
T. cruzi | ou T. cruzi Il, em 1999. Por exemplo, usando tipagens por isoenzimas e

RAPD, foi proposto que as cepas de T. cruzi poderiam ser subdivididas ndo em duas,
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mas em seis linhagens filogenéticas discretas referidas como DTUs |, lla, Ilb, llc, Ild e
lle (BRISSE, BARNABE e TIBAYRENC, 2000; BRISSE, VERHOEF e
TIBAYRENC, 2001). O esquema DTU (Discrete Typing Unit) foi definido como uma
colecdo de cepas que sdo geneticamente relacionadas e que sd@o identificadas por
marcadores moleculares comuns. As cepas de T. cruzi |, neste sistema de classificagéo,
permaneceram como uma linhagem Unica (DTU 1), as cepas de T. cruzi Il
corresponderam a sublinhagem DTU IIb. No DTU Il, além de reunir cepas da linhagem
T. cruzi I, foram reunidas as demais cepas ndo classificadas no encontro de 1999
(DTUs lla, llc, 11d e lle).

Em uma anélise posterior de sequéncias do gene mini-éxon, a fim de se
descobrir o porqué de algumas cepas do parasito ndo apresentarem produto de
amplificacdo em um ensaio de caracterizacdo desenvolvido por Souto e cols. (1996),
indicou-se a presenga de um terceiro grupo caracterizado por “indels” de
aproximadamente 50 pares de bases na regido espacadora destes genes representado por
cepas caracterizadas por isoenzimas como Z3 ou DTU llc (FERNANDES, et al., 1998).
Assim, conjuntos de iniciadores foram desenhados para diferenciar esse novo grupo de
cepas (BURGOS et al., 2007; FERNANDES et al., 2001), tornando-se assim possivel
descrever novos aspectos da estrutura populacional de T. cruzi, especialmente, no que
diz respeito a caracterizacdo de uma terceira linhagem ancestral, denominada entdo de
T. cruzi Il (FREITAS et al., 2006). Nesse trabalho, essa nova linhagem apresentou-se
constituida por cepas pertencentes ao grupo, até entdo, ndo definido de T. cruzi, as quais
foram correspondentes a sublinhagem llc proposta por Brisse et al. (2000 e 2001).

Visto o crescente nimero de novos achados sobre a estrutura da populacéo de T.
cruzi, em 2009, durante a reunido cientifica em comemoracdo ao centenario da
descoberta da doenca de Chagas, propds-se nova classificacdo em que T. cruzi foi
subdividido em seis unidades taxonomicas discretas (DTUs), foi reconhecida e
denominada de Tcl a TcVI (ZINGALES et al., 2009). A relevancia clinica e
epidemioldgica dessa subdivisdo, os aspectos filogenéticos das relagbes entre os
membros destes grupos e entre os diferentes grupos ainda estdo sob investigagdo, mas ja
foi observada associagdo parcial das linhagens com o seu ciclo de transmisséo e a sua
distribuicdo geogréafica (MILES et al., 2009; ZINGALES et al., 2012)

Vérias técnicas de tipagem molecular estdo sendo desenvolvidas, para a
caracterizacdo das seis linhagens principais de T. cruzi, a fim de se esclarecer os
aspectos epidemioldgicos e patogénicos associados especificamente a cada uma delas.
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No entanto, nenhum dos marcadores ja descritos isoladamente, permite uma resolucéo
completa das seis linhagens. Ademais, o recurso de um Unico marcador é até 0 mesmo
desaconselhavel devido a consequente perda de resolucéo resultante de troca potencial
de material genético entre algumas linhagens (LEWIS et al., 2009). Por outro lado, a
necessidade do uso de diversos marcadores e metodologias torna a caracterizacao
complexa, e por isso padronizar nova estratégia de genotipagem simples, de baixo custo
e reprodutiva aplicavel em qualquer laboratorio basico de trabalho em T. cruzi é

desejada.

2.2) Genética de popula¢tes de Trypanosoma cruzi

Como ja mencionado, existe uma grande heterogeneidade intra-especifica em T.
cruzi. E, mesmo com os consideraveis progressos da biologia celular, molecular e da
genética evolutiva, desde 1990, o debate sobre a estrutura populacional e modo
reprodutivo de T. cruzi esta longe de ser resolvido (PINTO et al., 2012; ZINGALES et
al., 2012). Nesse contexto, duas hipéteses coexistem: reproducdo clonal com trocas
genéticas eventuais e a reproducdo sexual mais frequente contribuindo para a definicédo
da estrutura populacional do parasito. Andlises de genética de populacdo, baseadas em
polimorfismos genéticos, a partir de amostras oriundas de localidades geogréaficas
dispersas, tém demonstrado que o numero observado de gendtipos em T. cruzi é
bastante inferior ao das combinacdes tedricas esperadas para cada locus, caracterizando
um grande desvio dos valores esperados para organismos se reproduzindo de maneira
aleatoria, ou seja, em equilibrio de Hardy-Weinberg (HW). Além disso, foi observado
um forte desequilibrio de ligacdo (LD) entre marcadores genéticos independentes nesses
mesmos estudos. Esses achados levaram a proposicdo de um modelo de estrutura
predominantemente clonal para as populacdes de T. cruzi (TIBAYRENC e AYALA,
2002).

Esse modelo tem sido amplamente aceito pela comunidade cientifica, pois se
baseia na auséncia de panmixia nas populacfes estudadas, na reproducdo predominante
por divisdes binarias, a presenca de desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg, no
desequilibrio de ligagdo e no conceito de que os descendentes sdo geneticamente
idénticos aos pais observados (BRISSE, BARNABE e TIBAYRENC, 2000; FREITAS
et al, 2006a; MACEDO et al., 2001; OLIVEIRA et al., 1998; ROUGERON et al., 2010;
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TIBAYRENC e AYALA, 1987; TIBAYRENC, 1995; TIBAYRENC et al., 1986,
1993).

Apesar de o modelo clonal ter sido amplamente aceito pela comunidade
cientifica, o T. cruzi ainda é considerado como um paradigma para microorganismos
patogénicos eucarioticos classificados como clonais. Por exemplo, a ocorréncia de cepas
hibridas em populagdes naturais de T. cruzi sugere que eventos de reproducdo sexuada
ocorreram, pelo menos no passado recente, e contribuiram de forma significativa para a
estrutura genética das atuais populacdes de T. cruzi. Quando essas evidéncias foram
inicialmente descritas, concordou-se que 0 modelo de reproducdo assexuada
determinado por estudos de genética de populacdo, ndo excluiam a presenca de eventos
de recombinagdo genética ocasional, os quais foram fortemente reforcados em véarios
estudos subsequentes (LEWIS et al., 2011a). Dentre esses achados merece destaque a
deteccdo de um excesso de homozigotos em detrimento dos heterozigotos, verificado
nas diferentes populacdes deste parasito, que contrasta com a expectativa esperada para
populagdes essencialmente assexuais (OLIVEIRA et al., 1998). Em organismos
assexuais os dois alelos evoluem independentemente por acimulo de mutacdes e
tendem, portanto, a um aumento da propor¢do de individuos heterozigotos na
populacdo. Esse efeito, conhecido como efeito Meselson, é o que ocorre, por exemplo,
nos rotiferos que se reproduzem assexualmente por divisdo binaria (revisado por
MACEDO et al., 2004; MACHADO et al., 2006).

Com base nessas observacdes a hipotese clonal para T. cruzi tem sido contestada
por alguns autores, entre eles 0 nosso grupo de pesquisa. A auséncia de panmixia
identificada por alguns autores para todo o taxon, ndo exclui a ocorréncia de
recombinacdo genética, visto os diferentes niveis de heterozigozidade observados em
cada populacdo (BASTIEN, BLAINEAU e PAGES, 1992). Naturalmente para que uma
troca de material genético possa ser observada em uma populagéo natural, deve haver a
oportunidade de interacdo entre os diferentes individuos. Isso ja foi observado, por
exemplo, em relagdo a presenca de homozigotos e de heterozigotos correspondentes nos
estoques e clones de T. cruzi provenientes de um mesmo hospedeiro circulante em uma
mesma &rea em populagdes naturais, proporcionando provas convincentes para a
possibilidade da troca genética (BOGLIOLO, LAURIA-PIRES e GIBSON, 1996). O
uso frequente de diferentes cepas isoladas de diferentes especies de hospedeiros e
provenientes de diferentes localidades nos trabalhos de estudos de determinagdo da

estrutura populacional de T. cruzi, é, portanto, um fator importante a ser observado.
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Em 2003, Gaunt et al. mostraram a presenca de troca de material genético em T.
cruzi produzindo clones hibridos in vitro através da mistura de duas populacbes de
parasitos, cada uma carregando diferentes marcadores de resisténcia a drogas. Depois de
alguns ciclos de passagem em cultura de células, observou-se a presenca de um novo
clone de T. cruzi duplo-resistente, mostrando a fusdo de genotipos, perda de alelos,
recombinacdo homologa e heranca uni-parental do maxicirculo. Isto corrobora com
observacgdes anteriores sobre a ocorréncia de linhagens hibridas naturais, tais como o
clone CL Brener, objeto do primeiro projeto genoma da espécie, que aparentemente se
originou de uma fusdo entre cepas pertencentes as linhagens Tcll e Tclll (BRISSE et
al., 2003; ELIAS et al., 2005; FLORES-LOPEZ e MACHADO, 2011; FREITAS et al.,
2006b; GAUNT et al., 2003; MACHADO e AYALA, 2001; WESTENBERGER et al.,
2005).

Demonstrada a ocorréncia de eventos de recombinacdo no tdxon T. cruzi, um
grande esforco tem sido dispensado no sentido de identificar as cepas parentais que
originaram as cepas hibridas em T. cruzi. Entretanto, dependendo do marcador genético
empregado, diferentes histérias evolutivas foram neste contexto reconstruidas
(BURGOS et al., 2013; FLORES-LOPEZ e MACHADO, 2011; FREITAS, DE et al.,
2006b; STURM et al., 2003; WESTENBERGER et al., 2005). Duas hipoteses
principais predominam: a primeira sugerindo a existéncia de dois eventos de hibridag&o,
um deles envolvendo cepas das linhagens Tcl e Tcll e outro envolvendo Tcll e Tclll
(WESTENBERGER et al., 2005). A segunda hip6tese, também sugerindo a ocorréncia
de dois eventos de hibridacdo, mas ambos entre cepas das linhagens Tcll e Tclll
(FREITAS et al., 2006). Mais recentemente, outras evidéncias reforcaram a hipétese da
ocorréncia de dois eventos de hibridizacdo entre Tcll e Tclll, com diferenca somente
em como essas linhagens divergiram ao longo dos anos. Essas evidéncias,
diferentemente da hipétese proposta por Freitas et al. (2006), demonstraram que Tcl e
Tcll poderiam ser 0s unicos ancestrais de todas outras linhagens, sendo Tclll e TclV
derivadas de Tcl (BURGOS et al., 2013). Essas incongruéncias entre as hipdteses
apresentadas, principalmente em relacdo a quais séo as cepas ancestrais de todas as
linhagens de T. cruzi, poderiam ser resolvidas através de estudos focados em cepas
pertencentes as linhagens Tclll e TclV, cujos genomas ainda ndo foram publicados
(Figura 2). Uma observacdo interessante € que todas as cepas sabidamente resultantes

de eventos de hibridizacdo entre Tcll e Tclll apresentaram DNA mitocondrial
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exclusivamente originado de Tclll (FREITAS et al., 2006). Sugerindo que esta cepa
seria a doadora de DNA mitocondrial nos hibridos.

i
| T. cruzi Ancestor | : | T. cruzi Ancestor | | T. cruzi Ancestor |

v v
—!Tcl [reir}i [Ter] o] (il [Felv] i [er] [Tell]
[Tell

0o e i l [1]

(Westenberger et al., 2005) (Freitas et al., 2006) (Burgos et al., 2013)

Figura 2. As trés principais hip6teses existentes explicando a origem das seis linhagens
de T. cruzi. Como pode-se observar existem incogruéncias entre elas, principalmente
em relacdo a origem das linhagens Tclll e TclV.

Mais recentemente, Lewis et al. (2011), através de uma reconstrucéo
filogenética usando maxima verossimilhanca e inferéncia bayesiana, dataram o0s
principais eventos evolutivos do clado T. cruzi, incluindo o aparecimento das linhagens
hibridas TcV e TcVI, que foi estimado ter ocorrido nos ultimos 60.000 anos. Eles
também encontraram evidéncias para a recente troca genética entre Tclll e TclV e entre

Tcl e TclV, dados, até entdo, ndo observados por outros grupos.

3) O genomado T. cruzi

3.1) Genoma mitocondrial

Trypanosoma cruzi, assim como 0s demais tripanossomatideos, apresentam uma
Unica e grande mitocéndria contendo uma rede complexa de moléculas circulares de
DNA denominada de cinetoplasto ou KDNA. O kDNA é composto por dois tipos de
moléculas circulares denominadas de minicirculo e maxicirculo que diferem tanto no
tamanho como na funcdo (JUNQUEIRA, DEGRAVE e BRANDAO, 2005; SILVEIRA,
2000).

Os minicirculos possuem cerca de 1.400 pares de base (pb) e estdo presentes em
torno de 10.000 a 20.000 cépias por célula. Neles estdo contidas as regides que

transcrevem os pequenos RNAs, denominados RNAs guia (JRNAS), envolvidos no
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processo de editoracdo (adicdo ou delecdo de uridinas) dos mRNAs das enzimas
mitocondriais desses organismos (HAJDUK e SABATINI, 1996; JUNQUEIRA,
DEGRAVE e BRANDAO, 2005; SILVEIRA, 2000; STUART, 1995).

Os maxicirculos, por sua vez, possuem cerca de 22 kb de tamanho e 0 numero de
copias por célula varia de 20 a 50. Os genes de algumas proteinas da cadeia respiratdria
(ATPases, complexo do citocromo oxidase, NADH desidrogenase) e rRNAs
mitocondriais estdo localizados nessa molécula. Portanto, pode-se considerar o
maxicirculo como um homologo a0 DNA mitocondrial dos demais eucariotos
(JUNQUEIRA, DEGRAVE e BRANDAO, 2005, SILVEIRA, 2000;
WESTENBERGER et al., 2006). Uma caracteristica importante dos maxicirculos, além
da presenca de varios genes, é a falta de alguns elementos-chave para a sua traducao,
como codons de iniciacdo ou janelas abertas de leitura, 0 que € resolvido através da
adicdo e/ou remocédo de uridinas feito pds-transcricionalmente através do mecanismos
de editoragdio de genes presentes nos minicirculos (SIMPSON, 1987;
WESTENBERGER et al., 2006).

Ja estdo disponiveis em banco de dados publicos, como o do NCBI, as
sequéncias completas de DNA da regido codificante do maxicirculo de trés cepas de T.
cruzi sendo elas, as dos clones CL Brener (TcVI), Sylvio x10 (Tcl) e Esmeraldo (Tcll).
Além das regibes codificantes, os maxicirculos de T. cruzi também apresentam regides
ndo codificantes variando de tamanho entre 4 a 6 kb, bem como a presenca de um
elemento apresentando sequéncia conservada que parece servir como a origem de
replicacdo do maxicirculo e uma regido variavel e repetitiva ndo conservada entre cepas
(RUVALCABA-TREJO e STURM, 2011; WESTENBERGER et al., 2006).

Estudos preliminares conduzidos pelo grupo da Prof.2 Bianca Zingales haviam
demonstrado um aumento da expressdo do gene NADH desidrogenase subunidade 7
(ND7), em cepas isoladas de pacientes apresentando a forma cardiaca da doenga de
Chagas em relagdo as cepas isoladas de pacientes com a forma indeterminada,
sugerindo, um possivel marcador para uso na via de diagndstico e prognéstico da
doenga (BAPTISTA et al., 2006). Todavia, estudos posteriores do nosso grupo em
colaborag¢do com o grupo da Profa. Bianca Zingales ndo confirmaram aqueles primeiros
achados (CARRANZA et al., 2009). Nesse ultimo estudo ficou demonstrado que, do
ponto de vista gendbmico, havia trés diferentes subtipos mitocondriais em cepas de T.
cruzi Il isoladas pacientes chagasicos independentemente da forma clinica apresentada,
embora todos eles pertencentes ao haplogrupo ou clado mitocondrial C, especifico de
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cepas da linhagem Tcll. Esses subtipos eram resultantes da presenca ou ndo de delecdes
em genes das subunidades 4 e 7 da NADH desidrogenase (ND4/CR4 e ND?7),
(CARRANZA et al., 2009) (Figura 3).

| Ancestral T. cruzi |

/\

T. cruzil/DTU | DTU Il ancestor

Mt clade A /\

| 7. cruzin | | T cruzinivvvi |
Mt clade C Mt clade B

Mt 530/500

Mt 530/900 Mt 300/900

Figura 3. Cepas de T. cruzi Il pertencentes ao clado mitocondrial C. E possivel
observar a existéncia de trés perfis subtipos mitocondriais dependendo da presenca ou
auséncia de delegdes nos marcadores ND4/CR4 (300/530 pb) e ND7 (500/900 pb).
Esquema modificado de Carranza et al. (2009).

3.2) Genoma nuclear

O conteudo de DNA total por célula em T. cruzi varia de 125 a 330 fg sendo 16
a 30% pertencente ao DNA do cinetoplasto (HENRIKSSON, ASLUND e
PETTERSSON, 1996; MCDANIEL e DVORAK, 1993).

A existéncia de poliploidia e um intenso polimorfismo cromossdémico tanto em
namero quanto em tamanho entre cepas e clones de T. cruzi pode ser responsavel por
essas variagdes de conteudo de DNA (DVORAK, 1993; HENRIKSSON, ASLUND e
PETTERSSON, 1996; WAGNER e SO, 1990).

A organizagdo da cromatina dos tripanossomas difere em varios aspectos
daquela encontrada nos eucariotos superiores e mesmo em outros protistas. Devido a
deficiéncia de proteinas histdnicas semelhantes a H1, 0s cromossomos nao se
condensam durante a divisdo celular, dificultando sua analise pelos métodos
convencionais de citogenética (ASLUND et al., 1994; TORO e GALANTI, 1988). Em

2009, se propds a existéncia de 41 pares de cromossomos para o clone CL Brener,

29



organismo modelo utilizado no primeiro Projeto Genoma de T. cruzi (WEATHERLY,
BOEHLKE e TARLETON, 2009).

Estudos envolvendo a ploidia em T. cruzi tém apoiado a ideia de uma
constituicdo predominantemente diploide para o genoma deste parasito. O primeiro
genoma nuclear completamente sequenciado de T. cruzi, representado pelo clone CL
Brener, foi publicado em 2005, tendo sido estimado um tamanho entre 106,4 e 110,7
Mb. Cerca de 60% (60,4 Mb) do genoma foi montado e anotado, sendo preditos 22.570
produtos génicos dos quais pouco mais da metade (12.570) representam copias alélicas.
Pelo menos 50% deste genoma diploide € composto por sequéncias repetitivas,
consistindo principalmente por grandes familias de genes que codificam para proteinas
de superficie, retrotransposons e repeti¢oes subteloméricas. (EL-SAYED, et al., 2005).

A comparacdo dos contigs de CL Brener com as reads provenientes do
sequenciamento do genoma do clone Esmeraldo, permitiu distinguir dois haplétipos
diferentes em CL Brener, os quais foram chamados de haplétipos Esmeraldo like e Non-
Esmeraldo like com um grau de divergéncia de 5.4%. Estes dois haplétipos mostraram
um maior nivel de conservacdo nas regides codificadoras de proteinas (diferenca de
2.2%) do que nas regides intergénicas, mostrando que a maior parte das diferencas foi
devida a inser¢des/delecdes em regides intergénicas e subteloméricas e/ou amplificacdo
de sequéncias repetitivas (EL-SAYED et al., 2005).

Mais recentemente, 0 mesmo estudo foi feito com o genoma do clone Sylvio
X10/1 de T. cruzi, e ndo foram visualizadas diferencas significativas no conteudo
génico entre os dois genomas, com excecdo de seis ORFs (Open Reading Frames)
presentes em CL Brener e ausentes em Sylvio X10/1 e uma diferenga no tamanho do
genoma do mesmo, que é menor que o de CL Brener (FRANZEN et al., 2011). Além
dessas sequéncias, outros genomas de T. cruzi ja foram sequenciados, como é o caso do
clone JR (Tcl), que apesar de ja ter sido sequenciado, ainda ndo teve seu estudo de
comparacdo gendmica publicado, e o clone CL14 (TcVI), que apesar de ser um clone
distinto também foi isolado da cepa parental CL. O clone CL14 possui uma
caracteristica peculiar de ser um clone ndo virulento para animais diferentemente do
clone CL Brener (ATAYDE et al., 2004). Os genomas dos clones derivados das cepas
Arequipa (Tcl), Colombina (Tcl), Y (Tcll) e CANIII (TclV) também ja estdo sendo

montados por outros grupos de pesquisa.
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4) Justificativa

Ainda h& muito a se discutir sobre a estrutura populacional de T. cruzi. Embora
importantes avancos tenham sido feitos, muitas perguntas ainda precisam ser
respondidas a fim de verificar a ocorréncia e a frequéncia de recombinacdo entre
parasitos, como T. cruzi. Uma grande dificuldade de avaliar este pardmetro se encontra
nos delineamentos experimentais até entdo utilizados envolvendo a comparacdo de
populacgdes isoladas geograficamente. Nossa hipotese é que se hd uma grande distancia
geografica ou qualquer isolamento fisico que impeca o livre encontro entre as
populacbes analisadas, dependendo da dindmica migratéria, a chance de recombinacao
entre elas é pequena. Assim, em populagdes de mesma linhagem e pertencentes a uma
Unica ou proxima regido geografica, haveria uma maior probabilidade de encontro
destas populacGes e consequentemente maior frequéncia de eventos de recombinacédo
entre elas. Ainda tendo em vista a possibilidade de ocorréncia de recombinacéo entre
populagdes naturais de T. cruzi, torna-se interessante buscar estudos mais aprofundados
sobre as linhagens ancestrais deste taxon. Entre as linhagens j& apontadas como
possivelmente ancestrais, a linhagem Tclll encontra-se até entdo sem genoma
sequenciado. O seu sequenciamento torna-se muito relevante para melhor caracterizagdo
da importancia da mesma na origem e evolucdo de T. cruzi.

Para a realizacdo de estudos populacionais temos a disposicdo um grande
volume de dados que se encontram atualmente dispersos em diferentes bancos de dados
como o GeneBank, TriTrypDB, entre outros. Desta forma, mesmo com as indmeras
sequéncias de genes e outros marcadores moleculares ja disponiveis para T. cruzi,
muitas dessas informacdes sdo subutilizadas ou erroneamente utilizadas em estudos
populacionais do parasito. Para o melhor aproveitamento dessas informagdes torna-se
necessario, alem da geracdo de novos dados, desenvolver e refinar ferramentas
experimentais e computacionais que facilitem a extracdo destas informacfes e que
ajudem a melhor esclarecer aspectos da estrutura populacional, ecoepidemiologia e
evolugéo de T. cruzi.

Para a geragdo de novos dados, outro problema encontrado hoje em dia é uma
metodologia ideal para montagem de genomas altamente repetitivos, como o de T.
cruzi, utilizando sequenciamento de nova geracdo. Em trabalhos anteriores, a estratégia
escolhida para a base da montagem de genomas de T. cruzi, como uma tentativa de se

minimizar este problema, optou-se pelo sequenciamento com a plataforma 454 que
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produz reads mais longas, juntamente com a plataforma Illumina que produzem reads
de maior qualidade, porém mais curtas (FRANZEN et al., 2011). Apesar de bons
resultados com esta metodologia hibrida, além de tornar o processo de sequenciamento
caro e trabalhoso, esta com os dias contados tendo em vista que recentemente foi
anunciada a descontinuidade da plataforma 454. Torna-se entdo necessaria a
padronizacdo de uma nova metodologia para montar estes genomas somente utilizando
reads curtas obtidas em plataformas de sequenciamento de Ultima geracéo.

Com os novos dados, a criacdo de uma ferramenta capaz de clusterizar e
encontrar padrdes para procura de alvos a serem usados para ensaios de caracterizacdo
molecular tornam-se necessaria. Até porque mesmo existindo metodologias de
caracterizacdo das seis linhagens de T. cruzi, a mais eficaz delas até agora, faz uso de
enzimas de restricdo (Alul), que aumentam muito o valor e o tempo de execucdo do
ensaio. Com isso torna-se necessario otimizar e encontrar novos marcadores para estas
metodologias experimentais de caracterizacdo de linhagens filogenéticas que
futuramente sejam utilizadas no estudo de populagdes presentes em tecidos dos

pacientes chagasicos cronicos.
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1. OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto é refinar os estudos da estrutura populacional e
evolugcdo das linhagens principais de Trypanosoma cruzi através de abordagens
moleculares e computacionais alternativas e mais contemporaneas. Para alcancarmos

este objetivo no presente projeto propomos 0s seguintes objetivos especificos:

1- Avaliar a ocorréncia de recombinacdo sexuada entre cepas distintas de T.
cruzi da linhagem Tcll oriundas de diferentes regides geogréaficas.

2- Otimizar metodologias experimentais multiplex de caracterizagdo de
linhagens filogenéticas de T. cruzi adequadas ao estudo de populagdes presentes
em tecidos dos pacientes chagasicos cronicos.

3- Sequenciar e desenvolver uma metodologia de montagem com dados
provenientes da plataforma de nova geracdo Illumina, para a obtencdo do
genoma completo de um clone da cepa 231 da linhagem T. cruzi IlI.

4- Realizar um estudo de genémica comparativa entre 0 genoma de Tclll e os
dados gendmicos disponiveis de outras linhagens para resolver o papel e origem
da linhagem Tclll meio as seis linhagens atualmente propostas.

5- Desenvolver novos algoritmos de predicdo de candidatos tetranucleotidicos

responsaveis pela divisdo de grupos génicos em populacdes de T. cruzi.
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I1l. MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho a metodologia foi agrupada em funcgdo dos objetivos especificos

para facilitar o acompanhamento posterior dos resultados.

1) Avaliacéo a presenca de recombinacéo entre cepas de T. cruzi Il
1.1) Cepas de T. cruzi utilizadas neste trabalho

Os isolados dos parasitos caracterizados neste projeto foram obtidos de 60
pacientes na fase cronica da doenga residentes em diferentes cidades do estado de Minas
Gerais, gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Egler Chiari, Laborat6rio de Biologia do T.
cruzi, Departamento de Parasitologia, UFMG. Além dessas cepas foram também
utilizadas outras 28 cepas de T. cruzi isolados de pacientes provenientes de diferentes
estados brasileiros e alguns pertencentes a outros paises da América Latina, ja
caracterizados em trabalhos anteriores (FREITAS et al., 2006a). Esses tltimos isolados,
obtidos de residentes de fora de Minas Gerais, foram utilizados como grupo controle
para comparag6es nos calculos de desequilibrios de HW e LD. Todas as cepas utilizadas
no presente projeto foram obtidas com o consentimento esclarecido dos pacientes
seguindo procedimentos aprovados pelo Comité de ética da UFMG 087/99, Belo
Horizonte MG, Brasil.

