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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Silvana Sant’Anna de Souza

Trypanosoma vivax foi descrito por Zieman, (1905) do sub-género Dutonella, familia
Trypanosomatidae, é um protozoario patogénico causador de tripanossomose na Africa e na
America Latina. Infecta bovinos, ovinos e outros mamiferos silvestres, ndo infecta 0 homem e
equinos. Os principais sinais clinicos sdo: anemia, perda de apetite, efeitos na fertilidade, no
sistema nervoso central, aborto e até & morte. Transmitido pela mosca tsétsé e tabanideos,
causa grandes perdas econdmicas na pecuaria. No Brasil, surtos tem sido relatados em Belém-
PA, Calcoene-AP, no Pantanal (MS e MT) e Catolé da Rocha-PB. Apesar do impacto
econémico relevante e importancia médico-veterinaria, ha pouco conhecimento sobre sua
biologia e genoma. Um fator limitante é a dificuldade de cultivo in vivo e in vitro. Com o
intuito de obter informacGes sobre quais genes estdo sendo transcritos e realizar uma analise
comparativa com a cepa africana Y486, foram sequenciados mais de 4208 clones de cDNAs de
um isolado do Pantanal-Brasil VTA-01 de T. vivax e 768 clones gendmicos da cepa