Os parasitos foram obtidos por hemocultura (CHIARI et al., 1979) e para
minimizar a selecdo dos parasitos, as culturas foram mantidas em tubos individuais no
laboratério num curto periodo de tempo e cultivadas por apenas duas passagens
sucessivas em meio LIT (Liver Infusion Triptose). ApGs o crescimento, estas culturas
foram lavadas 3 vezes com Krebs Ringer-Tris, pH 7.3, centrifugando a 2.000xg por 15
min a 4°C e estocadas até a extracdo de DNA a -20°C. A Tabela 1 mostra a relacdo das
cepas de T. cruzi Il obtidas de pacientes humanos utilizadas neste estudo e sua origem

geografica.
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Tabela 1 — Cepas e clones de Trypanosoma cruzi Il analisados na primeira etapa do
trabalho.

Cepalisolado® Origem Cepalisolado* Origem

002 B MG/Brasil 154 a MG/Brasil
003 a MG/Brasil 162 a MG/Brasil
005 B MG/Brasil 128 a BA/Brasil
007 B MG/Brasil 38 MG/Brasil
009 B MG/Brasil 013 a MG/Brasil
010B MG/Brasil 016 B MG/Brasil
011 B MG/Brasil 192 a MG/Brasil
012 a MG/Brasil JG MG/Brasil
012B MG/Brasil 022 b BA/Brasil
013 B MG/Brasil 003 B MG/Brasil
019 a MG/Brasil 002 a MG/Brasil
020B MG/Brasil 005 a MG/Brasil
023 B MG/Brasil 006 a MG/Brasil
024B MG/Brasil 021B MG/Brasil
025B MG/Brasil 097 a MG/Brasil
026 B MG/Brasil 188 a MG/Brasil
029 a MG/Brasil Be62? MG/Brasil
03la MG/Brasil Esmeraldo® MG/Brasil
037a MG/Brasil GMS? MG/Brasil
044 a MG/Brasil 19539? MG/Brasil
045 a MG/Brasil Masl cl1? MG/Brasil
050 b MG/Brasil MPD? MG/Brasil
053 a MG/Brasil Tula cl2? MG/Brasil
055 a MG/Brasil 847 MG/Brasil
058 a MG/Brasil 169/12 MG/Brasil
065 b MG/Brasil 200pm? MG/Brasil
067 a MG/Brasil 209° MG/Brasil
079 a MG/Brasil 239? MG/Brasil
083a MG/Brasil 803° MG/Brasil
085a MG/Brasil 1005° MG/Brasil
090 a MG/Brasil 1014 MG/Brasil
092 a MG/Brasil 1043° MG/Brasil
094 a MG/Brasil 19317 MG/Brasil
103 a MG/Brasil GOCH? GO/Brasil
105a MG/Brasil 577° GO/Brasil
109 a MG/Brasil 578° GO/Brasil
110 a MG/Brasil 580° GO/Brasil
115 b MG/Brasil 1837447 GO/Brasil
116 a MG/Brasil CP195/94° P1/Brasil

120 a MG/Brasil OPS27/94? P1/Brasil

129a MG/Brasil GLT564 RJ/Brasil

132a MG/Brasil GLT593 RJ/Brasil

138 a MG/Brasil Y? SP/Brasil

146 a MG/Brasil CP111/94° Colombia

L A linhagens destas cepas de T. cruzi foram previamente determinadas pela amplificagio do gene rDNA 24Sa (Souto et al., 1996),
do espagador intergénico dos genes mini-exon (Burgos et al.,2007) e pelo RFLP do gene mitocondrial Citocromo Oxidase Il (Freitas
et al., 2006), e caracterizadas como T. cruzi II, de acordo com Zingales et al. (2009) realizada este trabalho. ? Informagdes obtidas

das amostras previamente caracterizadas por Freitas et al. (2006).
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1.2) Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA 60 cepas de T. cruzi isoladas por hemoculturas foram
submetidas a um processo de extracdo de DNA total com fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico (25:24:1) de acordo com Macedo et al. (1992). O DNA total foi precipitado
usando 10% acetato de sodio 3M e etanol absoluto. Em seguida, o DNA foi
ressuspendido em 20uL de agua Milli-Q estéril e quantificado utilizando um gel de
agarose 1% e padrdes de concentracdo de DNA para comparacdo. Além disto, as
amostras foram dosadas no Nanodrop (Thermo Scientific) para confirmar a dosagem em
gel. Apos a dosagem, uma aliquota da amostra concentrada foi diluida para 1ng/uL e o
restante estocado para estoque. Para cada ensaio de PCR, foram usados 3uL de cada

amostra diluida a 1ng/uL.

1.3) Caracterizacdo das linhagens filogenéticas das amostras de T. cruzi

Para a determinacdo das linhagens filogenéticas das amostras de T. cruzi
utilizadas neste trabalho, foi utilizado um protocolo constituido de trés ensaios
subsequentes, como proposto por Macedo e colaboradores (D’AVILA et al., 2009). Esta
triagem se baseia incialmente pela analise por PCR-RFLP do gene Citocromo Oxidase
subunidade 11 (COII) constituida da amplificacdo de um fragmento de aproximadamente
375pb do gene, seguida pela digestdo com a enzima de restricdo Alu | (FREITAS et al.,
2006a), que nos permite discriminar as linhagens T. cruzi | e T. cruzi Il das demais
linhagens (T. cruzi 111-V1). O segundo passo é realizado utilizando o polimorfismo de
tamanho do espagador intergénico dos genes mini-exon (BURGOS et al., 2007)
aplicado neste caso para dividir as linhagens néo classificadas na primeira etapa em dois
subgrupos, um formado por T. cruzi Il e T. cruzi IV e o outro por T. cruzi V e T. cruzi
VI. A terceira e Ultima etapa consiste na caracteriza¢do do polimorfismo de tamanho do
gene rDNA 24Sa (SOUTO et al., 1996) que diferencia as amostras contidas em cada um

desses subgrupos. O esquema dessa triagem pode ser conferido na Figura 4.
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Figura 4. Ensaio triplo, tal como recomendado por Macedo e colaboradores, para
discriminar as linhagens de T. cruzi (MACEDO e SEGATTO, 2010). Inicialmente, 0s
isolados devem ser analisados por PCR-RFLP do gene COIl (FREITAS et al., 2006a),
permitindo a discriminacdo de Tcl e Tcll das demais linhagens (Tc II-VI ). Um
segundo passo compreendendo uma PCR do espacador intergénico ITS do gene de
mini-éxon (BURGOS et al., 2007) é aplicado aos isolados nao classificados na primeira
etapa, resultando em dois grupos distintos, um formado por Tclll e TclV e um outro por
TcV e TcVI. O passo final consiste na analise do polimorfismo de rDNA 24Sa por PCR
(SOUTO et al., 1996). Os tamanhos dos fragmentos esperados para cada linhagem é
apresentado em pares de base (pb).

1.3.1) Analises de polimorfismo do gene da subunidade 11 do citocromo oxidase de T. cruzi

Para a amplificacdo da regido génica que compreende a subunidade Il da enzima
citocromo oxidase mitocondrial (COII) de T. cruzi, o DNA das amostras do parasito foi
adicionado a uma solucdo de PCR composta de 10mM Tris-HCI pH 8,8, 25mM KClI,
3,5mM MgCl,, 1U Tag DNA Polimerase Platinum (Invitrogen), 250uM de cada dNTP,
0,3uM dos iniciadores TcMitl0 e TcMit21 (Tabela 2), 3uL de DNA (1ng/uL) e
quantidade de H,O Milli-Q estéril suficiente para 15uL. O programa utilizado para a
amplificacdo consiste de uma desnaturagéo inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 40
ciclos constituidos de um passo de desnaturagcdo por 45 segundos, anelamento a 45°C
por 45 segundos e extenséo a 72°C por 1 minuto.

Os produtos amplificados foram resolvidos em gel de agarose 2%.
Posteriormente, 10uL da PCR foram submetidos a uma digestdo empregando-se a
enzima de restricdo Alul (Fermentas), conforme instrucdo do fabricante. A analise dos

polimorfismos de tamanho dos fragmentos de restricdo para este gene, foi realizada em
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gel de poliacrilamida 6% corado pela prata. Como padrdes de comparacdo dos RFLP,
foram utilizados DNA de cepas e clones caracteristicos das linhagens de T. cruzi |
(Haplétipo A) e T. cruzi Il (Haplétipo C). Entretanto, esse marcador ndo diferencia as
demais linhagens, pois elas apresentam o mesmo perfil de restricdo para o gene COIl
(Haplotipo B). Como padrdo para os haplotipos A, B e C, foram utilizados
respectivamente, o clone Col 17G2, o clone hibrido CL Brener e a cepa JG (FREITAS,
et al., 2006a). O perfil de bandas esperado para cada linhagem é de 30/81/264 pb para
amostras do hapldtipo A, 81/82/212 pb para o haplétipo B e 81/294 pb para o haplétipo
C.

1.3.2) Anélise do polimorfismo do espacador intergénico ITS do gene de mini-éxon
de T. cruzi

Para a amplificacdo da regido intergénica ITS do gene de mini-éxon, 0 DNA das
amostras de T. cruzi foi adicionado a uma solucdo de PCR composta de 20mM Tris-HCI
pH 8,4, 50mM KCI, 3mM MgCl,, 250 uM de cada dNTP, 3uM de cada iniciador (TclIl
e UTCC — Tabela 2), 1U Taq DNA Polymerase Platinum (Invitrogen), 1uL de DNA
total (1ng/uL) e quantidade de H,O Milli-Q estéril suficiente para 15uL. Os iniciadores
utilizados (Tabela 2) reconhecem posicoes entre 368-386 pb e 546-570 pb da unidade
repetitiva do mini-éxon de T. cruzi (BURGOS et al., 2007), quando bandas de
aproximadamente 200 pb para amostras de T. cruzi Ill e T. cruzi IV e de 150 pb para as
demais linhagens.

Os ciclos de amplificacdo da PCR consistiram de uma etapa de desnaturacao
inicial de 3 minutos a 94°C, seguida de 3 ciclos constituidos de uma fase anelamento a
68°C por 1 minuto, extensdo dos iniciadores a 72°C e desnaturacdo a 94°C por 1
minuto. A cada trés ciclos a temperatura de anelamento foi sequencialmente diminuida
para 66, 64, 62 e 60°C. A esta Ultima temperatura o nimero de ciclos foi aumentado
para 35, sendo seguido por uma extensao final dos iniciadores a 72°C por 10 minutos. A
analise dos produtos amplificados, em gel de poliacrilamida 6% corado pela prata,
permite distinguir a linhagens de T. cruzi Il e IV (estas apresentam um amplicon de
200pb) das cepas das demais linhagens T. cruzi I, I,V e VI (estas apresentam um
amplicon de 150-157pb) (BURGOS et al., 2007). Como padrdo de comparagdo foram
utilizados DNA de cepas ou clones caracteristicos de cada linhagem, os clones 231 e

CANIII foram utilizados como representantes do grupo com amplicon de tamanho de
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200 pb e os clones Colombiana 17G2, JG, SO3CI5 e CL Brener como representantes do
grupo com amplicon de tamanho de 150-157 pb.

1.3.3) Analises do polimorfismo do gene rDNA 24sa de T. cruzi

Para a tipagem do rDNA 24Sa, 0 DNA das amostras de T. cruzi foi adicionado a
uma solucdo de PCR composta de 10mM Tris-HCI pH 9,0, 50mM KClI, 0,1% Triton X-
100 (Buffer B, Promega), 3,5mM MgCl,, 1U Taq DNA Polymerase Platinum
(Invitrogen), 200uM de cada dNTP, 0,25uM de cada iniciador (D71 e D72 — descritos
na Tabela 2), 2uL de DNA (1ng/uL) e quantidade de H,O Milli-Q estéril suficiente para
12,5uL.

Os ciclos de amplificacdo consistiram de uma desnaturacdo inicial & 94°C por 1
minuto, seguido de 30 ciclos constituidos de um passo de desnaturacdo por 30
segundos, um passo de anelamento a 60°C por 30 segundos e um passo de extensao a
72°C por 30 segundos (SOUTO et al., 1996).

Ap6s a amplificacdo, uma aliquota de 5uL dos produtos da PCR foi analisada
em gel de acrilamida 6% corado pela prata para a visualiza¢cdo dos amplicons. Como
controles das amplificacbes foram utilizados DNA de cepas ou clones padrdo que
representam as linhagens de T. cruzi | (tamanho esperado de 110), T. cruzi Il (tamanho

esperado de 125pb) e T. cruzi V (tamanhos esperados de 110 e 125pb).

1.4) Caracterizacdo dos genes mitocondriais ND4 e ND7 das amostras de T. cruzi

Para a anélise de polimorfismos do DNA mitocondrial, amplificagdes por PCR
da sequéncia de ND7 e de ND4/CR4 foram realizadas utilizando os iniciadores ND7-
direto e ND7-reverso e ND4-direto e ND4-reverso (Tabela 2). Os ciclos de amplificagéo
dos genes ND7 e ND4/CR4 consistiram de uma desnaturagdo inicial a 94°C por 2
minutos, seguido de 30 ciclos constituidos de um passo de desnaturagdo a 94°C por 1
minuto, um passo de anelamento a 60°C (ND7) e a 55°C (ND4/CR4) e por 1 minuto e
um passo de extensdo a 72°C por 1 minuto, seguidos de um passo final de extensdo de
10 minutos a 72°C (BAPTISTA et al., 2006; CARRANZA et al., 2009). Os produtos de
PCR de ND7 e ND4/CR4 genes foram separados em geis de agarose a 1% e corados

com brometo de etidio.

41



1.5) Caracterizacdo de microssatelites nas amostras de T. cruzi

O DNA de cepas de T. cruzi provenientes somente de hospedeiros humanos foi
submetido a ensaios de PCR com cinco loci de microssatélites compostos por repeticdes
de dinucleotideos, trés loci de trinucleotideos e um locus de tetranucleotideo.
Totalizando para esse estudo nove marcadores polimérficos, alguns fisicamente ligados,
sendo eles SCLE11, SCLE10, MCLEO1, MCLF10, MCLG10, TCAATS8, TCATT14,
TCTAT20 e TCAAAT6 (OLIVEIRA, RIVA P et al., 1998; VALADARES et al., 2008).
As sequéncias dos iniciadores utilizados para a amplificacdo desses loci de
microssatélites no genoma de T. cruzi estdo descritas na Tabela 2.

Os ciclos de amplificacdo para todos os loci microssatélites consistiram de uma
etapa de desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos seguida de 5 ciclos constituidos de
uma etapa de anelamento a 58°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 1 minuto e
desnaturacdo a 94°C por 30 segundos. A cada cinco ciclos a temperatura de anelamento
foi diminuida para 55, 53, 51 e 48°C. A esta Ultima temperatura, o nimero de ciclos foi
aumentado para 15, sendo seguido por uma extens&o final dos iniciadores a 72°C por 10

minutos.
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Tabela 2 - Sequéncias dos iniciadores utilizados neste projeto.

Iniciador Sequéncia
ND4-direto 5’-AAACTCTATCTTTCGAAAACCC-3’
ND4-Reverso 5’-GGGAAAAATAGACTTTCAAAAAGTATC-3’
ND7-direto 5’-AAGAAAAGAGGGGACAAACG-3’

ND7-reverso
SCLE10-direto
SCLE10-reverso
SCLE11-direto
SCLE11-reverso
MCLF10-direto
MCLF10-reverso
MCLG10-direto
MCLG10-reverso
MCLEO1-direto
MCLEO1-reverso
TCAATS8-direto
TCAATS8-reverso
TCATT14-direto
TCATT14-reverso
TCTAT20-direto
TCTAT20-reverso
TCAAATG6-direto
TCAAATG-reverso
D71-direto
D72-reverso
TcMit10

TcMit21
Tclll-direto
UTCC-reverso

5-AAAAATCCCCTTCCAAAAGC-3’
5’-GATCCCGCAATAGGAAAC-3'
5’-FluoresceinaGTGCATGTTCCATGGCTT-3'
5’-FluoresceinaACGACCAAAGCCATCATT-3'
5’-GATGCTAACTGCTCAAGTGA-3'
5’-FluoresceinaGCGTAGCGATTCATTTCC-3'
5’-ATCCGCTACCACTATCCAC-3'
5’-FluoresceinaAGGAGTCAAATATAATGAGGCA-3
5-ACGTGTGAAAGGCATCTATC-3'
5’-FluoresceinaCTGCCATGTTTGATCCCT-3'
5’-CGTGTACATATCGGCAGTG -3'
5'-FluoresceinaACCTCATCGGTGTGCATGTC-3'
5-TATTGTCGCCGTGCAATTTC-3'
5'-FluoresceinaTTATGGATGGGGTGGGTTTG-3'
5-AGCAATAATCGTATTACGGC-3'
5'-FluoresceinaGATCCTTGAGCAGCCACCAA-3'
5-CAAATTCCCAACGCAGCAGC-3'
5'-FluoresceinaGCCGTGTCCTAAAGAGCAAG-3'
5-GGTTTTAGGGCCTTTAGGTG-3'
5’-AAGGTGCGTCGACAGTGTGG-3"
5>-TTTTCAGAATGGCCGAACAGT-3’
5’-CCATATATTGTTGCATTATT-3’
5’-TTGTAATAGGAGTCATGTTT-3’
5’-CTCCCCAGTGTGGCCTGGG-3’
5’-CGTACCAATATAGTACAGAAACTG-3’

1.5.1) Determinacéo do tamanho dos alelos de microssatélites

Para a determinacdo do tamanho dos alelos dos microssatélites, uma aliquota de
1 a 3ul do produto da PCR, utilizando iniciadores fluorescentes, foi desnaturada a 90°C
por 3 minutos e, depois, submetida a uma eletroforese em gel de poliacrilamida 6%
desnaturante (8M uréia) no sequenciador automatico de DNA A.L.F (GE Healthcare,
Milwaukee, Wisconsin, USA). A corrida foi feita por 10 horas, a 45°C.

Como padrédo externo das corridas eletroforéticas, foram utilizadas escadas
alélicas contendo uma mistura de fragmentos fluorescentes de pesos moleculares
variando de 50 em 50pb, (sizer 50-500, GE Healthcare), na concentracdo de 5fmol/
fragmento. Para cada canaleta aplicada, incluindo aquelas contendo os padrdes externos,
foram acrescentados fragmentos fluorescentes de tamanhos conhecidos (75, 155, 210 e

320pb) que foram utilizados como padrdes internos nas corridas.
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Os resultados obtidos em forma de cromatogramas foram analisados com o
auxilio do programa Allelelocator versdo 1.03 (GE Healthcare). Os fragmentos de
tamanhos conhecidos, presentes nos padrdes externo e interno da corrida, foram
corretamente alinhados e os tamanhos dos alelos para os loci de microssatélites foram

calculados para cada amostra.

1.6) Avaliacdo de parametros de genética de populagoes

As andlises de alguns parametros de genética de populacdes foram feitas
baseando-se nos dados obtidos com as amplificagcbes dos loci de microssatélites em
diferentes cepas de T. cruzi. A partir desses dados de gendtipos obtidos das populaces,
haplotipos foram estimados pelo programa PHASE (STEPHENS, SMITH e
DONNELLY, 2001) e estes foram projetados em uma rede de haplétipos utilizando
software Network 4.6 (FORSTER et al., 2000).

Subestruturagdo populacional foi inferida pelo programa STRUCTURE
(PRITCHARD, STEPHENS, e DONNELLY, 2000). A estimativa do numero
apropriado de subpopulaces presentes no plano amostral foi determinada por dois
métodos: um utilizando os valores log-likelihood (Ln) para K 1-10 e 0 outro com a
equagao de AK (EVANNO, REGNAUT e GOUDET, 2005).

Utilizando o programa ARLEQUIN v3.1 (EXCOFFIER, LAVAL e
SCHNEIDER, 2007) foram calculadas, para cada locus de microssatélite descrito, a
estimativa do equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) e as heterozigosidades observada e
esperada, com seu correspondente intervalo de confianca em 95%. Com o programa
GENEPOP (ROUSSET e RAYMOND, 1995) investigamos o nivel de associacdo entre
alelos de diferentes loci, aplicando testes de desequilibrio de ligacdo (LD) entre os loci

de microssatélites estudados, em todas as possiveis comparagdes par a par.

2) Padronizagdo de uma nova técnica de caracterizacdo molecular: amplificagédo
alelo especifica por PCR bidirecional (Bi-PASA)
2.1) Amostras

Foram utilizadas, neste projeto, aproximadamente 200 sequéncias parciais dos
genes da citocromo oxidase subunidade 2 (COIIl) concatenado ao da subunidade 1 da
NADH desidrogenase (ND1) de T. cruzi depositadas no GenBank por diferentes grupos
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de pesquisa (LEWIS et al., 2011b; MACHADO e AYALA, 2001; MESSENGER et al.,
2012; OCANA-MAYORGA et al., 2010; SUBILEAU et al., 2009). Esse gene foi
escolhido, pois além de ter muitas sequéncias disponiveis para andlise, estudos
realizados por Freitas et al. (2006) demonstraram através de uma abordagem
filogenética de Neighbor-Joining (NJ) que a sequéncia do gene ND1 de T. cruzi servia
como um marcador para separar as cepas de T. cruzi em trés agrupamentos filogenéticos
Tcl, Tcll e Tclll-VI. As sequéncias utilizadas neste trabalho foram originadas de
isolados e clones pertencentes as seis linhagens ou DTUs de T. cruzi. Todas as
sequéncias utilizadas foram inseridas em um arquivo MultiFASTA e alinhadas para a
busca e identificacdo de sitios polimérficos adequados que permitissem o desenho de
iniciadores capazes de diferenciar as cepas das linhagens filogenéticas de T. cruzi ja
caracterizadas.

Com o alinhamento das sequéncias de DNA foi verificado que na posicao 798
das sequéncias existiam polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs), caracteristicos das
linhagens filogenéticas em T. cruzi: o desoxirribonucleotideo T em cepas da linhagem
T. cruzi I; o desoxirribonucleotideo A em cepas da linhagem T. cruzi Il; e o

desoxirribonucleotideo C tipica de cepas das linhagens T. cruzi 11l a VI (Figura 3).

2.2) Bi-PASA

A técnica de Bi-PASA (Bidirectional PCR Amplification of Specific Alleles) foi
primeiramente descrita por Liu et al. (1997) e permite o diagndstico de qualquer
diferenca alelo especifica conhecida no DNA genémico de forma simples, rapida,
confiavel e de baixo custo. E uma adaptacdo da PCR onde dois ou mais iniciadores
“forward” sdo desenhados com tamanhos diferentes e extremidades 3’-OH
complementares aos alelos especificos e um iniciador reverse comum e totalmente
complementar a todos os alelos, resultando assim em fragmentos de tamanhos distintos
para cada alelo. A técnica é baseada no principio de que a Tag DNA polimerase nao
apresenta atividade 3’-> 5’ exonuclease, de modo que o mal pareamento entre a
extremidade 3’ do iniciador e 0 DNA molde resulta na impossibilidade de amplificagdo.

O desenho dos iniciadores foi realizado com a ajuda do programa OligoAnalyzer
(IDT — Integrated DNA Technologies). Foram desenhados trés iniciadores diretos
especificos para cada linhagem filogenética contendo os SNPs caracteristicos na

extremidade 3'-OH e apenas um iniciador reverso comum a todas as linhagens. A
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extremidade 5 dos iniciadores diretos foram adicionadas caudas de tamanhos distintos
com sequéncias de DNA oriundas do vetor de clonagem pUC18. Estas caudas tém
como objetivo aumentar diferencialmente o tamanho dos produtos obtidos ap6s 0s
ensaios de PCR e com isso garantir uma melhor separacdo destes produtos em gel de
poliacrilamida corado pela prata (Figura 5). Os iniciadores utilizados nessa técnica estao

descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Sequéncias dos iniciadores utilizados neste projeto.

Iniciador Sequéncia

ND11F-direto |5’-GTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGTTAAATTTACTTTATTTATAATTGGT -3’
ND12F- direto |5-TTGCTTTATTTGTAATTGGA -3’
N13HF-direto |5’-CGAGCGGTATCAGCTCTTCACTTTATTTATAATTGGC -3’

ND1R-reverso |5’-TCAAAAAGAATAATAAATCCTAA-3’
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Figura 5. Esquema representativo do protocolo de caracterizagdo molecular de T. cruzi
baseado na técnica de Bi-PASA envolvendo o gene mitocondrial ND1 do parasito.

Na padronizagdo dos ensaios de Bi-PASA-ND1 PCR foram avaliadas as seguintes
variaveis:
Tampdes para PCR (concentragdo de NaCl, KCI, MgCl,, Triton X-100 e

pH);
Concentracéo de iniciadores e de dNTPs;

Marca e quantidade da Tag DNA Polymerase;

Condig0es dos ciclos da PCR.

Os ensaios para a padronizacdo do Bi-PASA-ND1 foram realizados inicialmente
utilizando 1ng de DNA de cepas de T. cruzi pertencentes a diferentes linhagens
filogenéticas, bem como misturas de DNA das cepas. ApoOs a obtencdo de uma reacao
em que todos os fragmentos foram amplificados satisfatoriamente, foram realizados

testes de especificidade para as linhagens.
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3) Genbmica comparativa entre genomas diferentes linhagens de T. cruzi para
estudos evolutivos:
3.1) A cepa 231

A cepa 231 de T. cruzi foi isolada por hemocultura de um paciente, na fase
cronica da doenca de Chagas, residente na regido endémica de Bambui em Minas Gerais
(CHIARI et al., 1979). Essa cepa, que faz parte do acervo de cepas criopreservadas em
nitrogénio liquido no Laboratorio de Biologia do Trypanosoma cruzi da UFMG, foi

cedida gentilmente pelo professor Egler Chiari para a realiza¢éo de nossos estudos.
3.2) Clonagem da cepa

Para o desenvolvimento deste trabalho, a cepa 231 de T. cruzi, pertencente a
linhagem Tclll, e que sera utilizada no sequenciamento completo, foi clonada em meio
de cultura seguindo protocolo previamente por descrito Gomes et al., (1991). Neste
protocolo foi colocado em cada placa meio LIT 48.4% (Liver Infusion Triptose), BHI
48.4% (Brain Heart Infusion), agarose low melting 0.75% e sangue desfibrinado e com
o complemento inativado 2.5%. ApGs dois dias de incubacdo, para verificar se houve
alguma contaminacdo, 100uL da cultura de parasito a ser clonado foi adicionada em
cada placa e incubada por 30 dias a 28°C.

Apds os 30 dias, as coldnias de parasitos foram capturadas com a ponta de uma
ponteira e mantidas em meio LIT para crescimento, quando atingiu um namero ideal
para extracdo, em geral 108 parasitos/ml, e teve seu DNA extraido pela metodologia de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) (MACEDO et al., 1992). A clonagem foi
feita para minimizar a chance de mais de uma populacéo de parasitos estarem presentes

na cultura.
3.3) Sequenciamento do genoma: montagem e anotagio

O sequenciamento foi realizado utilizando a plataforma de sequenciamento de
nova geracdo Illumina Hiseq 2000 pela empresa Fasteris, gerando uma biblioteca com
insertos com um tamanho aproximado de 300 pb. Deste sequenciamento foram gerados
cerca de 55,031,792 pair-end reads com um tamanho igual a 100 pb cada. Estas reads
foram trimadas para uma qualidade minima de 35, na escala Illumina 1.8+ Phred+33,
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utilizando o programa Trimommatic (BOLGER, LOHSE e USADEL, 2014). Estas
reads trimadas foram usadas em nosso pipeline de montagem (Figura 6). Nosso pipeline
é composto principalmente por duas diferentes abordagens. Na primeira abordagem, nos
realizamos uma montagem guiada por um genoma referéncia que foi realizado
utilizando o programa Bowtie (LANGMEAD et al., 2009), SAMtools (LI et al., 2009) e
0 pacote VCFtools (DANECEK et al., 2011). Esta abordagem, apesar de ndo aproveitar
regides altamente polimorficas de nosso genoma em relacdo ao genoma referéncia,
ajuda a mapear regides altamente repetitivas, que sdo um desafio em outras abordagens.
Para esta abordagem de montagem, nds usamos a referéncia de T. cruzi CL Brener
(TcVI) do haplétipo Non-Esmeraldo Like que é descrita como mais proximo de Tclll
(90% de identidade) do que das demais linhagens j& sequenciadas (aproximadamente
55% de identidade).

Montagem baseada Montagem
em referéncia de novo
(Bowtie) (Velvet)
ZORRO
(combinagao)
SSPACE
(scaffolds)

IMAGE
(Preenchimento de gaps)
ICORN
(corregdo)

RATT
(Transferéncia de anotagédo)

Figura 6. Esquema resumido do pipeline de montagem combinada utilizado neste
trabalho.

Na segunda abordagem, as reads foram submetidas & uma montagem de novo
utilizando o programa Velvet (ZERBINO e BIRNEY, 2008). A montagem foi realizada
com uma janela de nucleotideos deslizante (K-mers) de 51, obtida por um teste através
do script VelvetOptimizer disponibilizado junto ao pacote do programa Velvet, nele
diferentes tamanhos de janelas séo testados e com base em estatisticas de cobertura e
qualidade das montagens ele seleciona a melhor opgéo para o usiério. Esta abordagem

foi utilizada principalmente para recuperar informacfes que sdo especificas de nosso
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genoma e ndo sdo recuperadas em uma montagem baseada em referéncia, no entanto,
essa abordagem de novo ndo consegue resolver bem a montagem de regides altamente
repetitivas. Os contigs obtidos foram submetidos a um programa de mapeamento
interativo e montagem para eliminacdo de Gaps (Iterative Mapping and Assembly for
Gap Elimination software - IMAGE) (TSAI, OTTO e BERRIMAN, 2010) e depois a
um programa de correcdo interativa de referéncia nucleotidica (Iterative Correction of
Reference Nucleotide software - ICORN) (OTTO et al., 2010).

As montagens obtidas por cada abordagem de nosso pipeline foram combinadas
utilizando o programa ZORRO, que junta os dois conjuntos de contigs pré-montados em
um conjunto mais contiguo e consistente, recuperando o que € normalmente perdido em
cada metodologia. Por serem complementares esta abordagem permite recuperar tanto
informacdes especificas do genoma estudado quanto seu contetdo repetitivo. Os contigs
obtidos pela combinacao foram colocados em scaffolds utilizando o programa SSPACE
(BOETZER et al., 2011), e depois tratados novamente pelos programas IMAGE e
ICORN. O resultado final da nossa metodologia foi comparado aos resultados obtidos
pelas metodologias de novo e baseadas em referéncia, quando realizadas separadamente,
e visualizadas utilizando o programa Mummer (KURTZ et al., 2004). A montagem final
também foi comparada com as outras montagens de genoma de T. cruzi j& publicadas e
disponibilizadas em banco de dados publicos.

A anotacdo, neste trabalho, foi realizada utilizando uma ferramenta de
transferéncia de anotacao rapida (Rapid Annotation Transfer Tool - RATT) (OTTO et
al., 2011). Esta abordagem foi escolhida, pois além de mais rapida e prética, a alta
identidade de nosso genoma com a referéncia, possibilitou um alto aproveitamento das
anotacOes ja disponiveis nos banco de dados TriTryp. Esta abordagem gerou além do
arquivo de anotacdo, um segundo arquivo contendo as anotacbes que ndo foram
transferidas. Essas foram manualmente inspecionadas para verificar se houve alguma
perda muito relevante durante a transferéncia ou se este conjunto de dados corresponde
a regides repetitivas, como € comumente esperado.

A qualidade da montagem e anotacdo foi avaliada verificando o percentual de
open reading frames (ORFs) que foram completamente montadas e anotadas no genoma
final, as montagens parciais que ndo cobrissem toda a ORF foram incluidas. A mesma
verificacdo foi realizada para a montagem gerada pela abordagem de novo de nosso
pipeline para investigar se houveram diferencas na qualidade da montagem final quando

comparada com a inicial.
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Para estimar o contetdo repetitivo do genoma da cepa Tclll 231, as sequéncias
foram analisadas pelos programas Repeat-scout (PRICE, JONES e PEVZNER, 2005) e
Repeat-Masker (SMIT, HUBLEY e GREEN, 2010). Ambos o0s programas
disponibilizaram uma estimativa do percentual do genoma de 231 constituido por
repeticdes simples, como microssatélites, elementos transponiveis e familias
multigénicas. Estes percentuais foram comparados ao percentual de regides repetitivas
contidas no arquivo de anotagfes nédo transferidas tanto da montagem combinada
proposta neste trabalho quanto da montagem de novo para verificar o qudo bem as

repeticdes foram recuperadas na abordagem combinada.

3.4) Selecdo de genes nucleares especificos para a anélise evolutiva

A analise de gendmica comparativa baseia-se em encontrar diferencas globais no
genoma completo dos organismos estudados e utilizad-las como informacGes para
relacionar e compreender os processos da funcdo evolutiva e que atuaram sobre eles.
Como nosso organismo alvo sofreu ao longo de sua histéria evolutiva, uma
multiplicidade de eventos que deram origem a diversas linhagens individuais, esse tipo
de estudo se torna necessario.

Com a sequéncia do genoma do clone da cepa 231 devidamente montada e
anotada, sera possivel proceder as analises de comparacdo do genoma obtido contra as
demais linhagens, cujos genomas ja se encontram disponiveis: Tcl (Sylvio X10 -
parental), Tcll (Esmeraldo - parental) e TcVI (CL Brener - hibrida). Para evitar um viés
de selecdo inadequada de genes, a estratégia escolhida para as analises evolutivas foi de
concentrar o trabalho nas regiGes de sequéncias de copias unicas relativamente
conservadas entre todas as linhagens utilizadas na analise.

Para a selecdo do melhor conjunto de dados a ser utilizado para as anélises
filogenéticas, inicialmente foram identificadas quais reads de 231 conservadas e
especificas para cada linhagem utilizada de referéncia. Selecionando e separando estas
reads de acordo com suas correspondéncias aos genomas referéncia de T. cruzi
utilizados, o conjunto de dados obtido a partir do genoma 231 foi subdividido em sete
diferentes particdes denominadas no presente projeto como subsets (figura 7). O
préximo passo foi montar cada set usando o programa Bowtie, e depois recuperando a
montagem consenso no formato fasta utilizando o programa VCFtools. Cada subset foi
submetido a um BLASTX contra o proteoma do T. cruzi pertencente ao UniprotDB
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(#5693) para a identificacdo das sequéncias correspondentes a proteinas presentes em
cada um deles. Todas as sequéncias correspondentes a proteinas identificadas foram
agrupadas em grupos ortélogos utilizando a ferramenta do OrthoMCLDB (FISCHER et
al., 2011). Todos os genes paralogos e pseudogenes foram removidos para obter cada
subset de ortdlogos. Finalmente para realizar a analise filogenética, os ortdlogos que
estavam somente presentes no subset que representava proteinas que sdo altamente
conservadas entre todas as linhagens analisadas foram selecionadas (Subset 7)(Figura
8).

Subset 1 Subset 2

Subset 3

Figura 7. Diagrama de Venn mostrando os sete subsets diferentes selecionados pelas
nossas reads conservadas em todos genomas referéncias de T. cruzi utilizadas. Em azul
esta representado a referéncia de Tcl, em vermelho a de Tcll e em verde a referéncia do
haplotipo Non-Esmeraldo like da cepa CL Brener de T. cruzi TcVI.

Sequéncias montadas somente
encontradas no subset 7

: 2

BLASTX
(Selegdo das proteinas encontradas nestas
sequéncias)

E 2

OrthoMCLDB
(Procura pelos grupos ortélogos das
sequencias selecionadas)

2

Remocdo de clusters ambiguos
(principalmente de familias de genes
multicopias) e selecdo de grupos com

genes de cépia Unica

¥

| Analises filogenéticas l

Figura 8. Fluxograma mostrando como foi feita a selecdo dos genes para a analise
filogenética neste trabalho.
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3.5) Analise Filogenética e Estimativa de tempo de divergéncia de T. cruzi

Utilizando os dados nucleares selecionados, a andlise filogenética foi realizada
em diferentes etapas. Inicialmente cada grupo de sequéncia selecionado foi alinhado
com sequéncias de outras linhagens de T. cruzi, Trypanosoma brucei e Leishmania
major disponiveis em bancos de dados. As sequéncias foram alinhadas utilizando 3
programas diferentes: MUSCLE v3.8 (EDGAR, 2004), MAFFT v7.0 (KATOH e
STANDLEY, 2013) e ClustalW v2.0 (LARKIN et al., 2007). Os trés alinhamentos
obtidos foram entdo combinados em um alinhamento consenso usando o programa M-
Coffee (WALLACE et al., 2006). Essa abordagem, por utilizar diferentes métodos,
minimiza o erro de alinhamento entre as amostras. O alinhamento combinado foi
submetido a uma trimagem com o programa trimAl v1.4 (CAPELLA-GUTIERREZ,
SILLA-MARTINEZ e GABALDON, 2009), com um corte de consisténcia de 0,1667 e
uma nota de corte de gap de 0,1, para remover regides de dificil alinhamento, que
poderiam interferir na qualidade das analises (CAPELLA-GUTIERREZ, KAUFF e
GABALDON, 2014).

Para as analises filogenéticas, nds utilizamos o programa PhyML onde arvores
foram reconstruidas utilizando estimativas de maxima verossimilhanga (ML). Para a
obtencdo destas arvores, duas diferentes etapas foram realizadas. Na primeira, todos 0s
grupos ortologos alinhados foram selecionados separadamente para se verificar a
hipGtese de estar em reldgio molecular, esta verificagdo foi realizada através do teste
aproximado de relacdo de maxima verossimilhanca (aLRT). Na segunda etapa, a
reconstrucdo foi feita a partir da concatenacao de todos os grupos ortélogos alinhados
que se encontraram dentro do relégio molecular, para gerar uma arvore referéncia. A
capacidade de reconstruir a filogenia de referéncia foi utilizada para classificar e
comparar posteriores reconstrucdes filogenéticas individuais da espécie.

Todas as arvores de ML tiveram seus melhores modelos de substituicdo de
aminoéacidos selecionados através do programa ProtTest 3 (DARRIBA et al., 2011),
contido no pacote ModelTest, de acordo com os valores obtidos pelo Critério de
Informacdo Akaike (AIC) e pelo Critério de Informagédo Bayesiano (BIC). Com essas
informacdes, as arvores foram reconstruidas usando o programa PhyML v3.0
(GUINDON et al., 2010).
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Para cada arvore ML obtida dos grupos ortélogos, foi realizado um teste de
razdo de verossimilhanca (Likelihood Ratio Tests - LRT), para avaliar se a hipotese nula
que cada locus utilizado teria evoluido sob relégio molecular (HORDIJK e GASCUEL,
2005). Todos loci, para os quais o relégio molecular nao foi rejeitado, e que tiveram um
homologo com as espécies do grupo externo (Trypanosoma brucei e Leishmania
major), foram concatenados para as analises de divergéncia. As datas de divergéncia
foram estimadas utilizando o programa de andlise bayesiano BEAST v.2
(BOUCKAERT et al., 2014). Ambos modelos de relogio, strict e relaxed lognormal,
foram usados para estimar o tempo de divergéncia nuclear da espécie T. cruzi.

Além das analises de sequéncias nucleares, também foi utilizada toda a regido
codificante recuperada da mitocéndria para a reconstrucdo filogenética de uma arvore
de verossimilhanca mitocondrial e para a analise de tempo de divergéncia, utilizando o
melhor modelo de substituicdo de nucleotideo obtido pelo programa JModeltest
(DARRIBA et al., 2012), tambeém contido no pacote ModelTest.

As andlises de tempo de divergéncia foram feitas separadamente para as
sequéncias nucleares e mitocondriais, visto que andlises anteriores obtiveram
estimativas de datas bem diferentes para cada tipo de dado (FLORES-LOPEZ e
MACHADO, 2011). Todas as andlises foram conduzidas sem nenhuma restri¢cdo
topoldgica, usando o melhor modelo de substituicdo selecionado pelo programa do
pacote ModelTest, com 4 categorias gama, assim como o particionamento de codons em
3 posicdes. Todos os antecedentes foram definidos com os valores padrdo do programa
BEAST, exceto para o processo de especiacdo Yule como arvore antecedente. A
estimativa de divergéncia entre T. cruzi e T. brucei, foi fixado, em 100 milhdes de anos
(mya) em uma distribuicdo normal, com 10 mya como o desvio padrdo. Esses valores
embora passiveis de algumas criticas (HAMILTON, TEIXEIRA e STEVENS, 2012),
tém sido utilizados pela maioria dos trabalhos de filogenia de tripanossomas, e levam
em conta a separacdo dos continentes Africano e Sul-Americano, como fator
responséavel pela diferenciacdo das duas espécies (FLORES-LOPEZ e MACHADO,
2011; LEWIS et al., 2011; MACHADO e AYALA, 2001)

Todos os resultados nucleares obtidos foram comparados com os obtidos para a
mitocondria a fim de explicar se houve algum evento de recombinacdo durante a
evolugdo do T. cruzi ou melhor explicar algo sobre a segregacdo das linhagens do

parasito.
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4) Algoritmo de predicédo de agrupamentos génicos de T. cruzi

4.1) Conjunto de dados utilizado

Foram utilizadas, nesta parte do projeto, 294 sequéncias do gene de amastina de
T. cruzi depositadas no GenBank por Cerqueira e colaboradores (2008) ou obtidos no
genoma sequenciado neste trabalho da cepa Tclll 231. O gene da amastina codifica uma
glicoproteina de superficie de cerca de 174 aminoacidos, muito hidrofébica expressa nas
células amastigotas intracelulares de T. cruzi (ROCHETTE et al., 2005). As sequéncias
utilizadas no presente trabalho foram originadas de clones pertencentes a seis diferentes

cepas de T. cruzi representantes de trés linhagens ou DTUs (Tabela 4).

Tabela 4 - Cepas de T. cruzi com suas respectivas linhagens e o nUmero de
sequéncias utilizadas neste trabalho.

Cepas N° de Sequéncias Linhagens
Sylvio X10 cl1* 43 Tel
Colombiana® 43 Tl
DM28! 43 Tel
Esmeraldo cl3! 43 Tell
JG* 43 Tell
231° 36 Telll
CL Brener* 43 Tevl

! Sequéncias obtidas por Cerqueira et al 2008
2 Sequeéncias obtidas neste trabalho
Todas as sequéncias de amastina utilizadas foram inseridas em um arquivo
MultiFASTA e curadas seguindo duas etapas. Inicialmente as sequéncias foram
alinhadas pelo alinhador global de sequéncias MUSCLE 3.6 (EDGAR, 2004). As
regides das sequéncias ndo alinhadas foram identificadas e removidas usando o pacote
MEGA 5 (TAMURA et al., 2011) e o programa trimAL (CAPELLA-GUTIERREZ,
SILLA-MARTINEZ e GABALDON, 2009). Este segundo passo é essencial para
minimizar interferéncias, como variagdes como erros de sequenciamento, ou diferencas
no tamanho das sequéncias obtidas, que poderiam gerar dados de variacdo falsos na

analise do algoritmo.
4.2) O algoritmo

A fim de se encontrar agrupamentos que permitissem diferenciar as linhagens ou

grupos do parasito a partir do conjunto de dados de amastina, foi construido um
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algoritmo, com o pipeline esquematizado na Figura 9, aplicado na linguagem de

programagdo MATLAB.

Algoritmo de Clusterizacdo e detecgdo
dos alvos

Algoritmo “Slideblock” 7|1 - SVD - |;| K~means |

5.[IiTAE00T0C00T0a...3 2 13
—J

perivg AR - m===) | Sitios alvo
i 0 % Céleulo de Regressdo
s B disténcia logistica
Euclidiana multivariada

Figura 9. Pipeline proposto neste trabalho para a montagem do algoritmo de
clusterizacdo.

Inicialmente, os dados de sequéncias nucleotidicas pré-editadas foram
transformadas em uma matriz numerica usando um algoritmo que foi denominado por
nos de “Slideblock™. Esse algoritmo cria uma janela de tetranucleotideos deslizante ao
longo das sequéncias da populacdo estudada e calcula, para cada bloco de
tetranucleotideos, a frequéncia encontrada. As sequéncias do gene analisado, neste caso
da amastina de T. cruzi, sio registradas como vetores em R°, onde R é o nlimero de
possiveis caracteres nucleotidicos (A, C, T ou G) e b é o tamanho do bloco (R° = 4* =
256). Desta forma, toda a base de dados € transformada em uma matriz M, de dimenséo
mxn, onde m é o nlimero de blocos encontrados (m = R®) e n é o nimero de sequéncias
estudadas. Cada elemento da matriz indica a frequéncia do bloco de tetranucleotideos
observada em cada sequéncia do gene analisado. Assim, cada x;; € a frequéncia (0, 1, 2,

...) do tetranucleotideo i na sequéncia do gene no vetor j.

L11 L12 "t Tln
21 L22 Tt Ton
| Tm1 Tm2 - Imn |

Apos a aplicagdo do algoritmo “Slideblock”, a matriz M foi decomposta
utilizando o célculo do SVD (Decomposicdo de Valores Singulares). Essa
decomposicéo foi utilizada, pois constitui uma abordagem capaz de revelar um padrédo

de clusterizacdo com o minimo de perda de informagfes, permitindo excelente
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visualizacdo dos dados multivariados com uma alta dimensionalidade. O SVD executa
uma fatoragdo de uma matriz real ou complexa, M = USV', utilizada aqui para
normalizar M, reduzindo a dimensionalidade do conjunto de dados e capturando as
"caracteristicas” que podem ser usadas para comparar as sequéncias de amastina
(DEERWESTER et al., 1990; GOLUB e KAHAN, 1965). Assim, U é a matriz
ortogonal de mxr, tendo os vetores singulares da esquerda de M como suas colunas, V'
€ a matriz ortogonal transposta rxn, tendo os vetores singulares de M como suas
colunas, e S ¢ a matriz diagonal de rxr com os valores singulares 1 >2>3 - - - >rde M
em ordem, ao longo da sua diagonal (r é o posto de M, que é o niumero de colunas ou
linhas linearmente independentes de M). Os valores singulares colocados em ordem
decrescente ao longo da diagonal principal de S estéo diretamente relacionados com as
caracteristicas independentes, dentro do dataset utilizado (BERRY, DUMAIS e
O’BRIEN, 1995; DEERWESTER et al., 1990; ELDEN, 2006).

M U s vT

£ Y e £

11 12 in Wiy ... Uis s 0 L. VL ... Vin
Tz Taz ... 0 .

' ’ Um1 Umr Srr Ur1 Urn

T T,
ml ma mxr TXn
mxn

Apos a representacdo por meio das frequéncias dos tetranucleotideos e da matriz
tratada com SVD, uma nova matriz foi obtida aplicando-se o célculo da distancia
euclidiana. Essa metodologia permite uma melhor representacdo na plotagem das
amostras, visto que ela calcula a distancia entre os pontos, aqui representados pelas
sequéncias dos genes. Essa nova matriz foi também tratada com SVD a fim de se
remover as redundancias obtidas.

Para a fase de clusterizagdo do dataset, foi utilizado um algoritmo chamado k-
Means. Este algoritmo inicializa, de forma aleatoria, posi¢cdes centroides k, onde o
numero de k é designado pelo usuario, em um espaco (HAN e KAMBER, 2000). O
problema sobre como escolher o melhor nimero de centroides k foi resolvido, usando o
namero de valores singulares selecionado pela andlise do gréfico de valores relativos
dos 10 primeiros valores singulares de M gerado pela fatoragdo do SVD, como numero
de k centroides. Cada iteracdo do algoritmo k-Means consiste em duas etapas: a
atribuicdo de cluster e atualizagao centroide.

A atribuicdo de cluster e as etapas da atualizagdo do centroide sdo realizadas

iterativamente para se atingir um numero maximo de iteracfes ou até que um minimo de
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modificacdo de posicdo dos centroides seja encontrado (ZAKI e MEIRA JUNIOR,
2011). Assim, quando os centroides param de mudar de posi¢do para as proximas
iteragBes o algoritmo supde que a distribuicdo dos grupos ja convergiu, e 0s grupos mais
provaveis encontrados sdo mostrados. Como o k-Means é um algoritmo néo
deterministico, este método foi reiterado 100 vezes para gerar um grafico em trés
dimensdes pela fungdo plot do MATLAB que representa consenso dos aglomerados
mais provaveis, possibilitando um apoio estatistico aos resultados e minimizando a
susceptibilidade do algoritmo a outliers que poderiam influenciar a posicdo dos

centroides.

4.3) Validacéo do algoritmo

Para estimar a qualidade dos clusters obtidos pela metodologia do k-means, os
mesmos foram comparados com aqueles obtidos em uma andlise filogenética utilizando
as mesmas sequéncias de amastina curadas. As distancias médias entre cada isolado
foram calculadas utilizando o pacote MEGA 5. As distancias foram computadas
utilizando o modelo de substituicdo de 2 parametros de Kimura com 1000 réplicas de
bootstrap. As arvores filogenéticas foram geradas também no pacote MEGA 5, usando
0 método de reconstrucdo neighbor-join, e representadas no visualizador de arvores
Figtree (MORARIU et al., 2008). Essa metodologia utilizada como base de validacao
foi escolhida, pois ela é baseada em um método de distancia assim como o algoritmo
proposto neste trabalho. O método de reconstrucdo baseado em distancia € uma das
metodologias mais utilizadas em estudos de filogenia, e inclusive foi 0 método utilizado
no estudo onde obtivemos parte do conjunto de dados de sequéncias utilizado no
presente trabalho (CERQUEIRA et al., 2008).

4.4) Regressao Logistica

O modelo de regressdao logistica € normalmente utilizado para prever a
probabilidade de ocorréncia de um evento, pelo ajuste dos dados, a uma fungdo em uma
curva logistica. Aqui ela foi aplicada para cada cluster encontrado no conjunto de dados
de sequéncias de amastina, permitindo a selecdo de recursos para identificar quais
blocos séo estatisticamente significativos para a determinagéo dos clusters. Em adicéo,

o modelo logistico também pode ser utilizado para prever a probabilidade (m) de uma
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sequéncia pertencer a um cluster especifico, com base numa combinacédo dos blocos k

selecionados pelo modelo:

Bt Biti
1 L Po +Z Bixi

—

I

A equacdo acima da a probabilidade de uma sequéncia pertencer a um cluster
especifico. Nesta equacdo, i corresponde ao coeficiente de regressdo para cada bloco (i
=1, 2, 3, .., k), sendo k o nimero de blocos de tetranucleotideos significativamente
selecionados para o modelo. A estratégia de construcdo de modelos para a selecdo dos
blocos tetranucleotidicos foi uma regressdo “forward stepwise” logistica automatica
realizada pelo pacote de analise SPSS (SPSS Inc., 2008). O conjunto de dados foi
dividido ao acaso em dois grupos para a analise multivariada: 212 sequéncias foram
utilizadas durante as analises, como conjunto treinamento, e as 82 sequéncias restantes
foram utilizadas para validacéo da regresséo realizada.

Antes de executar a regressdo logistica, uma analise univariada foi realizada
utilizando teste t-student para cada um dos 256 blocos de sequéncias analisadas
(ALTMAN, 2008). Apenas 0s blocos com valores de p menor ou igual a 0,05 obtidos
pelo teste t foram utilizados na anélise multivariada. A sensibilidade e a especificidade
da presenca de blocos nos clusters obtidos foram também calculadas para avaliar a
qualidade discriminante dos modelos logisticos na classificacdo de grupos de

sequéncias de desconhecidos.
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RESULTADOS



IV. RESULTADOS
1) Avaliacdo da ocorréncia de recombinacao entre cepas de T. cruzi Il
1.1) Diversidade mitocondrial dos genes ND4 e ND7

Antes de se avaliar a diversidade mitocondrial entre as cepas de T. cruzi Il, todos
isolados de Tcll foram primeiramente submetidos a um ensaio de caracterizagédo com a
metodologia de RFLP-PCR do gene COII para confirmar se o hapl6tipo mitocondrial
obtido seria equivalente ao haplétipo C, perfil mitocondrial especifico para amostras
desta linhagem. Apds o ensaio todos isolados de Tcll analisados exibiram o haplétipo
mitocondrial C, confirmando como esperado, que todas amostras eram pertencentes a
linhagem Tcll.

Em seguida a fim de se determinar a diversidade mitocondrial dos genes ND4 e
ND?7 entre as cepas de T. cruzi Il, foi realizado um ensaio de caracterizacdo molecular
para os genes mitocondriais ND4 e ND7 de T. cruzi. Por meio da caracterizacdo de 47
das 88 amostras de Tcll, provenientes de pacientes de MG, foi observada a presenca de
diferentes tamanhos amplicons: 300 e 530 para ND4/CR4 e 500 e 900 para ND7, o
menor tamanho de cada marcador corresponde aos alelos com delecbes (CARRANZA
et al., 2009). Trés diferentes possiveis haplétipos ND7/ND4 foram encontradas nas
amostras mineiras como esperado: sete amostras apresentaram o perfil do haplétipo C1
(300/900pb), 24 amostras apresentaram o perfil do haplotipo C2 (530/500pb) e 16
amostras apresentaram o perfil do haplotipo C3 (530/900pb) (Tabela 5). As 41 amostras
restantes ndo tiveram o seu haplétipo mitocondrial determinado.

Para investigar se os indels analisados foram simples ou tiveram multiplas
origens (homoplasia), 0 que poderia interferir em nossas analises, os limites do indel do
gene ND7 de cepas de Tcll polares foram sequenciados. O alinhamento das sequéncias
confirmou que o indel era aparentemente livre de homoplasia e, portanto, adequado para
analises genéticas de populagdes aqui realizados (Figura 10).
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Figura 10. Alinhamento das sequéncias obtidas do gene ND7 de cepas de Tcll polares
utilizando o programa ClustalX. As sequéncias alinhadas possuem representantes de
cada um dos haplétipos encontrados. O inicio da regido do indel esta indicada pela seta.
As cores dos nomes representam os seguintes hapl6tipos mitocondriais: azul — C1;
vermelho — C2; verde — C3; amarelo — C* (ndo determinado).

1.2) Caracterizacdo dos microssatélites nucleares

A andlise de nove loci polimérficos de microssatélites revelou uma grande
diversidade de padrdes de repeticdes em diferentes populagdes de T. cruzi, resultando
em uma identidade estavel, reprodutivel e Unica para cada isolado. Genotipos dos
microssatélites das cepas, com base no numero de repeticdes destes loci, estdo
resumidos na Tabela 5. Para os loci SCLE11, MCLEOQ1, AAT8 e TAT20 foi observada
uma predominéncia de perfis heterozigotos enquanto que para os loci SCLEL0,
MCLF10, MCLG10, ATT14 e AAAT6 perfis homozigotos foram mais encontrados
entre as amostras analisadas. Um perfil homozigoto é detectado pela presenca de um
Unico pico no cromatograma do sequenciador automatico, enquanto que um perfil
heterozigoto é detectado pela presenca de dois picos em posicdes diferentes. Trés ou
mais picos, sugestivos de mistura de populacBes heterozigotas ou aneuploidia, ndo
foram observadas entre as amostras utilizadas neste trabalho.
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Tabela 5 - Gendtipos mitocondriais (ND4/7) e nucleares dos nove loci de microssatélites obtidos para as cepas de T. cruzi Il utilizadas

neste trabalho.

Haplétipos Haplétipos Nucleares dos Microssatélites
Isolados ND4/7
SCLE10 SCLE11 MCLEO1 MCLG10 MCLF10 TCAAT8 ATT14 TCTAT20 TCAAAT6
002B C2 26\26 14\14 13\15 8\8 8\8 10\17 13\13 15\7 8\9
0032 C1 26\28 15\17 11\7 7\11 8\8 13\18 11\11 18\11 9\8
005B c3 25\36 16\18 11\14 8\8 8\8 12\10 8\12 18\21 9\5
007B C2 27\27 16\16 13\13 10\10 8\8 9\17 12\12 13\18 5\9
09B c3 28\36 11\14 9\8 8\12 8\8 13\10 13\13 18\15 8\5
010B C2 25\25 13\16 11\11 9\9 8\8 14\14 13\13 15\15 5\8
011B c3 27\36 13\17 11\8 8\8 8\8 10\10 13\13 21\21 5\5
0122 C1 27\27 14\16 7\8 10\10 8\8 13\13 11\11 15\10 9\8
012B C2 26\26 13\17 15\11 8\8 8\8 17\18 12\12 7\15 9\9
013B C3 26\26 14\16 19\11 9\9 8\8 12\10 12\12 15\10 5\9
0192 C1 27\36 13\17 8\7 8\8 8\8 12\18 12\12 10\11 o\8
020B C3 28\28 17\17 13\19 12\12 8\8 18\18 12\12 18\15 9\9
023B c3 26\36 14\14 8\8 8\8 8\8 o\12 8\12 15\10 5\9
024B C3 27\27 13\14 7\7 8\8 10\10 14\14 11\11 18\11 8\9
025B C2 26\26 13\14 11\19 11\11 8\8 9\9 11\11 15\17 8\6
026B C2 25\28 11\15 9\13 8\13 8\8 12\10 12\12 18\15 8\8
0292 Cc2 26\28 11\13 13\13 7\7 8\8 17\17 12\12 19\16 9\9
0312 Cc3 26\38 17\17 8\11 10\10 9\9 13\14 12\12 15\16 9\9
0372 Cc2 28\28 14\15 19\11 11\11 8\8 8\8 11\11 13\11 9\9
0442 C1 27\36 13\13 12\17 8\11 8\8 5\5 11\11 18\12 8\9
0452 Cc2 25\25 14\16 19\11 8\8 8\8 14\14 12\12 10\15 8\8
050b C2 24\24 16\16 11\13 8\12 9\9 13\17 12\12 11\19 8\9
0532 Cc2 25\25 11\13 9\12 7\7 9\9 10\13 12\12 18\19 8\8
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Hapl6tipos Haplotipos Nucleares dos Microssatélites

Isolados ND4/7 SCLE10 SCLE11 MCLEO1 MCLG10 MCLF10 TCAAT8 ATT14 TCTAT20  TCAAAT6
0552 c3 27\27 1421 11\11 8\8 8\8 A7 12\12  16\9 5\8
0582 c2 25\36 16\18  11\15 8\8 8\8 12\9  8\12  18\21 9\5
065b c2 26\28 14\16  19\11 8\10 8\8 12\9  12\12  15\10 5\9
0672 c2 26\26 13\13  11\15 8\8 8\8 1\17  12\12  15\7 9\9
0792 2 24\24 13\15  13\18 9\9 8\8 18\18  11\11  16\14 8\8
0832 c2 26\26 12\15 9\9 8\13 8\8 13\10  11\11  19\11 8\8
0852 c2 25\28 11\14 7\9 10\10 8\8 17\17  12\12  18\10 9\9
0902 c3 28\36 11\18 9\9 10\10 8\8 13\9  9\12  18\15 8\5
0922 2 26\26 11\1  11\13 8\8 8\8 9\9  12\12  15\15 N5
0942 c3 25\25 11\14  18\18 10\10 8\8 14\14  12\12  15\10 9\8
1032 c3 26\28 10\13  9\18 5\12 8\8 12\12  11\11  19\19 8\8
1052 c2 28\32 1416  20\11 8\8 8\8 12\9  11\11  10\10 9\9
1092 2 25\28 16\16  11\13 7\7 8\8 12\12  11\11  19\16 9\8
1102 2 27\27 14\16  11\11 10\10 10\10  13\10 11\11  17\10 8\9
115b c1 28\28 15\15  11\11 8\8 8\8 22 11\l 8\21 7\7
1162 c1 26\36 11\13 9\7 7\12 8\9 13\10  12\12  18\12 8\8
1202 2 31\31 13\14  9\12 8\8 8\8 9\8  13\13  10\26 9\9
1292 c1 25\25 1414 7\11 8\8 8\8 13\13  11\11  15\16 9\8
1322 c3 27\27 12\13  9\20 6\7 8\8 18\18  11\11  11\7 9\8
1382 c3 25\26 1415 11\11 6\8 8\8 2\22  11\M1 0 13\22 8\8
1462 c2 26\26 13\14  12\8 8\8 8\8 13\9  9\12  19\15 8\5
1542 c3 28\28 12\19  21\19 5\5 8\9 10\10  11\1  7\13 9\9
1622 c3 26\26 1416  19\11 8\8 8\8 129  12\12  15\10 5\9
1282 c2 26\26 14\14 9\9 8\8 8\8 114 12\12  7\10 9\9
38 c* 28\28 1414  9\19 10\10 8\8 12\12 12\12  10\18 9\8
0132 c* 26\28 1414  10\19 10\10 8\8 12\10 12\12  11\16 9\6

016B c* 26\26 14\16 19\11 9\9 9\9 12\10 12\12 15\10 5\9




Hapl6tipos Haplotipos Nucleares dos Microssatélites

Isolados ND4/7 SCLE10 SCLE11 MCLEO1 MCLG10 MCLF10 TCAAT8 ATT14 TCTAT20 TCAAAT6
1922 c* 27\27 13\14 19\9 8\8 8\8 18\18  12\12 _ 7\10 8\9
IG c* 27\28 11\13  11\12 8\8 8\8 13\13  11\11  10\19 9\8
022b c* 25\25 13\16  7\11 9\9 9\9 14\14  8\12  18\15 8\5
0038 c* NA 14\16 19\9 NA 8\8 12\10 NA 15\10 5\9
0022 c* NA 13\13 7\11 NA NA 14\14 NA 18\15 8\9
0052 c* NA 14\14  7\12 NA NA 12\10 NA 10\11 9\8
0062 c* NA 14\14 9\9 NA NA 17\17 NA 10\18 9\8
021B c* 27\27 13\14 11\9 9\9 8\8 14\14 NA 15\18 5\9
0972 c* 28\31 15\17  11\11 8\8 8\8 9\12 NA 26\10 9\9
1882 c* NA 14\16  9\13 NA NA 18\18 NA 10\17 9\9
Esmeraldo c* 28\34 14\18 6\12 8\9 7\8 10\9 NA 12\7 7\9
Be62 c* 27\28 16\16  12\13 8\8 8\8 ND ND ND ND
GMS c* 27\33 13\17  7\11 8\8 8\8 ND ND ND ND
1539 c* 31\31 14\15  10\19 6\9 9\9 ND ND ND ND
Mas1 cl1 c* 23\34 14\14 8\8 8\8 9\9 ND ND ND ND
MPD c* 24\26 10\15  13\13 8\10 7\7 ND ND ND ND
Tula cl2 c* 35\35 13\14 9\9 8\8 8\8 ND ND ND ND
84 c* 24\26 15\16  7\11 8\8 8\8 ND ND ND ND
169/1 c* 27\28 13\13 8\13 8\8 7\9 ND ND ND ND
200pm c* 29\29 15\16  12\12 8\9 9\9 ND ND ND ND
209 c* 25\28 15\16  10\10 8\8 8\8 ND ND ND ND
239 c* 26\28 1417 11\19 8\8 8\8 ND ND ND ND
803 c* 26\31 11\1  12\20 8\11 9\9 ND ND ND ND
1005 c* 28\28 15\16  9\22 8\9 8\8 ND ND ND ND
1014 c* 25\28 13\13  14\15 8\8 8\8 ND ND ND ND
Y c* 27\27 15\15 9\9 8\8 8\9 ND ND ND ND

1043 ND 28\31 17\17 8\11 8\9 \7 ND ND ND ND




Haploétipos Haplotipos Nucleares dos Microssatélites

Isolados ND4/7 SCLE10 SCLE11 MCLEO1 MCLG10 MCLF10 TCAAT8 ATT14 TCTAT20  TCAAAT6
1931 ND 28\28 9\15 14\14 10\10 9\9 ND ND ND ND
GOCH ND 26\31 15\18  8\19 6\6 10\10 ND ND ND ND
577 ND 27\31 14\16  20\21 6\8 10\10 ND ND ND ND
578 ND 31\31 13\16  9\18 8\8 10\10 ND ND ND ND
580 ND 30\30 13\13  9\11 8\8 9\9 ND ND ND ND
183744 ND 31\31 13\13  9\11 8\8 9\9 ND ND ND ND
CPI95/94 ND 29\29 13\16  6\10 8\8 9\9 ND ND ND ND
OPS27/94 ND 34\39 13\18  10\12 8\8 9\9 ND ND ND ND
GLT564 ND 28\28 14\14  12\12 8\10 8\8 ND ND ND ND
GLT593 ND 26\33 114 12\12 9\11 7\7 ND ND ND ND
CPI11/94 ND 29\39 15\15 9\9 8\8 9\9 ND ND ND ND

Os hapldtipos mitocondriais foram determinados pela combinacgdo dos perfis obtidos para cada amostra pelos marcadores das subunidades 4 e 7 da NADH
desidrogenase. Hapldtipo C1 (300/900pb), o haplétipo C2 (530/500pb) ou haplétipo C3 (530/900pb). Os perfis de microssatélites sdo representados pelo
numero de repeticdes obtidos para cada amostra. C*: haplotipos de ND4/7 ndo determinados para estes isolados, mas como esperado para cepas de Tcll, todos
obtiveram o perfil de haplotipo C no ensaio de caracteriza¢do para 0 marcador de COIl. NA: ndo amplificada; ND: ndo determinado.



1.3) Anélise da estrutura populacional intra-linhagem Tcll

Os genotipos de microssatélites encontrados como descrito no item anterior
foram convertidos em 108 hapl6tipos pelo programa PHASE e estes dados foram
utilizados para construir uma rede de haplétipos pelo programa Network (Figura 11).
Essa rede mostra as distancias entre os dois haplétipos alélicos obtidos para cada
isolado com base no nimero de passos mutacionais necessarios para transformar um
hapl6tipo em outro. Assim hapl6tipos com nimeros semelhantes sdo mais similares
entre si. Considerando o excesso de homozigose geralmente observada no genoma de T.
cruzi, era esperado em uma populacdo clonal, detectar pequenas diferencas no nimero
de passos mutacionais entre os haplotipos diploides dos diferentes isolados. No entanto
estes numeros variaram amplamente: o ndmero minimo observado de passos
mutacionais foi de trés para os dois haplétipos da cepa 128a, € 0 maior foi de 67 passos
para os dois hapldtipos da cepa 012B, indicando dentro desta populacdo que existem
isolados que podem ter sido resultados de eventos de hibridizacdo relativamente
recentes.

Considerando a grande diversidade de haplotipos nucleares observada entre as
cepas analisadas, a proxima etapa foi determinar se haveria variacdo genética suficiente
para suportar uma subestruturacdo dentro da populacdo de 47 amostras de Tcll de
Minas Gerais caracterizadas para ND4 e ND7. O nimero apropriado de subpopulacGes
no teste da amostra foi determinado usando o programa STRUCTURE, por comparacao
dos valores de log-likelihood (Ln) para K 1-10 e do calculo de AK. Ambas as analises
indicaram a existéncia de trés subgrupos dentro da nossa populacdo, K = 3, nomeados
de N1, N2 e N3 (Figura 12). Também foi calculado valores de Fst e Fs para cada
subgrupo apontado pelo STRUTURE. Estes valores foram utilizados como uma medida
da diferenciacdo da populagdo, ou seja, a distancia genética entre grupos de individuos,

baseada em dados de polimorfismo genético, tais como microssatélites.
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Mitochondrial Haplotype
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Figura 11. Rede haplotipica de marcadores nucleares gerada pelo software PHASE,
indicando as distancias entre os diferentes haplotipos de cepas da linhagem Tcll. O
tamanho dos circulos € proporcional ao nimero de haplétipos idénticos observados. Os
nameros designam os diferentes hapldtipos encontrados e, pela forma com que sdo
gerados, numeros mais préximos designam haplotipos mais similares entre si. As
diferentes cores se referem aos diferentes hapl6tipos de mitocondriais de ND4 e ND7:
Azul — C1 (300/900 bp), vermelho — C2 (530/500 bp), verde — C3 (530/900 bp) e
amarelo — C* (ndo determinado).

O Fst é uma medida da diferenciacdo populacdo devido a sua estrutura genética.
Ele se baseia na variacdo de frequéncias alélicas entre as populacbes. Valores de Fst
abaixo de 0.05 indicam que ndo ha divergéncia entre as populacGes enquanto maiores
indicam que ha uma diferenciacdo entre elas. O F;s ou coeficiente de endogamia, € a
proporcao da variancia na subpopulagdo contido em um individuo. Valores positivos do
Fis implicam um consideréavel grau de endogamia na populacao.

Os calculos de Fst e Fis foram feitos de duas formas para o conjunto de dados
estudados. O primeiro calculo foi realizado para cada subgrupo nuclear separadamente
(N1-3), a fim de se verificar semelhangas e evidéncias de recombinacdes entre as cepas
dentro do agrupamento identificado. Nestas analises, os valores de Fst foram maiores

que 0.05 para os trés subgrupos (Fst = 0.0661-0.1786), 0 que € consistente com

diferenciacdo genética significante entre os isolados de cada grupo do STRUCTURE.
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No entanto, valores positivos de Fs (Fis = 0.0540-0,8455) indicaram que a quantidade
de descendentes heterozigotos nestas subpopulagdes foi menor do que o esperado,
provavelmente devido a endogamia. De fato, na presenca de endogamia significativa, a
reproducdo € considerada ndo aleatoria, e parentes proximos reproduzem entre si, e
porque estes parentes tém provavelmente genes semelhantes, a descendéncia tem
tendéncia a apresentar excesso de homozigoze. Assim, tomadas em conjunto os valores
de Fst quanto os valores positivos Fis observados para cada subpopulacdo observada
pelo STRUCTURE (Tabela 6) indicam a recombinacdo entre as cepas analisadas Tcll

de Minas Gerais.
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Figura 12. Determinacdo de subgrupos na populacédo de T. cruzi Il proveniente de MG
baseados na analise de marcadores nucleares e mitocondriais. O nudmero de
subpopulacdes baseadas em dados nucleares, foi determinado usando o programa
STRUCTURE onde (A) é o grafico “barploting” particionado em trés segmentos de cor
(K = 3), e a determinacdo de K identificada pela correlagdo entre os valores de log-
likelihood (Ln) para K variando de 1 a 10 (B) ou pelo célculo do AK (C). As letras e
nimeros acima e abaixo do grafico “barploting” indicam falta de correlagdo entre os
marcadores nucleares e mitocondriais. Todos os trés haplétipos mitocondriais (C1, C2 e
C3) foram dispersos entre os trés subgrupos nucleares diferentes (N1, N2 e N3),
demonstrando que n&o existe nenhuma correlacdo entre os dois marcadores. Os
haplotipos caracterizados com C* s&o de amostras onde o haplotipo ND4/7 nédo foi
determinado.
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1.4) Evidenciacdo da presenca de recombinacdo em Tcll

Com base nos dados de gendtipos de microssatélites dois pardmetros foram
utilizados para estimar a taxa de recombinacdo genética dentro das populacdes do
parasito: desequilibrio de HW e LD (Tabela 7). Inicialmente, esses parametros foram
avaliados considerando todo o conjunto de dados da populacdo disponivel (isolados
pertencentes a MG e outras regides da América Latina), e, em seguida, apenas para as
amostras procedentes de MG. Para esta analise foram utilizados inicialmente um
subconjunto de cinco loci localizados em diferentes cromossomos. A hip6tese nula
investigada foi que as populacdes de Tcll estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg e
que os loci de microssatélites segregavam independentemente. Para o conjunto
completo de dados, incluindo amostras pertencentes as diferentes localidades da
América Latina, a hipdtese nula foi rejeitada: j& que a maioria dos loci analisados se
encontrava em desequilibrio de HW (5/5) e LD (4/10), resultados com valores p <0,05,
calculados pelo teste de Chi quadrado de Pearson, que indicaram desvios significativos
dos valores esperados para 0s organismos com reproducdo sexual. Estes achados
indicaram que os geno6tipos observados poderiam ser passados em blocos de geracdes,
apoiando a ideia prevalente de clonalidade para esses parasitos (TIBAYRENC e
AYALA, 2002). Todavia, quando apenas as amostras oriundas de MG foram analisadas,
a hipotese nula ndo pode ser rejeitada visto que 4/5 loci encontravam-se em equilibrio
de HW e 9/10 pares loci estavam em equilibrio de ligacdo (valores de p> 0,05). Embora
alguns dos loci s6 marginalmente passaram no teste, a tendéncia para atingir o
equilibrio foi significativamente maior quando amostras apenas de MG foram
analisadas, sugerindo a ocorréncia de recombinacdo dentro da populacdo de parasitos
analisados (Tabela 7).

Como foi detectada a presenca de trés diferentes hapldtipos para os marcadores
mitocondriais (C1, C2 e C3) e tambem trés subgrupos para os marcadores nucleares
(N1, N2, N3), conforme determinado pelo STRUCTURE para os parasitos isolados de
Minas Gerais, foi possivel investigar se haveria correlacdo na heranga destes dois
conjuntos de marcadores genéticos. A presenca de uma associacao entre esses conjuntos
supostamente independente de marcadores poderia indicar que eles estavam sendo
herdados em bloco como é esperado para numa populacdo baseada em reproducao
clonal (ZHANG, TIBAYRENC e AYALA, 1988). No entanto, ndo foi observada
nenhuma correlacdo entre os subgrupos de Tcll identificadas pelos marcadores
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nucleares e mitocondriais, como demonstrado na Figura 12B: os trés haplotipos
mitocondriais foram randomicamente dispersos entre os trés subgrupos nucleares.

Devido aos marcadores polimorficos utilizados anteriormente, todos eles
localizados em cromossomos diferentes, os dados moleculares até agora obtidos
indicam a ocorréncia de segregacao independente de cromossomos em cepas de Tcll
isoladas de Minas Gerais, mas ndo permitiu identificar a ocorréncia de recombinagdo
homdloga. Para investigar a existéncia de recombinacéo, o desvio de HW e LD foram
calculados usando o marcador MCLF10 e quatro loci microssatélites adicionais
(TCAATS, TCTAT20, TCAAATGE e ATT14), todos eles localizados no cromossomo 6
(Figura 13). Embora no mesmo cromossomo, seis dos 10 pares de loci combinados
comparados mostraram estar em equilibrio de ligacdo (Tabela 8), sugerindo que além de
segregacdo de cromossomos homdlogos, eventos de recombinacdo homoéloga podem
também estar envolvidos. Além disso, quando comparamos o valor-p de LD para os 10
pares de loci e sua posigéo relativa no cromossomo 6 foi observada uma boa correlagdo
entre esses dois elementos. Por exemplo, o locus MCLF10 que esta relativamente
localizado distante dos outros marcadores estd em equilibrio de ligacdo com todas elas.
Por outro lado, os loci TCAAAT6, ATT14 e TCAATS que estdo mais proximos uns dos
outros sdo claramente herdados em blocos. Alguns desequilibrios de ligagcdo foram
detectados entre este bloco e o locus TCTAT20 localizado um pouco distante (Figura
13).

Tabela 6 - Estimativa multilocus com andlises Fst e Fis para os dados diploides.

Locus Fis Fsr Fir

SCLE11 0.0729 0.0970 0.1628
MCLEO1 0.0540 0.0661 0.1165
SCLE10 0.5062 0.0943 0.5528
MCLF10 0.8455 0.1063 0.8619
MCLG10 0.7276 0.1786 0.7763

Todos juntos  0.3660 0.1074 0.4341

Tabela 6. Analises Fst e Fis foram realizadas separadamente para cada subgrupo nuclear identificado
pelo STRUCTURE (N1-3) para estimar as semelhancas e recombinacBes entre as cepas em cada
subpopulacédo observada. Os valores de Fst > 0,05 foram consistentes com a diferenciacdo genética entre
os isolados de cada grupo do STRUCTURE. Valores positivos de Fs indicam que a quantidade de
descendéncia heterozigética nestas subpopulacfes estava inferior ao esperado.
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Tabela 7 - Testes estatisticos de genética de populacéo.

A
Teste de Hardy - Weinberg
Loci Valor P (world)  Valor P (MG)
SCLE11 0.00057 0.05150
SCLE10 0.00000 0.06232
MCLEO1 0.00000 0.06100
MCLF10 0.00000 0.00000
MCLFG10 0.00000 0.05110
B
Teste de Desequilibrio de Ligagéo
. Valor P
Par de Loci (world) Valor P (MG)
SCLE1l & MCLEO1 0.000000 0.172377
SCLE1l1 & SCLEI10 0.17168 0.344099
MCLEO1 & SCLE10 0.062400 0.142935
SCLE1l & MCLF10 0.250320 0.548089
MCLEO1 & MCLF10 0.044430 0.420419
SCLE10 & MCLF10 0.000000 0.528246
SCLE1l & MCLG10 0.000000 0.026943
MCLEO1 & MCLGI10 0.273930 0.869349
SCLE10 & MCLGI10 0.538440 0.151469
MCLF10 & MCLGI10 0.060340 0.066145

Tabela 7. Testes estatisticos populacionais observados para os dois conjuntos de dados analisados. As
amostras “world” representam todas as amostras utilizadas no trabalho pertencendo a variadas
localizagBes geograficas e as “MG” representam as amostras provenientes somente do estado de Minas
Gerais. (A) Apresenta os valores-p para o teste de equilibrio de HW para os nossos dois conjuntos
amostrais, com a hipotese nula de que a populagdo esta em equilibrio Hardy-Weinberg. (B) Apresenta os
valores-p para o teste de LD para cada par de loci. Em ambos os testes para os valores P menores que
0,05, a hip6tese nula é rejeitada e os dados apresentam desvios ou desequilibrios em relagdo aos valores

esperados.
MCLE10 ATT8 AAATE ATT14 TAT20
1 // /ll 1 =
L 1 .i'/ {/ 1 1
330 kb 300 kb 180 kb 150 kb

|
120 kb

Figura 13. Representacdo esquematica de um fragmento do cromossomo seis de T.
cruzi com base no TriTrypDB.org. As bandeiras negras marcam a posic¢éo relativa dos
cinco loci microssatélites utilizados localizados neste cromossomo: MCLF10, ATTS,

AAATG6, ATT14 e TAT20.
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Tabela 8. Teste de desequilibrio de ligacdo para os cinco loci microssatélites
localizados no cromossomo 6 de T. cruzi.

Teste de desequilibrio de ligacao
Par de Loci Valor P
TCAAT8 & TCTAT20 0.00416

TCAAT8 & TCAAAT6 0.00346
TCTAT20 & TCAAATG6 0
TCAAT8 & ATT14 0.11851
TCTAT20 & ATT14 0.25128
TCAAAT6 & ATT14 0.00058
TCAAT8 & MCLFI10 0.86894
TCTAT20 & MCLF10 0.61134
TCAAAT6 &  MCLF10 0.95698
ATT14 &  MCLF10 0.49585

2) Padronizacao do Bi-PASA

A fim de desenhar os iniciadores especificos para a técnica Bi-PASA, 200
sequéncias dos genes COIl e ND1 provenientes de diferentes linhagens de T. cruzi
foram alinhadas. Esses genes foram escolhidos por possuirem polimorfismos bem
caracterizados que diferenciam as linhagens de T. cruzi em trés hapl6tipos mitocondriais
e também ja serem amplamente utilizados em ensaios de caracterizagdo das linhagens
do parasito.

Regides conservadas entre as sequéncias foram selecionadas para o desenho dos
iniciadores. Em cada caso, o0s iniciadores diretos possuiam nucleotideos
complementares aos SNPs dos alelos especificos de seus hapl6tipos mitocondriais na
extremidade 3"-OH e os iniciadores reversos eram comuns e totalmente complementares
a todos os alelos, resultando assim em uma amplificacdo alelo especifica para cada
grupo mitocondrial. Além disso, foi adicionada a extremidade 5’ dos iniciadores diretos
caudas de tamanhos distintos com sequéncias de DNA oriundas do vetor de clonagem
pUCL18, para possibilitar a diferenciacdo dos tamanhos dos produtos obtidos apds os
ensaios de PCR.

Para a padronizacdo da técnica Bi-PASA, inicialmente as rea¢fes de PCR foram
submetidas a um ensaio de gradiente de temperaturas a fim de se esclarecer a melhor
temperatura de anelamento a ser utilizada para todas as reagdes (figura 14). Com base
neste experimento a temperatura de 49°C foi escolhida por ser aquela mais alta na qual
as trés reacOes apresentaram amplicons em quantidades e tamanho desejado. Apos essa
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analise, experimentos para determinacdo dos tamanhos das bandas obtidas pelos
iniciadores para as amostras de cada linhagem filogenética foram realizados. Trés
tamanhos esperados de amplicons foram observados pelo sistema de PCR desenvolvido
para amostras padrées de linhagens de T. cruzi I, 1 e 11l (Figura 15). Para garantir que o
teste é funcional para caracterizacdo de diferentes populacdes de T. cruzi, um novo
ensaio foi realizado com as 12 cepas, mostrando que o padrdo esperado para cada
linhagem é mantido (Figura 16).

T cruzi | T. cruzill T. cruzi lll
1kb/ 11kb’ "1 1Kkb! ]

Figura 14. Teste de PCR com gradiente de temperatura. A determinagdo da temperatura
de anelamento de 49°C foi escolhida a ser utilizada para cada marcador.

1Kb SilvioX10 JG 23 Branco

200 pb.
150 pb. - T. cruzil
135 pb. - T. cruzilll
T.cruzill
100 pb.

Figura 15. Avaliagdo do tamanho das bandas obtidas com os iniciadores alelo
especificos para populagbes de T. cruzi, pertencentes a diferentes linhagens
filogenéticas, em gel de polyacrilamida 6% corado com prata. Por se tratar de uma etapa
de avaliagdo dos tamanhos, a poliacrilamida foi utilizada por sua melhor resolugdo. As
canaletas contém: (1) padrdo de peso molecular 1kb plus (Invitrogen); (2) clone padréo
representante de Tcl — Silvio X10; (3) cepa padrdo representante de Tcll - JG; (4) cepa
padrdo representante de Tclll - 231 e (5) branco (controle negativo).
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1kb  Col. JG RNO9 Gamba Esm. 231 P209 Bas. SO3 X10 RN23 CLBrener Blank

Figura 16. Teste do BI-PASA com populagdes de T. cruzi de diferentes linhagens (Tcl
- VI) resolvida em gel de agarose 3% corado com brometo de etidio. Visto a boa
diferenciacdo vista anteriormente dos tamanhos dos amplicons no gel de
polyacrilamida, nds testamos a metodologia na agarose devido a sua maior rapidez. As
populac@es utilizadas como representantes das linhagens Tcl (Col 1.7G2, Gamba, P209
e X10), Tcll (JG, Esmeraldo, Basileu e RN23) e Tclll-VI (RN09, 231, SO3 e CL
Brener), foram amplificados com iniciadores diretos linhagem-especificos para cada
linhagem especifica a ser caracterizada (ND11F, ND12F e ND13HF, respectivamente).

Com o intuito de se avaliar, em uma reacdo multiplex, o comportamento e
especificidade dos iniciadores, misturas de DNA de populagdes de diferentes linhagens
(Sylvio X10 — Tcl; Esmeraldo — Tcll; 231 — Tclll) foram amplificadas utilizando a
mistura de trés iniciadores diretos e um reverso comum (Figura 17). Neste experimento

foram observados perfis bem caracteristicos para cada linhagem.

1kb

Tl

Tell

Telll

Tel+Tell
Tell+Telll
Tel+Telll
Tel+Tell+Telll
Branco

Figura 17. Teste de PCR multiplex do Bi-PASA-ND1. Esse ensaio foi realizado
utilizando diferentes misturas de populacbes de diferentes de linhagens utilizando um
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mix de PCR com os trés iniciadores diretos linhagem-especificos e o iniciador reverso
em comum. Para este experimento foram utilizadas as seguintes populacdes de T. cruzi:
Sylvio X10 — Tcl; Esmeraldo — Tcll; 231 — Tclll.

3) Genbmica comparativa entre cepas de T. cruzi para andlise evolutiva

3.1) Sequenciamento e anélise comparativa de um clone da cepa 231 (Tclll)

Para a obtencdo de um clone puro da cepa 231 de Tclll, foi realizado um ensaio
de clonagem da cepa. Apds a clonagem conseguimos isolar nove clones da cepa, que
foram submetidos a testes de crescimento e de contaminagdo, principalmente por
micoplasma. Assim, o clone 231 r6 foi selecionado para ser usado para o0
sequenciamento.

Para o sequenciamento do genoma do clone da cepa 231 foi utilizada a
plataforma NGS Illumina HiSeq 2000 para produzir um conjunto de reads para serem
montadas. Para estimar a cobertura e o tamanho do genoma de 231, foram utilizados
scripts em Perl escritos pelo nosso grupo. Resumindo, a abordagem utilizada calcula a
cobertura de cada nucleotideo derivada de todos os 1.594 genes de coOpia Unica de T.
cruzi para estimar a cobertura do genoma. Usando esta abordagem, a cobertura do
genoma foi estimada em 41,7x. Para estimar o tamanho esperado do genoma 231, o
namero total de nucleotideos utilizados na montagem (2.823.893.082 nt) foi divido pela
cobertura estimada do genoma, resultando num tamanho aproximado do genoma
dipléide do parasito de 67,71 Mb.

A montagem do genoma de 231 foi inicialmente feita por duas diferentes
abordagens: montagem de novo e baseada em um genoma de referéncia. Para a
montagem de novo, foram utilizadas as pair-end reads trimadas pelo script
VelvetOptimizer.pl que resultou em um best K-mers de tamanho 51. ApoOs o
preenchimento dos gaps com o programa IMAGE e a correcdo no programa ICORN, o
tamanho do genoma haploide obtido foi de 28,41 Mb , com aproximadamente 13.482
scaffolds. O tamanho obtido por esta estratégia de montagem ndo atingiu aquele
estimado pela cobertura, 0 que sugere que regides repetitivas podem nédo ter sido
resolvidas na montagem de novo. Como segunda estratégia, foi realizada a montagem
baseada em genomas de referéncia. As reads do clone 231 foram mapeadas inicialmente
a todos os genomas disponiveis de T. cruzi a fim de se selecionar o melhor genoma
referéncia para a montagem do genoma de 231. Dentre os genomas referéncia utilizados

0 que resultou na melhor cobertura com alta similaridade ao genoma de 231 foi o
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genoma do haplotipo Non-Esmeraldo like da cepa CL Brener. Assim, usando 0s
programas Bowtie, SAMtools e VCFtools, foi obtido um genoma montado de
aproximadamente 32,27 Mb, ou 24,98 Mb sem as regides de Ns, para o genoma de 231,
0 que € muito préximo do tamanho esperado, cobrindo cerca de 90% do tamanho do
genoma referéncia usado. Na montagem por referéncia, entretanto, o genoma
apresentou-se muito fragmentado, com cerca de 21.464 contigs, montados em scaffolds
com grandes regides cobertas por “N”, isso ocorreu devido a polimorfismos entre o
genoma do clone de 231 e o do genoma da referéncia.

Para contornar as limitagcdes das duas estratégias escolhidas, uma abordagem de
montagem alternativa, combinando as estratégias de montagem baseada em referéncia e
a montagem de novo. A partir dessa estratégia combinada, foi obtido uma montagem
final com 13.576 contigs (N50 = 5.300 pb), 8.471 scaffolds (N50 = 14.202), e um
genoma hapldide de aproximadamente 35,36 Mb, tamanho este que foi perto do
tamanho de 33,85 Mb estimado anteriormente. Esta abordagem combina os melhores
elementos da montagem de novo (informacéo especifica do genoma sequenciado) com o
da montagem de baseada em uma referéncia (conteddo repetitivo melhor resolvido),
contornando as limitagdes inerentes a cada estratégia de montagem isolada.

Para avaliar a eficiéncia da estratégia combinada de montagem proposta no
presente trabalho, as métricas da montagem combinada final com as obtidas com a
montagem de novo e com a montagem baseada em referéncia, bem como, com as
métricas de montagem obtidas para 0 genoma de outras populacBes de T. cruzi
disponiveis em bancos de dados publicos (banco de GeneBank e TriTrypDB). Como
mostrado na Tabela 9, a estratégia de montagem combinada resultou numa melhoria de
todas as métricas em compara¢do com a montagem de novo e métricas mais proximas
aquelas obtidas para as outras cepas de T. cruzi que usaram plataformas com reads mais
longas, principalmente as que usaram a plataforma NGS Roche 454.

Quando analisados os tamanhos dos genomas de populacdes pertencentes a
diferentes linhagens foram observadas diferengas entre 0s seus tamanhos como esperado
e previamente demonstrado (EL-SAYED, MYLER, BLANDIN, et al., 2005;
FRANZEN et al., 2012). Como esperado, as cepas de CL Brener e Tula cl2, ambas
TcVI, apresentam tamanho de genoma proximos entre si e relativamente maior do que
representantes de outras linhagens devido a natureza hibrida de TcVI.

As trés montagens resultantes das estratégias usadas neste trabalho - de novo,

baseadas em referéncia e combinada - foram alinhadas e mapeadas nos cromossomos de
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CL Brener para visualizacdo da cobertura global de seus scaffolds ao longo dos
cromossomos, usando o pacote Mummer. Como mostrado na Figura 18, regides ricas
em genes house-keeping de copia Unica foram cobertas adequadamente, enquanto que a
regido rica em repeticbes é mais fragmentada, como esperado, devido as dificuldades
técnicas associadas com a montagem correta e completa destas repeticdes. Todavia, a
estratégia de montagem combinada resultou em uma melhor cobertura de regides
altamente repetitivas, quando comparado com a montagem de novo, além de preencher
também algumas regides divergentes perdidas na montagem baseada em referéncia
(Figura 18).

Tabela 9 - Comparacao entre todas as montagens disponiveis de T. cruzi em bancos
de dados publicos, mostrando uma melhoria da metodologia proposta no presente
trabalho.

Organismo Tar(r:\z/:\lrl;i)\o* GC% #scaffolds Sc;fsfgld #contigs C;r;:)lg Plataforma
T. cruzi CL Brener 89.94 51.7 29,495 88,624 32,746 14,669 Sanger
T. cruzi JR cl.4 41.48 51.3 15,312 83,591 18,103 7,407 Roche 454
T. cruzi Tula cl.2 83.51 51.4 45,711 7,772 53,083 2,193 Roche 454
T. cruzi Esmeraldo 38.08 50.9 15,803 66,229 20,187 5,353 Roche 454
T. cruzi Sylvio X10 3859 511 - - 27,019 2,307 hoche4sas
Illumina

T. cruzi Tclll-231
Montagem de novo 28.41 50.0 13,482 3,745 16,684 2,242

Montagem baseada

. 24.98 50.7 NA NA 21,464 3,239
em Referéncia

Método de Illumina
montagem de novo
+ baseado em
referéncia

35.35 48.7 8,471 14,202 13,576 5,300

*Os tamanhos dos genomas foram obtidos pela contagem de nucleotideos no genoma sem a presenga de “Ns” e esta
disponivel no site: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/25. O genoma de Sylvio X10 ainda ndo possui 0s
dados de scaffolds, somente de contigs. NA - ndo se aplica devido a referéncia estar montada em um arquivo fasta

com 0s 41 cromossomos gerando um consenso com 41 scaffolds.
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Figura 18. MapView das trés estratégias de montagem utilizadas neste trabalho:
montagem de novo, baseada em referéncia e combinada, destacando as diferencgas entre
a cobertura e alinhamento do genoma montado através da nossa abordagem combinada,
em comparagdo com a montagem de novo e a montagem baseada em referéncia do
cromossomo um de T. cruzi de Non-Esmeraldo (TcChrl-P) (vermelho). No alinhamento
pode-se observar o alto grau de identidade dos scaffolds com a referéncia, sendo
proxima a 100% nas regides de genes de house keeping e acima de 75% nas regides
repetitivas. No desenho esquematico do cromossomo um, as cores pretas representam
proteinas hipotéticas, em cinza, genes house keeping, e em amarelo, azul escuro e verde,
genes pertencentes a familias multigénicas. O grafico em azul representa a frequéncia
de alinhamentos das reads ao longo do cromossomo um obtido durante a montagem
baseada em referéncia.

79



3.2) Resultados da transferéncia de anotacéo

O genoma resultante da montagem combinada foi anotado usando o programa
RATT. Esse programa faz a transferéncia de anotacdo com base na similaridade e
sintenia da sequéncia ndo anotada, no caso, 0 genoma do clone de 231, com as
sequéncias anotadas de um genoma referéncia no caso, o0 genoma de CL Brener. Usando
essa abordagem de anotacdo, de um total de 34.803 elementos anotados no genoma de
referéncia, 31.182 foram transferidos para o genoma de 231. Desses elementos
transferidos, 29.916 foram completamente transferidos e 1.266 foram divididos em
diferentes scaffolds (dois ou mais scaffolds foram necessarios para completar o
elemento anotado). Nenhuma transferéncia parcial, aqui caracterizada por transferéncia
de genes ndo totalmente cobertos (incompletos no genoma montado), foi encontrada e
3.621 elementos ndo puderam ser transferidos, sendo estes ultimos elementos
principalmente constituidos por repeticGes e proteinas hipotéticas. Um total de 10.592
sequéncias codificantes (CDS) foram transferidas corretamente a partir dos 10.833
modelos de referéncias e nenhuma CDS foi parcialmente transferida.

Os conjuntos de dados montados utilizando tanto a abordagem de novo quanto a
combinada foram avaliados comparando as percentagens dos elementos anotados
presentes do genoma de referéncia transferidos. Avaliando a percentagem de anotac6es
de elementos que ndo foram transferidos, a montagem combinada teve uma média de
19% de ndo sintenia com a referéncia, enquanto a montagem de novo teve 32%. Isso
demonstra que com a abordagem combinada temos uma melhoria na recuperacao de
alguns genes antes perdidos usando a montagem de novo. A maioria dos elementos
anotados ndo transferidos para as montagens de 231 foram compostos por elementos
repetitivos, como elementos transponiveis, familias de genes multicopia, repeticbes em

tandem, e proteinas hipotéticas.

3.3) Estimativa do contetdo repetitivo do genoma montado do clone de 231

Para estimar o contedo repetitivo do genoma montado do clone de 231 (Tclll),
as montagens de novo e combinada das sequéncias foram submetidas aos programas
RepeatScout e RepeatMasker. Todos os elementos repetitivos encontrados foram

filtrados para remocéo de elementos de baixa complexidade e de elementos de repeticéo
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com menos de cinco repeticdes ao longo do genoma. Em 32% do genoma do clone 231
foram encontradas repeticoes.

Curiosamente, como mencionado anteriormente, também cerca de 32% das
anotacbes do genoma de referéncia ndo foram transferidos para o genoma de 231
montado pela abordagem de novo. A diminuicdo do numero de anotacdes néo
transferidas usando nossa nova abordagem para a montagem, de 32% para 19%, o que
condiz com o aproveitamento de algumas regides repetitivas, mostrando que a
recuperacdo das informacGes de conteudo repetitivo é parcialmente melhorada
comparada a montagem de novo adotando-se a montagem combinada final proposta

neste trabalho.

3.4) Selecéo dos genes

Ao longo da evolucdo dos organismos, cada gene sofre diferentes pressdes
evolutivas que acabam contando uma historia diferente, o que interfere muito quando se
quer reconstruir ndo a historia génica, mas a histéria do organismo estudado. Por isso,
um dos principais fatores responsaveis para uma analise evolutiva de qualidade, é a
selecdo de um conjunto de sequéncias significativas e relativamente conservadas, que
provavelmente sofreram menos pressdo externa ao longo da evolucdo do parasito.

Para selecionar o melhor conjunto de dados para realizar a analise evolutiva,
inicialmente foi avaliada a semelhanga do genoma do clone 231 com genomas de
populacdes de diferentes linhagens de T. cruzi, mapeando e comparando as reads
obtidas do clone de 231 com as com os genomas de referéncia. A comparacao das reads
de 231 mapeadas com os genomas de Sylvio (Tcl), Esmeraldo (Tc II), e CL Brener
Non-Esmeraldo like (Tclll-like) mostrou que a amostra é altamente semelhante ao
genoma de referéncia Tclll-like com aproximadamente 90% de semelhanga, enquanto
para as linhagens Tcl e Tcll s6 obtivemos uma semelhanca de aproximadamente 50%
(Figura 19). Os valores foram bem menores para Tcl e Tcll, pois estes genomas sao
mais divergentes em comparacdo ao genoma Tclll-like, e como nosso foco nesta etapa
foi recuperar regiGes bem conservadas, s6 foi aceita a tolerancia de um méaximo dois

mismatches para o alinhamento.
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l Tamanho dos genomas de referéncia do TriTrypDB

10 B Fragdo da referéncia coberta pelo genoma do clone de 231 (Tclll)

Tamanho MB

Non-Esmo Tell Tel

Reférencias

Figura 19. Comparacdo da similaridade do genoma de 231 com 0s genomas de
referéncia CL Brener Non-Esmeraldo-like (90%) e Tcll e Tcl (> 55%).

Para avaliar a possibilidade de Tclll, aqui representada pela cepa 231, ser uma
linhagem hibrida originada de um evento ancestral de hibridizacao entre Tcl e Tcll, as
reads originadas do genoma do clone de 231 foram identificadas como especificas de
Tclll ou compartilhadas com as linhagens Tcl e Tcll, sete diferentes sets ou conjuntos
de reads foram identificados e estdo esquematizados na figura 7. Apds a identificacdo
dos sets das reads as mesmas foram montadas em scaffolds usando o melhor genoma
referéncia para cada conjunto de reads. Para selecionar as melhores sequéncias
candidatas para a analise evolutiva, os scaffolds que mapearam para as regides
compartilhadas entre todas as linhagens de referéncia de T. cruzi (subset 7) foram
selecionados, Vvisto que as mesmas sdo bem conservadas entre todas as linhagens. Essa
abordagem possibilitaria a diminuicdo de um viés para falsos agrupamentos de genes
que tiveram uma historia evolutiva muito diferente. Para a identificacdo das proteinas
presentes no subset 7 foram utilizados o BLASTX contra o proteoma de T. cruzi e
depois o OrthoMCLDB agrupando estas proteinas em clusters de ort6logos .

Com esta estratégia um total de 6.082 agrupamentos de genes ortologos de alta
qualidade foram inicialmente identificados, mas apds a remoc¢do de pseudo-genes e
familias de genes de mdltiplas copias, filogeneticamente pouco viaveis devido a
presenca de variabilidade, um total de 136 grupos ortlogos foram utilizados para a
analise evolutiva. Destes 136 grupos ortélogos, foram selecionados 43 genes presentes
em todos 0s genomas analizados e que atenderam 0s seguintes requisitos: serem genes
de copia unica, terem um alinhamento com o BLAST cobrindo > 95% das sequéncias
de referéncia de T.cruzi com um e-value <1x10™°, e estarem também presentes em
outros  representantes  evolucionariamente préximos do tadxon, como 0S
tripanosomatideos T. brucei e Leishmania major, para serem utilizados como raizes nas

arvores filogenéticas (Figura 20).
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62

Non-Esmeraldo

Figura 20. Diagrama de Venn das sequéncias de 231 (Tclll) mapeadas contra as
sequéncias dos genomas de referéncia. Os valores indicam o numero de grupos
ortélogos que séo especificos de genes de copia Unica e compartilhados entre Tcl, Tcll e
Non-Esmeraldo-like (Tclll-like). Das 136 sequéncias conservadas entre as trés
linhagens, 43 apresentaram alinhamento de BLAST com outgroups (T. brucei e L.
major) acima de 95%, com e-value de corte de 1e-10.

3.5) Analise filogenética e estimativa de tempo de divergéncia de T. cruzi

O alto grau de conservacdo nos marcadores selecionados, permitiu o uso destas
sequéncias proteicas de genes nucleares para reconstruir filogenias intra-especificas. Os
43 loci nucleares analisados estdo distribuidos aleatoriamente no genoma, mais
precisamente, eles estdo localizados em 18 dos 41 cromossomos previstos para CL
Brener (Figura 21). Para a realizacdo das analises filogenéticas, primeiramente nos
alinhamos e trimamos cada um dos 43 grupos de sequéncias proteicas ortdlogas das
diferentes linhagens de T. cruzi e também concatenamos todos esses loci curados para a
construgdo de uma arvore ML referéncia (CAPELLA-GUTIERREZ, KAUFF e
GABALDON, 2014).
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Distribui¢do dos marcadores ao longo dos
cromossomos do genoma dipléide de T. cruzi
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Figura 21. Distribuicdo dos 43 loci nucleares utilizados ao longo do genoma diploide
de 231. Eles estdo localizados em 18 dos 41 cromossomos previstos de T. cruzi.

A anélise evolutiva dos 43 loci selecionados produziram arvores filogenéticas
individuais e onde todas tiveram topologias proximas da arvore ML referéncia. Alguns
desses genes ja haviam sido utilizados em trabalhos prévios e a topologia observada foi
similar (FLORES-LOPEZ e MACHADO, 2011) (Figura 22). Esta topologia €
consistente com uma historia de divergéncia, em que as cepas de T. cruzi Il apresentam
em determinado momento uma historia evolutiva separada das demais linhagens

analisadas.
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Figura 22. Arvore de ML obtida a partir das sequéncias com os 43 genes nucleares
concatenados. Observa-se uma relagdo mais proxima entre Tclll e o haplotipo Non-
Esmeraldo-Like de TcVI (Tclll-like), depois para Tcl e, tendo Tcll como a primeira
linhagem a divergir do ancestral comum das linhagens de T. cruzi). Para a selecdo do
melhor modelo de substituicdo de aminodcidos foi utilizado o programa ProtTest
(modelo JTT + G) e na reconstrugéo foram utilizadas 1.000 amostragens de bootstrap.
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Curiosamente, 38 dos 43 loci nucleares selecionados, quando caracterizados de
acordo com OrthoMCLDB, foram identificados como proteinas hipotéticas somente
encontradas em espécies do filo Euglenozoa. Isso significa que esses genes, ainda
hipotéticos, poderiam ter um papel importante na evolucdo deste filo e constituem
potenciais genes candidatos para serem utilizados como barcodes em ensaios de
caracterizagdo. Como ver na arvore ML nuclear, a linhagem Tclll é mais estreitamente
relacionada com Tcl do que a Tcll. A mesma observacdo pode ser feita analisando o
diagrama de Venn anteriormente descrito na qual se observou 325 genes de 231 mais
similares a Tcl contra 62 mais similares a Tcll (Figura 20).

Além do genoma nuclear do clone 231 (Tclll), foi montado o genoma
mitocondrial usando 129.292 reads pair-end que foram recuperadas durante a filtragem
feita para remover estas reads do conjunto de dados de sequéncia bruto a ser utilizado
para a montagem do genoma nuclear. Ap6s a montagem do genoma mitocondrial, foi
obtido um genoma de 20,23 kpb. Todavia, excluindo-se as regides mais repetitivas que
ndo foram bem recuperadas devido ao grande nimero de nucleotideos identificados por
"Ns", apenas 17,17 kpb do genoma mitocondrial foram recuperados incluindo todas as
regides codificantes mitocondriais. A regido codificadora do genoma mitocondrial foi
alinhada com os genomas mitocondriais de outros tripanosomatideos utilizados nas
analises filogenéticas nucleares, a fim de se comparar as topologias de ambas as
arvores. Depois da curadoria feita trimando-se regibes com alinhamento de baixa
qualidade das sequencias proteicas alinhadas usando o programa trimAL, uma arvore

filogenética ML baseada no genoma mitocondrial foi construida (Figura 23).

100 n231
100 |:QLBrenc—:r
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— L Trypanosoma cruzi marinkellei
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| |
0,05

Figura 23. Arvore de ML obtida a partir de sequéncias do genoma mitocondrial de
diferentes tripanosomatideos, usando o modelo de substituicdo GTR + G, calculado pelo
programa JmodelTest, e com bootstrap de 1000 amostragens.
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Como pode ser visto, o padrdo observado na arvore construida com base nos
dados mitocondriais é semelhante ao da arvore feita para 0s genes nucleares, 0 que
sugere que a evolucdo destes genomas é semelhante. Como 0s cinetoplastideos tém
apenas uma unica mitocondria herdada, seguindo uma heranca uniparental, a grande
semelhanca da mitocondria do clone de 231 (Tclll) com a do clone CL Brener (TcVI)
sugere que Tclll é a linhagem parental doadora do DNA mitocondrial durante o evento
de hibridizacéo que originou TcVI. Esses dados em conjunto com os achados nucleares,
reforcam a hipdtese de um evento de hibridacdo entre Tcll e Tclll como origem de
TcVI (FLORES-LOPEZ e MACHADO, 2011; FREITAS, DE et al., 2006).

Para todas as arvores filogenéticas nucleares obtidas foi realizado um calculo
aproximado de LRT (Likelihood Ratio Test) para avaliar se todos os loci utilizados
evoluiram sob relégio molecular. Assim, dos 43 loci analisados, 30 tiveram um valor de
ramo paramétrico baseado em chi-quadrado perto de um, o que indica que os loci
utilizados estdo sob reldégio molecular. Com base nesse achado todos esses 30 loci,
considerados sob rel6gio molecular, foram concatenados para reconstruir uma arvore
filogenética de ML referéncia.

Adicionalmente, para os 30 loci cuja funcdo de verossimilhanca ndo pode
rejeitar o relégio molecular, foi investigada a existéncia de um homélogo em T. brucei,
genoma evolutivamente mais proximo de T. cruzi e disponivel para ser usado como
outgroup. Assim, os 30 loci que passaram no teste paramétrico foram selecionados para
fazer parte de um conjunto de dados concatenados adequado para executar uma analise
bayesiana de tempo de divergéncia.

O tempo de divergéncia foi estimado para os dois conjuntos de dados obtidos:
toda regido codificadora mitocondrial e para os 30 loci nucleares. Como pode ser
observado na tabela 10, o tempo de divergéncia estimado a partir do conjunto de dados
mitocondriais diferiu significativamente das estimativas obtidas a partir dos loci
concatenados nucleares. O tempo estimado para o ancestral comum mais recente
(TcMRCA) usando os dados mitocondriais sugere que as linhagens de T. cruzi
divergiram durante o Mioceno (TcMRCA = 13.36 mya), estimativas estas que sdo
semelhantes aos apresentados por outros trabalhos usando dados mitocondriais
(FLORES-LOPEZ e MACHADO, 2011; MACHADO e AYALA, 2001). Por outro
lado, as datas estimadas com os dados concatenados dos 30 loci nucleares apontam no
sentido de uma origem do T. cruzi entre o Pleistoceno e o Plioceno (TcMRCA = 2.74
mya (strict); TCMRCA = 3.05 mya (relaxed)) (Tabela 10, Figura 24). Essas datas
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também sdo semelhantes aos tempos de divergéncia anteriormente estimados utilizando
diferentes loci nucleares (Machado: TcMRCA = 3,91 mya e Flores-Lépez: 2.18 mya)
(FLORES-LOPEZ e MACHADO, 2011; MACHADO e AYALA, 2001). Estimativas
de tempo divergéncia muito semelhantes foram obtidas no conjunto concatenado dos
loci nucleares que tiveram um homologo em T. brucei (43 loci), mesmo incluindo na

andlise genes que rejeitaram a hipétese de reldgio molecular (TcCMRCA = 3,38 mya).

Tabela 10 - Estimativas bayesianas de tempo de divergéncia (em mya) para as
diferentes linhagens de T. cruzi.

Modelo de reldgio Tcruzi®  Tcl-Tcelll®
Loci nuclear® (30 loci)

Strict 2.74 1.84
Relaxed lognormal 3.38 1.87
Genoma Mitocondrial

Strict 13.36 11.84

T.cruzi®- Ancestral comum de todas as linhagens de T. cruzi;
Tcl-TclI®- Ancestral comum de Tcl e Tclll.
¢ — nesta analise foram usados apenas os 30 loci nucleares que se apresentaram sob relégio molecular.

{TCV| Esmeraldo -like

Tcll Esmeraldo

3.38

+Tcl 11231
TcVINon-Esmeraldo-like

——

97.04 1.87

—Tcl Sylvio

T. con
121.75 { congolense
73.23

T. brucei

— L. major

1250 1000 75,0 50,0 25,0 00 mya

Figura 24. Tempos médios de divergéncia para as principais linhagens de T. cruzi
utilizadas no trabalho, utilizando os loci nucleares com o modelo de relogio relaxado
(relaxed lognormal). Conjunto de dados consiste de um alinhamento de 30 loci
nucleares concatenadas onde o relégio molecular néo foi rejeitado, e que tiveram pelo
menos um homoélogo em T. brucei. Barra de escala utilizada esta em milhdes de anos

(mya).
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4) Aplicacdo do algoritmo de predicdo de clusterizacdo em populacdes naturais de
T. cruzi,.

4.1) Decomposicao de valores singulares (SVD)

Para o desenvolvimento de uma nova ferramenta de clusterizacdo baseada em
sequéncias génicas, o0 gene da amastina foi escolhido como gene alvo, uma vez que um
namero bastante grande de sequéncias deste gene encontrava-se disponivel nos bancos
de dados de sequéncia. Apos a transformacdo das sequéncias do gene amastina, que
foram previamente alinhadas e curadas, em uma matriz M numeérica pelo algoritmo
“SlideBlock” (SB), a frequéncia de blocos de tetranucleotideos presentes em cada
sequéncia foi calculada, com a qual foi possivel realizar o calculo do SVD do dataset.
Como pode ser visualizado na Figura 25, o espectro de valor singular obtido a partir da
analise do SVD na matriz M mostra quantos grupos podem ser escolhidos no banco de
dados, sendo estes classificados com base no principio da Curva-L (BRAGA, 2001), ou
seja, baseados na conversdo dos seus valores relativos na populacdo no gréafico
(COUTO, SANTORO e SANTOS, 2011). Esse principio diz que ap6s o nivelamento da
curva, onde o valor no eixo Y, representado pelos valores relativos, comeca a ficar
constante, as analises tendem a gerar mais ruidos.

De acordo com o grafico de SVD e com base no principio da Curva-L
(LAWSON e HANSON, 1995), os valores singulares trés e quatro foram escolhidos
como ideais para serem utilizados nas analises. Os dados obtidos foram entdo tracados
em um gréfico tridimensional testando ambos valores singulares, e ao correlacionarmos
as duas topologias obtidas a variacdo foi minima. Como ndo havia diferenca
significativa entre trés e quatro valores singulares, foi escolhido o menor valor singular
convergido inicialmente, por permitir uma analise mais rapida e simples. Esse valor foi
utilizado para definir o nimero de grupos k a serem definidos em nosso método de
agrupamento k-Means (k = 3). Ademais, neste caso, o valor k = 3 também coincide com
0 namero de perfis esperados, ja que temos trés linhagens filogenéticas ndo hibridas, das

quais as sequéncias de amastina foram analisadas.
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Figura 25. Gréfico de valores relativos de SVD: sdo mostrados os dez primeiros valores
singulares de M obtidos pela fatoracdo do SVD tracados em ordem decrescente. O eixo
X corresponde ao indice de valores singulares e o eixo Y aos valores relativos. Observa-
se que a Curva-L ocorre entre os valores de k =3 e k = 4.

4.2) Clusterizacéo

A partir do valor de k selecionado com base nos valores SVD, como descrito no
item anterior, 0os grupos obtidos com dois métodos de agrupamento diferentes usados
para clusterizar as sequéncias de amastina foram comparados. O primeiro método
avaliado, que constituiu a estratégia proposta neste trabalho, foi usar o valor k, obtido
pelo SVD a partir da matriz gerada pelo célculo da distancia euclidiana, no algoritmo k-
Means. Apds rodar o algoritmo com k=3, reiterado 100 vezes, foi gerado um gréfico
consenso com trés grupos bastante distintos (Figura 26A).

Todas as 294 sequéncias de amastina foram classificadas em um dos trés grupos
identificados pelo SVD como mostrado na Figura 26A. Foi observado que as sequéncias
derivadas de cepas pertencentes a linhagem Tcl (Colombiana, Sylvio e Dm28) se
encontravam no grupo SVD1 (verde), as sequéncias derivadas das cepas pertencentes a
linhagem Tcll (Esmeraldo e JG) foram agrupadas no SVD2 (azul escuro) e as
sequéncias derivadas do clone da cepa Tclll 231 agruparam-se no grupo SVD3 (Azul
Claro). Como esperado para uma linhagem hibrida parte das sequéncias derivadas do
clone de CL Brener (TcVI1) foram agrupadas no grupo SVD2 e parte no SVD3.
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Para avaliar se a estratégia proposta neste trabalho é uma boa abordagem para
ser utilizada para clusterizacdo de sequéncias génicas como as de amastina, 0s
resultados obtidos foram comparados com um segundo método de clusterizagdo por
distdncia, uma das abordagens de agrupamento filogenéticos mais utilizadas na
literatura. Usando o modelo de substituicdo Kimura-2-parametros, e o método de
reconstrucdo Neighbour-Joining, o comportamento da clusterizacdo foi muito similar
como pode ser observado na topologia da arvore gerada (Figura 26B), sugerindo que o
algoritmo proposto funciona bem para analises de agrupamento. Para cada grupo obtido,
uma variavel binaria de saida foi criada a partir da matriz de frequéncia ja decomposta
com seus valores singulares (SVD1, SVD2 e SVD3), e utilizada em um modelo de
regressdo logistica construido para prever a possibilidade de um bloco pertencer a um

determinado grupo.
4.3) Regressao Logistica

Esse € um teste padrdo que pode ser usado para identificar padrdes que séo
responsaveis pelo agrupamento de cada grupo SVD. Na Tabela 11 sdo mostrados os
blocos de tetranucleotideos com os coeficientes de regressdo dos blocos com valores
significativos. Todas as analises foram feitas considerando como nivel significativo o
valor P de 0,05 apos a regressdo logistica, usando o método de “forward stepwise”. A
razdo de chances para cada tetranucleotideo é calculada pelo €*, onde Bi é o coeficiente
de regressdo, que resume o sentido e a importancia da frequéncia de cada
tetranucleotideo para caracterizar um determinado grupo SVD. Se esta razdo for maior
do que 1,0 (B> 0), o bloco pertence a um grupo SVD. Se a razdo € inferior a 1,0 (B; <0),

0 bloco ndo pertence a um grupo SVD especifico.
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Figura 26. Gréaficos obtidos com dois métodos de clusterizacdo diferentes para as 294 sequéncias de amastina analisadas. (A) Grafico SVD
gerado pelo algoritmo de clusterizacdo proposto neste trabalho. O célculo de distancia euclidiana foi aqui utilizado com o célculo de SVD para a
plotagem. Para o célculo do k-means foi utilizado (k=3). (B) Cladograma n&o enraizado obtido por Neighbor-Joining (NJ), mostrando a
clusterizacdo baseada em distancia de Kimura 2-Pardmetros. Em ambos os métodos parte das sequéncias de amastina do clone CL Brener
pertencente a linhagem hibrida TcVI foi agrupada em SVD2 (NJ2) e parte em SVD3 (NJ3). Na arvore de NJ os ramos caracterizados com Tcll
significam que tanto Esmeraldo quanto JG estavam presentes nos mesmos. As sequéncias derivadas de cepas pertencentes a linhagem Tcl
(Colombiana, Sylvio e Dm28) se encontravam no grupo SVD1 (verde), as sequéncias derivadas das cepas pertencentes a linhagem Tcll
(Esmeraldo e JG) foram agrupadas no SVD2 (azul escuro) e as sequéncias derivadas do clone da cepa Tclll 231 agruparam-se no grupo SVD3
(Azul Claro).
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Como pode ser visto na Tabela 11, apenas dois ou trés dos 256 tipos de blocos
identificados foram importantes para caracterizar cada cluster. A presengca dos
tetranucleotideos GCGG, AAGT e CTGT, com coeficientes de regressdo (B;) positivos,
aumentam a probabilidade de a sequéncia pertencer ao grupo SVDI1. Para a
identificacdo do padrdo do grupo SVD2 apenas dois blocos também com coeficientes de
regressdo positivos foram considerados relevantes (CTGC e TGCT). E finalmente, para
a identificacdo do grupo SVD3, dois blocos foram significativos (CCAC e CCGC), com
dois tipos de coeficiente de regressdo: um positivo, cuja presenca indica o aumento da
probabilidade da sequéncia pertencer ao grupo SVD3, e um negativo, que indica que

sua presenca diminui esta probabilidade (Tabela 11).

Tabela 11 - Andlise de regresséao logistica por bloco de tetranucleotideos
considerado relevante para caracterizar os trés clusters identificados.

Clusters Bloco de' Coeficie~nte de Desvio Valor P
Tetranucleotideo regressdo (B;) padréo
SVD1 (Bo=-32.11)
GCGG 3.64 1.26 0.0163
AAGT 4.80 1.71 0.045
CTGT 2.60 1.30 0.0436
SVD2 (o= -32.09)
CTGC 4.94 1.59 0.0000
TGCT 3.46 1.07 0.0498
SVD3 (Bo=-13.22)
CCAC -2.98 1.60 0.05
CCGC 3.36 1.02 0.01

Para ilustrar o efeito da presenca dos blocos de tetranucleotideos relevantes na
sequéncia de amastina para identificacdo de cada cluster, a figura 27 ilustra o
comportamento do modelo logistico para o grupo SVD1, quando a frequéncia do bloco
AAGT aumenta em uma sequéncia de amastina, e as frequéncias dos demais blocos do
mesmo grupo séo mantidas constantes. Observa-se que a presenca de quatro ou mais
copias deste bloco de tetranucleotideo na sequéncia aumentam fortemente a chance da
sequéncia de amastina pertencer ao grupo SVDL1.

Para mostrar o quanto a diferenca destes blocos tetranucleotideos foi
significativa entre os grupos SVD preditos, a tabela 12 mostra a frequéncia média dos

blocos de tetranucleotideos identificados por meio de regressdo logistica para cada
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grupo SVD, sendo eles comparados pelas frequéncias de um grupo SVD contra 0s
demais. Os modelos de regressdo logistica foram validados utilizando 82 sequéncias de
amastina que foram randomicamente selecionadas a partir do nosso conjunto de dados
analisado. Sensibilidade e especificidade foram superiores a 90% para a utilizacdo
desses blocos de tetranucleotideos selecionados como determinantes para a

diferenciacéo dos trés grupos SVD avaliados (Figura 28).
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Figura 27. Comportamento do modelo logistico para o grupo SVD1 em funcdo da
frequéncia do bloco AAGT. Mantidas as frequéncias dos demais blocos de
tetranucleotideos relevantes (GCGG e CTGT), pequenas mudangas na frequéncia do
bloco AAGT aumentam as chances de a sequéncia pertencer ao grupo SVD1.
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Tabela 12 - Média de frequéncia dos blocos de tetranucleotideos de grupos SVD

especificos contra os demais grupos.

Média de frequéncia dos Blocos de Tetranucleotideos

Grupo SVD1 versus outros grupos

Bloco de Tetranucleotideo Grupo SVD1 Outros Grupos Valores P
GCGG 2,8 +- 0,86 0,3+-0,52 <0,001
AAGT 4,4 +- 0,56 2,0+-0,25 <0,001
CTGT 4,4 +- 0,66 3,0+-0,20 <0,001
Grupo SVD2 versus outros grupos

Bloco de Tetranucleotidio Grupo SVD2 Outros Grupos Valores P
CTGC 3,3+-0,52 1,1+-0,34 <0,001
TGCT 7,0 +- 0,09 5,6 +- 0,54 <0,001
Grupo SVD3 versus outros grupos

Bloco de Tetranucleotidio Grupo SVD3 Outros Grupos Valores P
CCAC 1,1 +-0,29 2,4 +- 0,65 <0,001
CCGC 6,7 +- 0,55 3,2+-0,95 <0,001

mProporgéo das sequéncias corretamente classificadas como pertencentes a cada grupo

DProporgdo das sequéncias nédo pertencentes a cada grupo e corretamente classificadas como pertencentes a outro grupo
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Figura 28. Teste de sensibilidade e especificidade dos blocos para determinacdo dos
grupos SVD representados pelas taxas de verdadeiros positivos e negativos para cada
modelo logistico na classificacdo das sequéncias: se a chance de uma sequéncia de
pertencer um grupo € superior a 90%, entdo ela é classificada no grupo modelado. Caso
contrario, ela é classificada como pertencente a outro grupo.
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O numero de sitios significativos obtidos pela regressdo logistica para cada
grupo SVD foi de trés, dois e dois para SVD1, SVD2 e SVD3, respectivamente. A baixa
presenca ou auséncia de blocos especificos nas sequéncias de amastina de outros grupos
SVD mostra que a estratégia proposta neste trabalho foi eficiente. Esses resultados

foram reunidos em um manuscrito em fase final de elaboracéo.
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IV. DISCUSSAO

Embora as sequéncias completas dos genomas de cinco clones de T. cruzi,
pertencentes a diferentes linhagens, tenham sido publicadas, muitos aspectos da
estrutura populacional e evolucdo deste protozoario ainda permanecem obscuros. A
espécie T. cruzi apresenta uma grande heterogeneidade tanto genotipica quanto
fenotipica, provavelmente resultante do seu modo de reproducdo e o isolamento
geogréfico das de suas populagdes, que causam um acumulo de mutacGes e
caracteristicas proprias. Muitos trabalhos tém sido realizados na tentativa de evidenciar
as caracteristicas peculiares de cada isolado de T. cruzi, sendo que variacdes de forma,
viruléncia, dindmica de crescimento, sequéncias génicas e até mesmo numero de
cromossomos foram demonstradas.

Com relacdo aos fatores genéticos do parasito, uma variedade de estudos
bioldgicos e moleculares revelou uma substancial variabilidade genética entre as cepas
de T. cruzi. De fato, em 2009, foram classificadas em seis linhagens ou DTU’s
principais (Tcl-VI) para este parasito. Os aspectos epidemiologicos associados as
diferentes linhagens ainda ndo estdo bem definidos, mas ja ha evidéncias de associacédo
com a distribuicdo geografica, ciclos de transmissdo e aspectos clinicos da doenca. Com
isso, a fim de se discutir profundamente a estrutura populacional desse parasito, 0s
esforcos do nosso grupo de pesquisa tém sido focados no desenvolvimento de
metodologias para a caracterizacdo do T. cruzi e sua aplicacdo no estudo da
epidemiologia molecular da doenca de Chagas.

A estrutura populacional do parasito ainda é bastante discutida, em parte devido
a falta de dados gendmicos de todas as linhagens de T. cruzi, o que torna os estudos
limitados. Atualmente, ha disponivel em bancos de dados genomas de apenas trés
linhagens filogenéticas de T. cruzi (Sylvio e JR — Tcl; Esmeraldo — Tcll; CL Brener e
Tula — TcVI), e verifica-se a concentracdo de estudos evolutivos somente em poucos
grupos génicos bem definidos, que nem sempre sdo o0s ideais para esse tipo de estudo
(FREITAS, DE et al., 2006a; PINTO et al., 2012; ZINGALES et al., 1999). Assim,
torna-se necessaria a geracdo de novos dados gendmicos de T. cruzi, bem como o
desenvolvimento de novas estratégias capazes de identificar os melhores genes
candidatos para as analises evolutivas, visando ao refinamento dos estudos sobre a

estrutura populacional do parasito.
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Assim, neste trabalho nos propusemos a desenvolver e aperfeicoar
procedimentos moleculares, e computacionais que permitissem investigar e dissecar a
complexidade da estrutura populacional de T. cruzi. Para tanto, foram nossos objetivos
neste trabalho: (i) investigar se as trocas geneticas entre cepas de T. cruzi sdo mais
frequentes que o esperado; (ii) desenvolver novas metodologias de caracterizacéo
molecular capazes de diferenciar as diferentes linhagens de T. cruzi em futuros ensaios
multiplex de PCR; (iii) sequenciar o genoma de um representante da linhagem Tclll,
ainda ndo disponivel nos bancos de dados publicos e realizar uma anélise comparativa
com seus dados gendmicos, a fim de se resolver a origem ancestral das seis linhagens
filogenéticas e (iv) desenvolver uma metodologia computacional de agrupamento capaz
de reconhecer padrGes responsaveis pela divisdo das linhagens e gerar regides

candidatas para o desenho de iniciadores para ensaios de caracterizacdo molecular.

1) As trocas genéticas entre cepas de T. cruzi sdo mais frequentes que o esperado

Embora a reproducéo sexual ja tenha sido indubitavelmente demonstrada para T.
cruzi (GAUNT et al., 2003; RAMIREZ et al., 2012), muitas questdes relativas a
frequéncia e importancia destes eventos e sua contribuicdo para a determinacdo da
estrutura populacional e biologia destes parasitos continuam muito debatidas. Em
especial, merece destaque o debate sobre o modo reprodutivo do parasito se
essencialmente clonal com trocas genéticas eventuais, ou se essas trocas Sao mais
frequentes, caracterizando uma reproducéo sexual. No presente estudo foi empregada
uma estratégia inovadora para se avaliar a dindmica populacional Tcll simultaneamente
em escalas geograficas local e abrangente usando conjuntos de marcadores polimorficos
nucleares e mitocondriais. As abordagens experimentais utilizadas neste estudo foram
projetadas para se investigar melhor a clonalidade anteriormente assumida como o
mecanismo predominante para a reprodugéo de T. cruzi (TIBAYRENC e AYALA,
2002).

Dados contrastantes na literatura, tais como a presenca de homozigotos e de
heterozigotos correspondentes nos estoques e clones de T. cruzi provenientes de um
mesmo hospedeiro circulante em uma mesma area em populac@es naturais, assim como
a confirmacdo de eventos de hibridizacdo in vitro, e 0 uso frequente de isolados de

linhagens, ciclos de transmisséo e localidades diferentes, sinalizavam que o pressuposto
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de uma estrutura essencialmente clonal para o tdxon poderia ndo refletir a realidade
(BOGLIOLO, LAURIA-PIRES e GIBSON, 1996; GAUNT et al., 2003).

Assim, neste trabalho, foram utilizados alguns dos pardmetros de genética
populacional mais comuns descritos na literatura, como equilibrio de HW e LD, para
investigar a estrutura populacional de dois conjuntos de populacdes de Tcll: um
conjunto que incluiu cepas isoladas a partir de uma ampla regido geografica (lugares
diferentes na América Latina) e um conjunto menor, incluindo cepas isoladas de uma
area mais restrita (Minas Gerais, Brasil). A ideia principal desta abordagem foi avaliar a
potencial influéncia de barreiras geograficas nos aparentes desequilibrios de HW e LD
que normalmente séo detectadas em estudos populacionais, desses parasitos e que levou
a proposicdo da estrutura essencialmente clonal de T. cruzi (AYALA, 1993;
OLIVEIRA, R P et al.,, 1998; TIBAYRENC e AYALA, 1987, 2002; WAHLUND,
1928).

No presente estudo, a ocorréncia de LD e desvios de HW foram detectados
quando cepas de T. cruzi isoladas de regibes geograficamente distantes foram
analisadas, o0 que poderia ser incorretamente interpretado como indicativo de
reproducdo clonal predominante. No entanto, esse cenario foi completamente
modificado quando foram analisados apenas isolados que circulavam em uma mesma
area geografica. Neste ultimo caso, o equilibrio de ligacdo e de HW foram restaurados
para a maioria dos loci analisados, indicando que as distancias geograficas e/ou
barreiras fisicas podem ser fatores importantes na reducdo de oportunidades para a
reproducéo sexual, logo, afetando aparentes as taxas de recombinacao entre as cepas de
T. cruzi.

Curiosamente, esses eventos de recombinacdo ndo ocorreram apenas por
segregacdo independente, mas também por recombinacdo alélica. Isso foi evidenciado
pela presenca de recombinacdo aparentemente mais frequente entre genes localizados
longe uns dos outros em um mesmo cromossomo (Cromossomo 6).

Assim, o0s resultados obtidos neste trabalho s&o consistentes com uma
subestruturagdo da populagdo conduzida provavelmente pelo efeito Wahlund (um
fendmeno comum observado quando os individuos de uma populacdo sdo provenientes
de subpopulagdes geneticamente segregadas), em que os desequilibrios dos marcadores
genéticos contribuiram para uma subestimativa da ocorréncia de sexo e recombinacéo

na populagdo de T. cruzi. Esses achados foram particularmente relevantes, pois a
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maioria dos estudos anteriores, utilizaram cepas isoladas de areas geograficamente
muito distantes para este tipo de anélise.

A estratégia escolhida neste estudo para analisar cepas de T. cruzi isoladas do
mesmo local (Minas Gerais) e da mesma linhagem Tcll para investigar a extensdao da
recombinacdo homdloga e da segregacédo alélica aleatdria entre os parasitos sugere que
as trocas genéticas entre essas linhagens foram mais frequentes do que o inicialmente
esperado. Se isto € uma caracteristica especifica de algumas popula¢des de T. cruzi ou
uma caracteristica geral do taxon T. cruzi ainda falta ser esclarecido. Todavia,
Llewellyn et al. (2009), utilizando 48-49 loci microssatélites para investigar a estrutura
da populagdo das linhagens Tcl e Tclll, observou um excesso de homozigose, um
achado incongruente com os modelos extremos de evolugdo clonal de longo prazo em
organismos diploides.

Da mesma forma, Ocafia-Mayorga et al. (2010), utilizando 10 loci
microssatélites e 81 isolados de Tcl provenientes de populacfes de triatomineos e
pequenos mamiferos de 16 comunidades da provincia de Loja, no sul do Equador,
também identificaram frequéncias alélicas de equilibrio de HW e equilibrio de ligacéo
mesmo entre os loci fisicamente ligados.

Ao analisar um gene nuclear (glicose fosfato isomerase - GPl) e um
mitocondrial (NADH desidrogenase subunidade 1 — ND1) de 60 isolados de Tcl e 15
cepas de referéncia pertencentes as seis linhagens de T. cruzi, Barnabé e Breniére
(2012) identificaram indicios de introgressao trans-linhagem mitocondrial. Este tipo de
evento, que é o fluxo de genes de uma linhagem para o acervo genético de outra através
de repetidos retrocruzamentos entre um hibrido e sua original geracdo progenitora. Este
tipo de evento inicialmente considerado raro em tripanosomatideos foi observado pelo
menos em dez casos independentes: duas vezes entre as linhagens Tcll e Tclll
(FREITAS, DE et al., 2006a) e oito vezes entre Tcl e Tclll ou TclV (LEWIS et al.,
2011; MACHADO e AYALA, 2001; MESSENGER et al., 2012).

Finalmente, ao contrario da visdo predominante de que eventos de hibridizacdo
em T. cruzi sdo antigos e de pouca importancia epidemioldgica, Lewis et al. (2011)
dataram eventos evolutivos chave do taxon, incluindo o surgimento de linhagens
hibridas TcV e TcVI, como ocorridos nos ultimos 60 mil anos, o que indica que a
recombinacéo ainda é ativa no taxon.

Concluindo, tomados em conjunto esses resultados sugerem que as trocas

genéticas entre cepas de T. cruzi ocorrem com mais frequéncia do que inicialmente
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esperadas e essa informacdo pode ser importante para moldar e definir propriedades
biologicas das linhagens filogenéticas deste taxon. No entanto, a relevancia destes
eventos de recombinacdo para todo o taxon em ambas as escalas evolutivas e de
geracOes continuaram a ser estabelecidas (TIBAYRENC e AYALA, 2013).

Esses resultados foram utilizados para a redacdo de um artigo “Evidence of
substantial recombination among Trypanosoma cruzi II strains from Minas Gerais”

publicado no periddico “Infection, Genetics and Evolution” (Anexo 1).

2) Nova técnica de caracterizacdo de trés linhagens de T. cruzi baseada em um gene
mitocondrial

Como mencionado anteriormente, apesar de ja existirem diversas técnicas de
caracterizacdo das diferentes linhagens de T. cruzi, hoje poucos ensaios sdo simples e
conseguem diferenciar as seis linhagens.

A perspectiva inicial quase utdpica de se encontrar um Unico marcador capaz
distinguir as seis linhagens de T. cruzi, mostrou-se dependente de mais dados
gendmicos de linhagens cujos genomas ainda ndo foram sequenciados, para uma andlise
global dos polimorfismos.

Neste presente trabalho nos propusemos simplificar a metodologia proposta por
Macedo & Segatto (2010) baseada em um ensaio triplo (Figura 4). Dentre as etapas
dessa proposta, uma das técnicas utilizadas € a PCR RFLP do gene mitocondrial COll
de T. cruzi. Apesar de ser muito eficaz para diferenciar os trés hapl6tipos mitocondriais
A (Tcl), C (Tcll) e B (Tclll-VI), o uso de enzimas de restricdo (Alul) aumenta muito o
trabalho e o tempo de execucdo do ensaio, diminuindo sua sensibilidade e capacidade de
automacao.

Nossa proposta foi de desenvolver uma abordagem que removesse a etapa de
digestdo de maneira a permitir a sua futura utilizacdo em ensaios multiplex com outros
marcadores. Para isso, padrdes de polimorfismos condizentes com os trés haplétipos
mitocondriais foram localizados ao longo dos genes mitocondriais do parasito. Assim,
através de um SNP encontrado no gene ND1, foi possivel desenvolver uma tecnica de
deteccdo alelo especifica com iniciadores de tamanhos diferentes e temperaturas de

anelamento proximas para serem utilizados no ensaio multiplex.

101



Foi possivel demonstrar com a técnica proposta neste trabalho que a estratégia
escolhida para substituir a etapa de RFLP-PCR do gene COII, permite diferenciar bem
0s haplotipos mitocondriais A, B e C, sem 0 uso de enzimas de restri¢do, tornando o
ensaio mais rapido, mais simples e viabilizando a sua posterior automatizacao.

Todavia, embora o resultado obtido tenha se mostrado encorajador, a presenca
de algumas bandas inespecificas, mostra que ainda € possivel melhorar alguns
pardmetros da estratégia proposta para aumentar a especificidade da tipagem. Além
disso, pretendemos avaliar a sensibilidade desta metodologia, para aplicacdes
diretamente em tecidos humanos infectados, o que permitiria, por exemplo, a
caracterizacdo  precoce das linhagens em de casos de reinfeccdo em pacientes
transplantados, como ja foi visto em outros trabalhos desenvolvidos pelo nosso grupo
(SEGATTO, 2013).

3) Andlise do genoma de Tclll 231

3.1) Nova estratégia de montagem de genomas altamente repetitivos

Como se sabe, a montagem de regides repetitivas em genomas complexos
representa um grande desafio na bioinformatica, especialmente em projetos que utilizam
reads muito curtas como as obtidas em plataformas de sequenciamento de ultima
geracdo. Uma das abordagens mais usadas para minimizar este problema € a utilizacdo
de reads obtidas de diferentes plataformas de sequenciamento, que geram reads também
variaveis curtas e longas (FRANZEN et al., 2012). Um exemplo classico foi a
montagem do genoma do clone de Sylvio (Tcl), que utilizou reads geradas pela
plataforma Illumina e Roche 454 (FRANZEN et al., 2011). Todavia, ha que se destacar
ainda a escassez de algoritmos e estratégias de montagem de genomas repetitivos,
mesmo para 0s casos contendo reads originarias o que demanda o desenvolvimento de
novas alternativas e estratégias de montagem.

O pipeline de montagem combinada proposto nesse trabalho (combinacgdo da
estratéegia de montagem de novo e baseada em um genoma de referéncia) melhora a
qualidade da montagem de um genoma com um conteddo altamente repetitivo usando
apenas reads curtas geradas pela plataforma NGS Illumina de uma forma acessivel e
rdpida. A Unica exigéncia do uso dessa estratégia de montagem combinada é a
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disponibilidade de um genoma de referéncia relativamente proximo evolutivamente do
organismo a ser montado.

Esta metodologia pode ser um passo importante para futuros projetos de
montagem de genomas altamente repetitivos, principalmente por eliminar a dependéncia
do uso de plataformas de ultima geracdo que produzem de reads longas, mas que sdo
em geral de menor eficiéncia, como o descontinuado Roche 454 (“Roche Shutting
Down 454 Sequencing Business” 2013). Existe ainda uma infinidade de novos genomas
sendo sequenciados, a maioria em plataformas que geram reads curtas, o que torna a
estratégia de montagem proposta neste trabalho uma boa opcdo para a montagem de
genomas, especialmente se 0s mesmos tiverem um alto contetido repetitivo.

O tamanho do genoma das diferentes linhagens de T. cruzi varia bastante entre si
(FRANZEN et al., 2011, 2012). Para mostrar como o pipeline proposto pode ser
estendido para genomas de outras linhagens de T. cruzi, ou mesmo de outros
organismos, a mesma abordagem foi utilizada na montagem de genoma de outro
tripanosomatideo, no caso, 0 genoma escolhido foi o de Leishmania peruviana para a
montagem do qual se utilizou o genoma de Leishmania braziliensis como referéncia,
que sdo espécies diferentes, portanto mais divergentes entre si do que entre linhagens de
uma mesma espécie como foi o caso de T. cruzi. Os resultados obtidos foram
compativeis com os achados neste trabalho (Valdivia et al., em preparacdo),
demonstrando que, mesmo usando um genoma de uma espécie proxima, mas ndo
idéntica como genoma de referéncia, a abordagem de montagem proposta por nés é uma
metodologia alternativa atrativa. Essa abordagem é objeto de um manuscrito estd em

fase final de elaboracéo para a publicagdo (Anexo 2).

3.2) Uma nova hipdtese para a origem das linhagens de T.cruzi

Um dos principais problemas em trabalhos que visam a reconstrucdo da historia
evolutiva de organismos é a selecdo de um conjunto de dados ideal. Para T. cruzi o
principal problema encontrado é que, como demonstrado, poucos representantes de suas
linhagens filogenéticas estdo disponiveis, dificultando a escolha de um conjunto de
dados de genes que tenha uma histérias evolutivas condizentes com a do parasito. Com

isso torna-se interessante reconstruir historias evolutivas de conjuntos genes
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mitocondriais e nucleares, que apresentem uma relativa conservacdo entre todas as
linhagens analisadas.

Para reconstruir a historia evolutiva das principais linhagens do taxon T. cruzi,
foram escolhidas as regides codificadoras do genoma mitocondrial e 43 loci nucleares
independentes e relativamente conservados entre as diferentes linhagens do parasito
disponiveis. Isso possibilitou comparar as historias evolutivas mitocondriais e nucleares
do parasito. Para as andlises dos loci nucleares, observamos que temos mais genes
ortologos similares entre Tcl e Tclll do que entre Tcll e Tclll. Para a analise do genoma
mitocondrial, a reconstrucdo filogenética mostra que mesmo sendo diferente de Tcl, o
genoma tem maior similaridade com o genoma mitocondrial de Tcl do que com o de
Tcll. Com estes resultados mostram que o Tclll ndo é um hibrido de Tcl e Tcll como
alguns grupos anteriormente haviam proposto (WESTENBERGER et al., 2005),
mostrando que sua diversificacdo nas atuais linhagens existentes é recente. Podemos
também afirmar que Tclll é mais estreitamente relacionado com a linhagem Tcl do que
com Tcll, refutando a classificagdo original de T. cruzi em dois grandes grupos, T. cruzi
| (Tcl) e T. cruzi Il (Tcll) (BURGOS et al., 2013; FLORES-LOPEZ e MACHADO,
2011; FREITAS, DE et al., 2006).

Com base nos resultados obtidos nesse trabalho associados a outros achados
anteriores obtidos pelo nosso e outros grupos (FLORES-LOPEZ e MACHADO, 2011;
FREITAS, DE et al., 2006), é razoavel propormos que a linhagem Tcll divergiu
primeiro em relacdo as demais linhagens inclusive em relacdo a Tcl e Tclll (Figura 29).
Hipotese semelhante foi também proposta por Flores-Lopez e Machado (2011), que
utilizaram sequéncias nucleotidicas de 32 loci ndo ligados para reconstruir a histéria

evolutiva da linhagem TclV, ndo utilizada no nesse presente trabalho.
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Figura 29. Desenho esquematico da hipotese de como teria ocorrido a divergéncia das
linhagens de T. cruzi, utilizando os dados obtidos no presente trabalho junto com os
dados de TclV obtidos do testudo de Flores-Lopez et al. (2011) e TcV obtidos de
Freitas et al (2006), representados na figura por linhas pontilhadas.

Um perfil evolutivo muito similar foi obtido entre as arvores reconstruidas tendo
como bases apenas com 0s genes nucleares e aquelas com o genoma mitocondrial, onde
principalmente a linhagem TcVI se mostrou hibrida de Tcll e Tclll. Essa observagao
associada com a maior similaridade do genoma mitocondrial do clone da cepa 231
(Tclll) ao genoma mitocondrial do hibrido TcVI, mostra que durante o evento de
hibridagdo que deu origem a linhagem TcVI, a mitocondria de Tclll foi transferida
unilateralmente, suportando a hipotese de que Tclll foi a "cepa mée" do hibrido TcVI
(do Valle et al., em preparacdo). A congruéncia entre as topologias das arvores
nucleares e mitocondriais e o fato de que as cepas hibridas estdo em regides geograficas
onde suas ancestrais se encontram compartilhando o0 mesmo ciclo de transmisséo
(Figura 30), reforca que o efeito Wahlund (presenga de barreiras) deve ser um fator a ser
considerado na proposicdo de hipoOteses sobre 0s eventos sexuais naturais nestes
parasitos. E também apoia a validade das comparacOes feitas em anteriores de nosso
grupo comparando marcadores mitocondriais e nucleares (BAPTISTA et al., 2014;
CARRANZA et al., 2009).
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Figura 30. Mapa da distribuicdo geogréfica das linhagens de T. cruzi. O mapa mostra
que, principalmente na regido sudeste do Brasil, as cepas de linhagens hibridas TcV e
TcVI encontrados na natureza estdo concentrados basicamente em regides que as
linhagens Tcll e Tclll sdo sobrepostas em um mesmo ciclo de transmissao; silvestre
(azul) e ciclos de transmissao (vermelho) domésticos.

Obviamente, que estudos que relatam analises de uma ou de algumas cepas ndo
abrangem todo o quadro possivel de variabilidade genética do taxon. Assim, futuros
estudos filogenéticos multilocus com outras linhagens e uma quantidade maior de
amostras devem também conduzir uma maior profundidade de amostragem para melhor
refletir as diferencas entre estas linhagens e melhor resolver a historia evolutiva do T.

cruzi.

4) Nova abordagem para o agrupamento de sequéncias e identificacao de sitios
candidatos especificos para caracterizagdo das linhagens.

Atualmente um dos principais desafios no desenvolvimento de metodologias de
caracterizagdo molecular a serem utilizados em estudos subpopulagdes em qualquer
conjunto de organismos, € a deteccdo de sitios polimorficos significantes e especificos
para essa estruturacdo. Como ja foi mencionado, o T. cruzi, revelou uma substancial

variabilidade genética entre suas cepas, 0 que culminou, em 2009, com a subdivisdo da
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populacdo desse parasito em seis linhagens ou DTUs principais (Tcl-VI). Um dos
desafios atuais é a deteccdo de marcadores que permitam de maneira simples a
caracterizacdo das seis linhagens. Com o aumento da geracdo de dados gendmicos do
parasito, a deteccdo de novos sitios especificos responsaveis pela diferenciacdo dessas
linhagens de T. cruzi se torna importante ferramenta para encontrar novos marcadores,
visando, por exemplo, a investigar melhor eventuais associagcfes com aspectos
epidemioldgicos e clinicos.

Para isto propusemos desenvolver uma estratégia de identificacdo de sitios
candidatos usando a abordagem de decomposicdo de Valores Singulares ou SVD. Com
essa metodologia obtivemos trés clusters no grafico SVD a partir de sequéncias de
amastina de quatro linhagens (Tcl, Tcll, Tclll e TcVI). Embora o nimero clusters
obtidos pelo grafico SVD (trés) ndo tenha coincidido com o numero de linhagens
filogenéticas utilizadas para a geracdo de sequéncias de amastina (quatro), houve uma
clusterizacdo das sequéncias da quarta linhagem de acordo com as linhagens
supostamente parentais desta populacéo, visto o carater hibrido da linhagem TcVI como
ja demonstrado em trabalhos prévios (BRISSE et al., 2003; EL-SAYED, MYLER,
BARTHOLOMEU, et al., 2005; FREITAS, DE et al., 2006) e nesse trabalho.

Isso pode ser constatado, visto que as sequéncias de amastina derivadas do clone
CL Brener (TcVI) se dividiram em dois grupos SVD diferentes: grupo SVD3 (Tclll) e
SVD2 (Tcll). Estes achados estdo de acordo com o esperado visto que o clone CL
Brener € um clone hibrido derivado do evento de hibridizacdo de duas linhagens Tcll e
Tclll (BURGOS et al., 2013; FLORES-LOPEZ e MACHADO, 2011; FREITAS, DE et
al., 2006). Os alelos de CL Brener sdo comumente chamados de Esmeraldo-like, que em
nossa analise foi agrupado no grupo SVD2, e alelo Non-Esmeraldo-like, que em nossa
analise foi agrupada no grupo SVD3, (EL-SAYED et al., 2005). Visto que a curva L
observada no grafico SVD se encontra entre trés e quatro valores singulares, foi
realizado também um teste com o valor de k=4 no k-Means para verificar se haveria
uma separacéo significante de um quarto grupo entre as sequéncias de amastina usadas,
mas como a quarta linhagem utilizada tem um caréater hibrido ndo houve uma divisao
adequada de um novo grupo equivalente a uma nova linhagem filogenética. Em analises
preliminares, sem a inclusdo das sequéncias de amastina de Tclll, foi observado que as
sequéncias de amastina pertencentes a populacdo Tcl apresentaram menor variacdo em

suas sequéncias intracepas (genes paralogos) e maiores diferengas entre as sequéncias
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pertencentes a diferentes cepas (genes ortologos), tendo sido divididas em dois grupos
SVD diferentes.

A comparacdo entre 0 método de clusterizacdo baseado em SVD proposto aqui e
0 da reconstrucdo de uma arvore de distancia filogenética, revelou topologias de
agrupamentos muito similares, sugerindo que a metodologia clusterizacdo proposta €
robusta e eficaz. Um dos pontos mais positivos da metodologia de clusterizagdo por
SVD ¢é que ela possui uma baixa complexidade computacional podendo ser, em
principio, usada com grandes conjuntos de dados, gerando resultados com rapidez e
confiabilidade. Essa abordagem pode ser uma boa ferramenta de previsdo de sitios
candidatos para utilizagdo de enzimas de restricdo, assim como para desenhos de
iniciadores, visto que blocos nucleotideos significativos e especificos para cada cluster
pode ser identificado. Assim o algoritmo de clusterizacdo por SVD além de ser uma
ferramenta importante para ensaios de taxonomia, também identifica sitios polimérficos
disponiveis para estudos filogenéticos e para diagnosticos moleculares linhagem
especificos. Esta metodologia é objeto de um manuscrito em fase final de elaboracéo
(Anexo 2).
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V. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Com os resultados obtidos no presente trabalho foi possivel atingir os objetivos
propostos, tendo sido demonstrado que existe uma frequéncia maior de recombinacao
entre populacGes de T. cruzi circulando em areas geograficamente proximas. Esses
dados em conjunto com o sequenciamento do genoma do clone da cepa 231, uma
linhagem ainda n&o disponivel nos bancos de dados publicos, e a realizagdo da andlise
de gendmica comparativa com esses novos dados genémicos, propiciaram a resolugédo
da origem ancestral das linhagens filogenéticas do parasito, principalmente em relacédo
as linhagens hibridas. Nossa perspectiva € adicionar ao banco de dados outros genomas
de diferentes linhagens, apresentando diferentes aspectos epidemioldgicos, para que
mais informaces relevantes sobre aspectos clinicos e evolutivos desse parasito sejam
recuperadas.

Igualmente, o sequenciamento e a montagem do genoma de um clone de 231
uma cepa da linhagem Tclll, permitirdo diversas analises complementares aquelas ja
realizadas no presente trabalho. Um exemplo é a andlise de variacdo no nimero de
copias (CNV) de regiGes génicas entre as linhagens com genomas disponiveis, bem
como a analise de SNP’s. Ademais, devido a grande quantidade de proteinas hipotéticas
identificadas no genoma de referéncia e, por conseguinte também no genoma de 231,
faz-se necesséria a ado¢do de uma segunda estratégia de anotacdo do genoma de T.
cruzi.

Como detalhado no presente trabalho, a abordagem inicial escolhida para a
anotacdo do genoma de 231 foi a transferéncia de anotagdo por sintenia, utilizando o
programa RATT e a anotacdo de um genoma de referéncia (CLBrener). Essa abordagem
apesar de mais rapida, tem algumas limitagdes. Com isso, 0 genoma de 231 manteve um
grande nimero de proteinas hipotéticas e ndo teve suas regides ndo sinténicas anotadas,
tornando necessarias novas andalises visando a melhoria da anotacdo do genoma do
clone da cepa 231 (Tclll), através de um meétodo de predicéo génica.

Sera ainda necessario caracterizar computacionalmente as principais proteinas
hipotéticas conservadas entre todas as linhagens filogenéticas de T. cruzi, como aquelas
utilizadas para as analises filogenéticas neste trabalho, buscando revelar as fungdes das
mesmas. A principal contribuicdo dessa caracterizacdo computacional sera encontrar
caracteristicas dindmicas e estruturais de cada uma das proteinas hipotéticas de forma a

auxiliar na determinacdo de suas possiveis fungBes. Conhecer mais sobre essas
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proteinas hipotéticas conservadas no tdxon pode ser o caminho para se determinar novos
alvos de drogas, diagndstico e até mesmo fornecer mais dados sobre a evolucdo da
espécie.

Em relacdo a metodologia Bi-PASA, o0 préximo passo serd aplica-la em ensaios
multiplex de PCR em tecidos de pacientes chagasicos cronicos. Essa aplicacdo é
importante, pois dados obtidos com outros marcadores indicam que a utilizagcdo de
ensaios de PCR de genes multicopia diretamente em tecidos de pacientes, como em
biopsias cardiacas, € uma boa estratégia para o diagnostico precoce da reativacdo da
infeccdo pelo T. cruzi, com potencial para auxiliar os medicos nas decisfes de
tratamento antes do inicio da reativacao clinica da doenga de Chagas.

Por fim, é nossa intencdo utilizar a metodologia de agrupamento desenvolvida
neste trabalho, e que se mostrou capaz de reconhecer padrbes linhagem-especificos,
com dados de sequéncias das demais linhagens, a fim de se encontrar as melhores
regides génicas candidatas para a caracterizagdo de cada uma das linhagens. Além disto
separadamente pretendemos utilizd-la como metodologia de agrupamento de familias
hipervariaveis de proteinas de superficie de T. cruzi, visto que como ela ndo depende
necessariamente de um alinhamento, diminui a chance de haver algum tipo de viés por

alinhamento err6neo e facilita a analise de sequéncias quiméricas e ricas em repeticoes.
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Due to the scarcity of evidence of sexuality in Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas disease, it
has been general accepted that the parasite reproduction is essentially clonal with infrequent genetic
recombination. This assumption is mainly supported by indirect evidence, such as Hardy-Weinberg
imbalances, linkage disequilibrium and a strong correlation between independent sets of genetic markers
of T. cruzi populations. However, because the analyzed populations are usually isolated from different
geographic regions, the possibility of population substructuring as generating these genetic marker
imbalances cannot be eliminated. To investigate this possibility, we firstly compared the allele frequen-
cies and haplotype networks using seven different polymorphic loci (two from mitochondrial and five
from different nuclear chromosomes) in two groups of Tcll strains: one including isolates obtained from
different regions in Latin America and the other including isolates obtained only from patients of the
Minas Gerais State in Brazil. Our hypothesis was that if the population structure is essentially clonal,
Hardy-Weinberg disequilibrium and a sharp association between the clusters generated by analyzing
independent markers should be observed in both strain groups, independent of the geographic origin
of the samples. The results demonstrated that the number of microsatellite loci in linkage disequilibrium
decreased from 4 to 1 when only strains from Minas Gerais were analyzed. Moreover, we did not
observed any correlation between the clusters when analyzing the nuclear and mitochondrial loci, sug-
gesting independent inheritance of these markers among the Minas Gerais strains. Besides, using a sec-
ond subset of five physically linked microsatellite loci and the Minas Gerais strains, we could also
demonstrate evidence of homologous recombination roughly proportional to the relative distance among
them. Taken together, our results do not support a clonal population structure for T. cruzi, particularly in
Tcll, which coexists in the same geographical area, suggesting that genetic exchanges among these strains
may occur more frequently than initially expected.
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1. Introduction

Trypanosoma cruzi, the casual agent of Chagas disease, is a het-
erogeneous species as extensively demonstrated in several biolog-
ical, biochemical, and molecular studies (Devera et al., 2003;
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Macedo and Pena, 1998; Macedo et al., 2001). Since 2009, to stan-
dardize the taxon nomenclature, the T. cruzi strains have been di-
vided into six discrete taxonomic units (DTUs), TcI-TcVI (Zingales
et al., 2009). The epidemiological relevance of these DTUs or even
the subdivision of some of them or inclusion of a new one (Tcbat) is
still under debate (Zingales et al., 2012; Pinto et al., 2012). How-
ever, Tcll and its direct derived hybrids, TcV and TcVI, seem to be
associated with more severe cases of Chagas disease in Southern
Cone countries.

Despite considerable progress in cellular and molecular biology
and in evolutionary genetics within recent decades, the debate
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regarding the population structure and reproductive mode of T. cruzi
is far from being settled. The current theory, which is known as “the
clonal theory of parasitic protozoa”, was proposed by Tibayrenc and
Ayalain 1990, which stated that T. cruzi and other protozoans under-
go predominant clonal propagation with very little, if any, sexuality
(Tibayrencetal., 1990). For many years, the primary basis of this the-
ory has been the observation of large deviations from Hardy-Wein-
berg (H-W) expectation and the apparent linkage disequilibrium
(LD) between genotypes at different loci, some of which involved
genomic separate compartments, such as the nucleus and mitochon-
dria (Tibayrenc et al., 1986, 1991; Tibayrenc and Ayala, 2002).

Although prevalent in the literature, the clonal hypothesis has
been challenged by many authors (Bastien et al., 1992; Bogliolo
et al., 1996; Gaunt et al., 2003; Freitas et al., 2006). For instance,
conflicting findings, obtained by our and other groups questioned
the extent of this theory. Using microsatellite markers to study T.
cruzi populations, we observed systematic deviations between
the genotypic and allelic frequency expected by Hardy-Weinberg
equilibrium. However, unlike an excess of heterozygosity naturally
expected in populations in which recombination events are rare,
an excess of homozygosity was observed (Oliveira et al., 1998; Bal-
loux et al., 2003; Bengtsson, 2003). These findings were inconsis-
tent with a population of parasites operating under an essentially
clonal reproduction because asexual organisms exhibit the Mesel-
son Effect (Mark Welch and Meselson, 2000).

Moreover, the occurrence of T. cruzi hybrid strains presenting
evidence of sorting of homologous chromosomes and homologous
recombination has been also identified (Gaunt et al., 2003; Freitas
et al., 2006; Tomazi et al., 2009; Venegas et al., 2009; Westenberger
et al.,, 2005; Carranza et al., 2009; Brisse et al., 2003; Carrasco et al.,
1996; Sturm et al., 2003). And, at least for in vitro experiments, the
recombination events in these parasites involve fusion of nuclear
genotypes, homologous recombination, allelic loss, and uniparental
inheritance of mitochondrial genotypes (Gaunt et al., 2003).

Despite these observations, many questions remain regarding
the occurrence and frequency of recombination between current
assumed asexual parasites such as T. cruzi. Indeed, most studies
on population structures of T. cruzi have compared parasite popula-
tions isolated from distant geographical locations or at different
times of isolation, which may have failed in detecting genetic
recombination events among the strains due to bias of the sample
selections. It is well known that if two or more subpopulations have
different allele frequencies, the heterozygosity of the overall popu-
lation is reduced, despite the subpopulations being in Hardy-Wein-
berg equilibrium. This is easily achieved, for example, by the
existence of geographical barriers that prevent meetings and thus,
the flow of genes among subpopulations, leading to a phenomenon
known as the Wahlund effect (Poulin and Morand, 1999).

To verify this hypothesis, herein we compared the molecular data
obtained from TclII strains isolated from both distant geographic
areas throughout Latin America and only Minas Gerais, a Brazilian
Southern state. In this study, our aim was to investigate whether
geographical proximity would increase the probability of detecting
evidence of sexual recombination among the strains. Our results
demonstrated that when only Tcll isolates from Minas Gerais were
analyzed, four of the five microsatellite loci entered into H-W equi-
librium, suggesting that the apparent deviation observed in previous
studies could be due to geographical isolation of the analyzed
strains.

2. Methods
2.1. T. cruzi populations analyzed

A total of 88 T. cruzi isolates were analyzed in this study (Ta-
ble 1). Sixty of them were recently isolated from chronic patients,

Table 1
T. cruzi II? strains and clones analyzed in this study.

Strain/clone® Origin Strain/clone® Origin
002 B MG/Brazil 154 a MG/Brazil
003 a MG/Brazil 162 a MG/Brazil
005 B MG/Brazil 128 a BA/Brazil
007 B MG/Brazil 38 MG/Brazil
009 B MG/Brazil 013 a MG/Brazil
010B MG/Brazil 016 B MG/Brazil
011B MG/Brazil 192 a MG/Brazil
012 a MG/Brazil JG MG/Brazil
012 B MG/Brazil 022 b BA/Brazil
013 B MG/Brazil 003 B MG/Brazil
019 a MG/Brazil 002 a MG/Brazil
020 B MG/Brazil 005 a MG/Brazil
023 B MG/Brazil 006 a MG/Brazil
024 B MG/Brazil 021 B MG/Brazil
025 B MG/Brazil 097 a MG/Brazil
026 B MG/Brazil 188 a MG/Brazil
029 a MG/Brazil Be62" MG/Brazil
031 a MG/Brazil Esmeraldo® MG/Brazil
037 a MG/Brazil GMS" MG/Brazil
044 a MG/Brazil 1g539° MG/Brazil
045 a MG/Brazil Mas1 cl1? MG/Brazil
050 b MG/Brazil MPD’ MG/Brazil
053 a MG/Brazil Tula cl2” MG/Brazil
055 a MG/Brazil 84" MG/Brazil
058 a MG/Brazil 169/1° MG/Brazil
065 b MG/Brazil 200pm” MG/Brazil
067 a MG/Brazil 209" MG/Brazil
079 a MG/Brazil 239° MG/Brazil
083 a MG/Brazil 803" MG/Brazil
085 a MG/Brazil 1005" MG/Brazil
090 a MG/Brazil 1014 MG/Brazil
092 a MG/Brazil 1043" MG/Brazil
094 a MG/Brazil 1931° MG/Brazil
103 a MG/Brazil GOCH? GO/Brazil
105 a MG/Brazil 577° GO/Brazil
109 a MG/Brazil 578> GO/Brazil
110 a MG/Brazil 580° GO/Brazil
115 b MG/Brazil 183744° GO/Brazil
116 a MG/Brazil CPI95/94" Pl/Brazil
120 a MG/Brazil 0PS27/94" PI/Brazil
129 a MG/Brazil GLT564" RJ/Brazil
132 a MG/Brazil GLT593" RJ/Brazil
138 a MG/Brazil Y> SP/Brazil
146 a MG/Brazil CPI11/94" Colombia

@ T. cruzi strains were identified as T. cruzi Il as described (D’Avila et al., 2009).
b The data of these strains were obtained from Freitas et al. (2006).

58 from natives or residents in Minas Gerais (Southeast Brazil) and
two from Bahia (Northeast Brazil). In addition, genotyping data
from 28 other T. cruzi isolated in different times and different
places in Latin America (Freitas et al., 2006), were also used for
the calculation of HW and LD imbalances.

T. cruzi isolation from patients and all of the procedures were
performed with the informed consent of the participants and ap-
proved by the Ethics Committee 087/99 of UFMG, Belo Horizonte,
MG, Brazil.

The parasites DNA was extracted using the phenol:chloroform
protocol (Macedo et al., 1992) and used as a template for the PCR
assays.

2.2. T. cruzi DTU genotyping

All of the 88 isolates of T. cruzi were genotyped as Tcll, using the
triple assay as recommended by Macedo and colleagues (D’Avila
et al, 2009) to discriminate the six T. cruzi DTUs. Initially, the
strains were analyzed using PCR-RFLP of the COII gene followed
by digestion with Alu I (de Freitas et al., 2006). The second step
consists of a PCR of internally transcribed spacer leader (ITS) gene
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(Burgos et al., 2007). The final step consisted of rDNA 24Sa PCR
(Souto et al., 1996).

Using this typing strategy, Tcll strains were identified as those
presenting the follow genotype: COII haplotype C, ITS of 150 bp
and rDNA 24Sa of 125 bp.

2.3. Mitochondrial DNA InDels characterization

Some TcllI strains presented insertion-deletions (InDels) poly-
morphisms in the NADH dehydrogenase subunit 7 (ND7) and sub-
unit 4 (ND4/CR4) mitochondrial genes. Thus, three different
mitochondrial haplotypes can be identified among these parasites:
haplotype C1 corresponding to a ~230 bp deletion in the ND4/CR4
gene, C2 corresponding to a 400 bp deletion in the ND7 gene region
and C3 corresponding to wildtype genes (without any deletion)
(Freitas et al., 2006; Macedo et al., 1992). In this present work,
the InDels were typed in 47 of the 88 Tcll samples by PCR amplifi-
cations of the ND7 and of the ND4/CR4 genes as previously de-
scribed (Baptista et al., 2006; Carranza et al., 2009).

2.4. Nuclear microsatellite characterization

All of the 88 T. cruzi DNA samples, of which, 84 samples were
isolated from human hosts and 4 samples were obtained from vec-
tors (1005, 1024, GLT564 and GLT593), were subjected to a micro-
satellite assay using five dinucleotide repeats-based polymorphic
loci - SCLE10, SCLE11, MCLEO1, MCLG10 and MCLF10 - located
on chromosomes 26, 30, 33, 39 and 6, respectively. Besides, 58 of
these 88 samples were also analyzed for four extra polymorphic
microsatellite loci (three trinucleotide and one tetranucleotide re-
peats-based loci — AAT8, ATT14, TAT20, and AAAT6), all of them lo-
cated on chromosome 6 (Oliveira et al., 1998; Valadares et al.,
2008). PCR amplifications and microsatellite analyses were con-
ducted using an automated laser fluorescent DNA sequencer (GE
Healthcare, Milwaukee, Wisconsin, USA) as previously described
(Valadares et al., 2008). To allow the correct determination of the
microsatellite allele sizes all electrophoresis runs were calibrated
using internal fluorescent DNA fragments of 50-500 bp and stan-
dard strains such as Silvio X10, Colombiana (Tcl), JG (Tcl), Esmer-
aldo (Tcll) and CLBrener (TcVI). The resulting chromatograms
were analyzed using Allelelocator software (GE Healthcare).

2.5. Population genetics parameters

Herein, only five-nine polymorphic microsatellite markers
were used to genotype Tcll populations for the genetic analyses.
However, previous long term work using the same set of markers
have demonstrated their usefulness in differentiating any single
stains and even clones of T. cruzi (Macedo et al., 2009). Using these
markers, two expected microsatellite haplotypes for each T. cruzi
population were initially estimated using PHASE (Stephens et al.,
2001) and employed to reconstruct a haplotype network using
the Network 4.6 software (Forster et al., 2000). Population sub-
structuring was also inferred using STRUCTURE (Pritchard et al.,
2000) and the appropriate number of subpopulations was deter-
mined using the log-likelihood values (Ln) for K 1-10 and AK equa-
tion (Evanno et al., 2005). A Hardy-Weinberg (H-W) estimation
and the observed versus expected heterozygosity for each micro-
satellite locus with a corresponding confidence interval of 95%
were performed using ARLEQUIN v3.1 (Excoffier et al., 2005). To
investigate the association level between the different loci, linkage
disequilibrium (LD) indices between all of the potential microsat-
ellite loci pairwise comparisons were tested separately for the
two subsets of markers - one involving five microsatellite loci lo-
cated on five different chromosomes (SCLE10, SCLE11, MCLEO1,
MCLG10 and MCLF10) and another involving also five microsatel-

lite loci, but located on the same chromosome 6 (AATS, ATT14
TAT20, AAAT6 and MCLF10) - using GENEPOP (Raymond and Rous-
set, 1995).

3. Results
3.1. Mitochondrial ND7 and ND4 InDels polymorphisms

All of the analyzed TcllI isolates exhibited the mitochondrial
haplotype C, as revealed using PCR-RFLP analysis of the COII gene.
However, the ND7 and ND4/CR4 gene characterization performed
in 47 of the 88 Tcll samples revealed the presence of the three
ND4/ND7 haplotypes: haplotype C1 (corresponding to amplicons
of 300/900 bp) was observed in 7 samples, haplotype C2 (corre-
sponding to amplicons of 530/500 bp) was observed in 24 samples
and haplotype C3 (corresponding to amplicons of 530/900 bp) was
observed in 16 samples (Table 2).

To investigate whether the analyzed InDels were simple or had
multiple origins (homoplasy), which might interfere with our anal-
yses, InDel boundaries of the ND7 gene of polar Tcll strains were
sequenced (Supplementary Material). The alignment of the se-
quences confirmed that the InDel was apparently free of homo-
plasy and therefore suitable for population genetic analyzes
performed herein (Fig. 1S).

3.2. Nuclear microsatellite characterization

By typing the five-nine microsatellite loci, we obtained the sta-
ble, reproducible and unique identity genotype for each analyzed
strain (Table 2). For the SCLE11, MCLEO1, AAT8 and TAT20 loci,
we observed a predominance of heterozygous profiles. In contrast,
for the SCLE10, MCLF10, MCLG10, ATT14 and AAAT6 loci, homozy-
gous profiles were mainly found. Three or more peaks, which indi-
cated a mixture of heterozygous strains or aneuploidy, were not
observed.

3.3. Tcll population structure analysis

The microsatellite profiles obtained for the 88 analyzed strains
were converted into 108 allele haplotypes using the PHASE pro-
gram, and these data were used to construct a haplotype network
(Fig. 1). This network represents the distance between both allele
haplotypes of each strain on the basis of the number of mutational
steps. Considering the excesses of homozygosis generally observed
for T. cruzi genome, we expected to detect slight differences in the
number of mutational steps between the diploid haplotypes from
each strain. However, they varied widely: the minimum number
of mutational steps observed was 3 for the 128a strain, and the
highest was 67 for the 012B strain, indicating that at least some
of these isolates may have resulted from relatively recent hybrid-
ization events.

On the basis of the diversity observed in these strains, we inves-
tigated whether there was sufficient genetic variation to support a
substructuring within the 47 Minas Gerais Tcll populations typed
for ND4/ND7. The appropriate number of subpopulations in the
evaluated parasitic samples was determined using the STRUCTURE
program by analyzing the log-likelihood values (Ln) for K 1-10 and
the AK parameters. Both analyses indicated the presence of three
subgroups (K = 3) within this population, named N1, N2 and N3
(Fig. 2A).

The Fsr and Fis values were also estimated for the same Tcll
strains, as a measure of the genetic distance and mating among
the strains. First, Fsy and Fis analyses were separately performed
for each nuclear subgroup identified by STRUCTURE (N1-3) to esti-
mate the similarities and mating among the strains within each
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Table 2
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Mitochondrial ND4/7 haplotypes and microsatellite profiles of the T. cruzi II strains.

Strains/clones

ND4/7 haplotypes

Nuclear microsatellite haplotypes

SCLE10 SCLE11 MCLEO1 MCLG10 MCLF10 TCAATS ATT14 TCTAT20 TCAAAT6
002 B ) 26\26 14\14 13\15 8\8 8\8 10\17 13\13 15\7 8\9
003 a 1 26\28 15\17 11\7 7\11 8\8 13\18 11\11 1811 9\8
005 B c3 25\36 16\18 11\14 8\8 8\8 12\10 8\12 18\21 9\5
007 B ) 27\27 16\16 13\13 10\10 8\8 9\17 12\12 13\18 5\9
009 B c3 28\36 11\14 9\8 8\12 8\8 13110 13\13 18\15 8\5
010B ) 25\25 13\16 11\11 9\9 8\8 14\14 13\13 15\15 5\8
011B c3 27\36 13\17 11\8 8\8 8\8 10\10 13\13 21\21 5\5
012a 1 27\27 14\16 7\8 10110 8\8 13\13 11\11 15\10 9\8
012B 2 26126 13\17 15\11 8\8 8\8 17\18 12\12 7\15 9\9
013B c3 26\26 14\16 19\11 9\9 8\8 12\10 12\12 15\10 5\9
019a c1 27\36 13\17 8\7 8\8 8\8 12\18 12\12 10\11 9\8
020 B c3 28\28 17\17 13\19 12\12 8\8 18\18 12\12 18\15 9\9
023 B c3 26\36 14\14 8\8 8\8 8\8 9\12 8\12 15\10 5\9
024 B c3 27\27 13\14 7\7 8\8 10\10 14\14 11\11 18\11 8\9
025B 2 26\26 13\14 11\19 11\11 8\8 9\9 11\11 15\17 8\6
026 B ) 25\28 11\15 9\13 8\13 8\8 12\10 12\12 18\15 8\8
029 a ) 26\28 11\13 13\13 7\7 8\8 17\17 12\12 19\16 9\9
031a a3 26\38 17\17 8\11 10\10 9\9 13\14 12\12 15\16 9\9
037 a 2 28\28 14\15 19\11 11\11 8\8 8\8 11\11 13\11 9\9
044 a c1 27\36 13\13 12\17 8\11 8\8 5\5 11\11 18\12 8\9
045 a Q 25\25 14\16 19\11 8\8 8\8 14\14 12\12 10\15 8\8
050 b v} 24\24 16\16 11\13 8\12 9\9 13\17 12\12 11\19 8\9
053 a 2 25\25 11\13 9\12 7\7 9\9 10\13 12\12 18\19 8\8
055 a c3 27\27 14\21 11\11 8\8 8\8 7\7 12\12 16\9 5\8
058 a Q 25\36 16\18 11\15 8\8 8\8 12\9 8\12 1821 9\5
065 b v} 26\28 14\16 19\11 8\10 8\8 12\9 12\12 15\10 5\9
067 a ) 26\26 13\13 11\15 8\8 8\8 17\17 12\12 15\7 9\9
079 a @) 24\24 13\15 13\18 9\9 8\8 18\18 11\11 16\14 8\8
083 a ) 26\26 12\15 9\9 8\13 8\8 13\10 11\11 19\11 8\8
085 a ) 25\28 11\14 7\9 10\10 8\8 17\17 12\12 18\10 9\9
090 a o} 28\36 11\18 9\9 10\10 8\8 13\9 9\12 18\15 8\5
092 a 2 26\26 11\11 11\13 8\8 8\8 9\9 12\12 15\15 9\5
094 a c3 25\25 11\14 18\18 10\10 8\8 14\14 12\12 15\10 9\8
103 a c3 26\28 10\13 9\18 5\12 8\8 12\12 11\11 19\19 8\8
105 a 2 28\32 14\16 20\11 8\8 8\8 12\9 11\11 10110 9\9
109 a ) 25\28 16\16 11\13 7\7 8\8 12\12 11\11 19\16 9\8
110 a ) 27\27 14\16 11\11 10\10 10\10 13\10 11\11 17\10 8\9
115b 1 28\28 15\15 11\11 8\8 8\8 2\2 11\11 8\21 7\7
116 a c1 26136 11\13 9\7 7\12 8\9 13\10 12\12 18\12 8\8
120 a o) 31\31 13\14 9\12 8\8 8\8 9\8 13\13 10\26 9\9
129a c1 25\25 14\14 7\11 8\8 8\8 13\13 11\11 15\16 9\8
132a c3 27\27 12\13 9\20 6\7 8\8 18\18 11\11 11\7 9\8
138 a c3 25\26 14\15 11\11 6\8 8\8 22\22 11\11 13\22 8\8
146 a Q2 26\26 13\14 12\8 8\8 8\8 13\9 9\12 19\15 8\5
154 a c3 28\28 12\19 21119 5\5 8\9 10\10 11\11 7\13 9\9
162 a c3 26\26 14\16 19\11 8\8 8\8 12\9 12\12 15\10 5\9
128 a ) 26\26 14\14 9\9 8\8 8\8 14\14 12\12 7\10 9\9
38 c 28\28 14\14 9\19 10\10 8\8 12\12 12\12 10\18 9\8
013 a c 26\28 14\14 10\19 10\10 8\8 12\10 12\12 11\16 9\6
016 B c 26\26 14\16 19\11 9\9 9\9 12\10 12\12 15\10 5\9
192 a c 27\27 13\14 19\9 8\8 8\8 18\18 12\12 7\10 8\9
JG c 27\28 11\13 11\12 8\8 8\8 13\13 11\11 10\19 9\8
022 b c 25\25 13\16 7\11 9\9 9\9 14\14 8\12 18\15 8\5
003 B c NA 14\16 19\9 NA 8\8 12\10 NA 15\10 5\9
002 a c NA 13\13 7\11 NA NA 14\14 NA 18\15 8\9
005 a c NA 14\14 7\12 NA NA 12\10 NA 10\11 9\8
006 a c NA 14\14 9\9 NA NA 17\17 NA 10\18 9\8
021 B c 27\27 13\14 11\9 9\9 8\8 14\14 NA 15\18 5\9
097 a c 28\31 15\17 11\11 8\8 8\8 9\12 NA 26110 9\9
188 a c NA 14\16 9\13 NA NA 18\18 NA 10\17 9\9
Esmeraldo c 28\34 14\18 6\12 8\9 7\8 10\9 NA 12\7 7\9
Be62 c 27\28 16\16 12\13 8\8 8\8 ND ND ND ND
GMS c 27\33 13\17 7\11 8\8 8\8 ND ND ND ND
1g539 c 31\31 14\15 10\19 6\9 9\9 ND ND ND ND
Mas1 cl1 c 23\34 14\14 8\8 8\8 9\9 ND ND ND ND
MPD c 24\26 10\15 13\13 8\10 7\7 ND ND ND ND
Tula cl2 c 35\35 13\14 9\9 8\8 8\8 ND ND ND ND
84 c 24\26 15\16 7\11 8\8 8\8 ND ND ND ND
169/1 c 27\28 13\13 8\13 8\8 7\9 ND ND ND ND
200pm c 29\29 15\16 12\12 8\9 9\9 ND ND ND ND
209 c 25\28 15\16 10\10 8\8 8\8 ND ND ND ND
239 c 26\28 14\17 11\19 8\8 8\8 ND ND ND ND
803 c 26\31 11\11 12\20 8\11 9\9 ND ND ND ND
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Table 2 (continued)

Strains/clones ND4/7 haplotypes Nuclear microsatellite haplotypes

SCLE10 SCLE11 MCLEO1 MCLG10 MCLF10 TCAATS ATT14 TCTAT20 TCAAAT6
1005 c 28\28 15\16 9\22 8\9 8\8 ND ND ND ND
1014 c 25\28 13\13 14\15 8\8 8\8 ND ND ND ND
Y Cx 27\27 15\15 9\9 8\8 8\9 ND ND ND ND
1043 ND 28\31 17\17 8\11 8\9 7\7 ND ND ND ND
1931 ND 28\28 9\15 14\14 10\10 9\9 ND ND ND ND
GOCH ND 26\31 15\18 8\19 6\6 10110 ND ND ND ND
577 ND 27\31 14\16 20\21 6\8 10\10 ND ND ND ND
578 ND 31\31 13\16 9\18 8\8 10\10 ND ND ND ND
580 ND 30\30 13\13 9\11 8\8 9\9 ND ND ND ND
183744 ND 31\31 13\13 9\11 8\8 9\9 ND ND ND ND
CP195/94 ND 29\29 13\16 6\10 8\8 9\9 ND ND ND ND
0PS27/94 ND 34\39 13\18 10\12 8\8 9\9 ND ND ND ND
GLT564 ND 28\28 14\14 12\12 8\10 3\8 ND ND ND ND
GLT593 ND 26\33 14\14 12\12 9\11 7\7 ND ND ND ND
CPI11/94 ND 29139 15\15 9\9 8\8 9\9 ND ND ND ND

The mitochondrial ND4/7 haplotypes: C1 (300/900 bp), C2 (530/500 bp) or C3 (530/900 bp). The microsatellite profiles were determined by the number of repetitions for each
allele at each one of the five analyzed loci. C*: ND4/7 haplotype have not been determined for these isolates, but as expected for the T. cruzi Il strains all of the mitochondrial

COII profiles were haplotype C. NA, not amplified; ND, not determined.
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Fig. 1. Haplotype network basing on the PHASE data, indicating the distance between different nuclear haplotypes from TclI strains. The circle size was proportional to the
number of identical haplotypes observed. Different colors referee to different ND4/7 haplotypes: blue - C1 (300/900 bp), red - C2 (530/500 bp), green - C3 (530/900 bp) and

yellow - C* (not determined).

observed subpopulation. In this case, Fst values >0.05 for the three
subgroups (Fst=0.0661-0.1786) were consistent with significant
genetic differentiation among the isolates from each STRUCTURE
group. However, positive Fs values (Fs = 0.0540-0.8455) indicated
that the amount of heterozygous offspring in these subpopulations
was lower than expected, most likely due to inbreeding. In fact, in
the presence of significant inbreeding, the mating is nonrandom,
and close relatives reproduce among themselves, and because
these relatives likely have similar genes, the offspring are likely
to be homozygous. Thus, taken together, both the high Fsr values
and positive Fis values observed for each STRUCTURE subpopula-
tion (Table 3) indicated free interbreeding among the analyzed Tcll
strains of Minas Gerais.

3.4. Compelling evidence for substantial recombination within Tcll

On the basis of the microsatellite genotype data, we em-
ployed two parameters to estimate the presence of genetic
recombination within the parasite populations: H-W imbalance
and LD (Table 4). Initially, these parameters were evaluated on
the basis of the entire dataset population (strains belonging to
Minas Gerais and other regions of Latin American), and then
with only samples isolated from Minas Gerais, using the subset
of five loci located on the different chromosomes. Our null
hypothesis was that these Tcll populations were in Hardy-Wein-
berg equilibrium and that the microsatellite loci segregate inde-
pendently. For the entire dataset, most of the analyzed loci
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Fig. 2. Subgroup determination on the basis of the nuclear and mitochondrial markers. The number of subsets in our test with MG samples, basing on nuclear data, were
determined using STRUCTURE, where (A) is the “bar plotting” graph that has been partitioned into three-color segments (AK = 3), and K was determined by the correlation
between the log-likelihood values (Ln), where K varied from 1 to 10 (B) or by the AK calculation (C). Letters above and below the “bar plotting” graph indicate lack of
correlation between nuclear and mitochondrial markers. All three mitochondrial haplotypes (C1, C2 and C3) were dispersed among the three different nuclear subgroups (N1,
N2 and N3), demonstrating that there is no correlation between the two markers. C*: ND4/7 haplotypes have not been determined.

Table 3

Multilocus estimates for the diploid data.
Locus Fis Fst Fit
SCLE11 0.0729 0.0970 0.1628
MCLEO1 0.0540 0.0661 0.1165
SCLE10 0.5062 0.0943 0.5528
MCLF10 0.8455 0.1063 0.8619
MCLG10 0.7276 0.1786 0.7763
All together 0.3660 0.1074 0.4341

Fsr and Fis analyses were separately performed for each nuclear subgroup identified
by STRUCTURE (N1-3) to estimate the similarities and mattings among the strains
within each observed subpopulation. Fsy values >0.05 were consistent with genetic
differentiation among the isolates from each STRUCTURE group. Positive F;s values
indicate that the amount of heterozygous offspring in these subpopulations was
lower than expected.

presented H-W imbalances (5/5) and LD (4/10) results with p-
values <0.05 as calculated using the Pearson’s Chi square test,
which indicated significant deviations from the expected values
for sex-reproducing organisms. These findings suggested that
the genotypes were passed in blocks from generations, support-
ing the idea of predominant clonality in these parasites. How-
ever, when only samples from Minas Gerais were analyzed, 4/5
loci were in H-W equilibrium and 9/10 loci pairs in Linkage
equilibrium (p-values >0.05), although some of them only nar-
rowly passed the test (Table 4).

Because we had detected the presence of three haplotypes for
mitochondrial markers (haplotypes C1, C2 and C3) and also three
subgroups for nuclear markers (N1, N2, N3) as determined by
STRUCTURE for the parasites isolated from Minas Gerais, we fur-
ther investigated whether there was a correlation between these
two independent sets of genetic markers. The presence of an asso-
ciation between these sets of markers might indicate that they
were inherited together as expected in a clonal-based population
(Zhang et al., 1988). However, no correlation was observed be-
tween the Tcll subgroups identified by the nuclear or mitochon-
drial markers, as demonstrated in Fig. 2B: the three
mitochondrial haplotypes were dispersed among the three nuclear
subgroups.

Table 4
Statistical tests for population genetics.

A. Hardy-Weinberg test

Loci p-value (World) p-value (MG)
SCLE11 0.00057 0.05150
SCLE10 0.00000 0.06232
MCLEO1 0.00000 0.06100
MCLF10 0.00000 0.00000
MCLFG10 0.00000 0.05110

B. Linkage disequilibrium test

Loci pair p-value (World) p-value (MG)
SCLE11 & MCLEO1 0.000000 0.172377
SCLE11 & SCLE10 0.17168 0.344099
MCLEO1 & SCLE10 0.062400 0.142935
SCLE11 & MCLF10 0.250320 0.548089
MCLEO1 & MCLF10 0.044430 0.420419
SCLE10 & MCLF10 0.000000 0.528246
SCLE11 & MCLG10 0.000000 0.026943
MCLEO1 & MCLG10 0.273930 0.869349
SCLE10 & MCLG10 0.538440 0.151469
MCLF10 & MCLG10 0.060340 0.066145

Population statistical tests observed for the two data sets. The “World” included
isolates from Pan-America locations. “MG” included only the isolates from Minas
Gerais. (A) H-W p-values for the two data sets and (B) LD p-values for each pair of
loci. For both methods, p-values less than 0.05 represented deviations and
imbalances.

Due to the previously used polymorphic markers, all of them lo-
cated on different chromosomes, the molecular data so far ob-
tained indicated the occurrence of independent segregation of
chromosomes in Tcll strains isolated from Minas Gerais, but failed
to identify the occurrence of homologous recombination. To inves-
tigate that, we further calculated H-W deviation using the MCLF10
and four additional microsatellite loci (TCAATS, TCTAT20, TCAAAT6
and ATT14), all of them located on chromosome 6 (Fig. 3). Even
though on the same chromosome, six of the 10 loci pairwise com-
parisons showed to be in linkage equilibrium (Table 5), suggesting
that besides segregation of chromosomes homologous recombina-
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Fig. 3. Schematic representation of a fragment of T. cruzi chromosome 6 based on tritrypdb.org. The black flags mark the relative position of the five used microsatellites loci

located on this chromosome: MCLF10, ATT8, AAAT6, ATT14 and TAT20.

Table 5
Linkage disequilibrium test for the five microsatellite loci located on chromosome 6.

Linkage disequilibrium Test

Loci pair p-value
TCAAT8 & TCTAT20 0.00416
TCAAT8 & TCAAAT6 0.00346
TCTAT20 & TCAAAT6 0

TCAAT8 & ATT14 0.11851
TCTAT20 & ATT14 0.25128
TCAAAT6 & ATT14 0.00058
TCAAT8 & MCLF10 0.86894
TCTAT20 & MCLF10 0.61134
TCAAAT6 & MCLF10 0.95698
ATT14 & MCLF10 0.49585

tion may also be involved. Moreover, when we compared the p-va-
lue of LD for the 10 loci pairwise and their relative position in the
chromosome 6 we observed a good correlation between these two
elements. For instance, the locus MCLF10 that is located far from
the others is in linkage equilibrium with all of them. On the other
hand, the TCAAAT6, ATT14 and TCAATS loci that are close to each
other are clearly inherited in bloc. Some linkage disequilibrium
was detected between this bloc and the locus TCTAT20 located a
bit apart (Fig. 3).

4. Discussion

Although sexual reproduction has being indubitably demon-
strated for T. cruzi (Gaunt et al., 2003; Ramirez et al., 2012), many
questions concerning the frequency and importance of these
events for the population structure and biology of these parasites
are still under debate. The present study employs an innovative
strategy to evaluate the Tcll population dynamic simultaneously
at local and broad scales using nuclear and mitochondrial sets of
polymorphic markers. The experimental approaches used in this
study were designed to better understand why clonality was pre-
viously assumed as the predominant mechanism for T. cruzi repro-
duction (Tibayrenc and Ayala, 2002).

Thus, some of the most common parameters (Hardy-Weinberg:
H-W and Linkage Disequilibrium; LD) in the literature were used
to demonstrate the clonal structure of protozoa in two Tcll popula-
tions: one population, which included strains isolated from a broad
geographical region (different places in Latin America) and a smal-
ler population including strains isolated from a much more re-
stricted area (Minas Gerais, Brazil). The rational for this approach
was to evaluate the potential influence of geographical barriers
in the LD and H-W imbalances that are usually detected for these
parasites (Oliveira et al., 1998; Wahlund, 1928).

In this study, we detected the occurrence of LD and H-W devi-
ations when T. cruzi isolated from distant geographic regions were
analyzed, which could be interpreted as indicative of predominant
clonal reproduction (Tibayrenc et al., 1991). However, this scenario
was completely modified when we analyzed only T. cruzi circulat-
ing in a small geographic area. In this latter case, the Linkage and
H-W equilibrium were restored for most of the loci analyzed, indi-

cating that geographic distances and/or physical barriers may be
important factors in reducing opportunities for sexual reproduc-
tion and thereby recombination rates among the T. cruzi strains.

Thus, our results are consistent with subpopulation structure
leading to the Wahlund effect (a common phenomenon observed
when individuals of a putative population are from genetically seg-
regated subpopulations), in which the genetic marker imbalances
contributed to the underestimation of the occurrence of sex and
recombination in T. cruzi. This was particularly relevant because
most previous studies have analyzed strains isolated from different
areas (Wahlund, 1928).

The strategy selected in this study of analyzing T. cruzi strains
isolated from the same location (Minas Gerais) and from the same
lineage Tcll to investigate the extension of homologous recombina-
tion and random allele segregation among the parasites suggests
that genetic exchanges among these strains were more frequent
than initially expected. Whether this is a specific characteristic of
some T. cruzi populations or a general feature of the T. cruzi taxon
remain to be clarified, but Llewellyn et al. (2009a,b), using 48-49
microsatellite loci to investigate population structure of Tcl and
Tclll strains, observed excess homozygosity a finding incongruent
with extreme models of long-term clonal evolution in diploids.

Similarly, Ocafia-Mayorga et al. (2010), using 10 microsatellite
loci and 81 isolates of Tcl populations isolated from triatomines
and small mammals of 16 communities in Loja Province, southern
Ecuador, identified of H-W equilibrium allele frequencies and link-
age equilibrium even among physically linked loci.

By analyzing a nuclear (glucose phosphate isomerase) and a
mitochondrial (NADH dehydrogenase subunit 1) gene of 60 Tcl
and 15 reference strains belonging to the six DTUs, Barnabé and
Breniére (2012) identified evidence of trans-lineage mitochondrial
introgression. This kind of event, initially thought to be rare, but
has been seen at least in nine independent cases, twice between
Tcll and Tclll strains (Freitas et al., 2006) and eight times between
Tcl and Tclll or TclV (Machado and Ayala, 2001; Lewis et al., 2011;
Messenger et al., 2012).

Finally, unlike the prevailing view that hybridization events in
T. cruzi are ancient and of little epidemiological importance, Lewis
et al. (2011) dated key evolutionary events in the taxon, including
the emergence of hybrid lineages TcV and TcVI, within the last
60,000 years, indicating that recombination still active in the
taxon.

In conclusion, taken together, these findings suggest that genet-
ic exchanges among T. cruzi strains occur more frequently than ini-
tially expected and may be important to shape and define
biological properties of DTUs. Nevertheless, the relevance of these
recombination events for the whole parasite taxon in both evolu-
tionary and generation scales remains to be established (Tibayrenc
and Ayala, 2013).
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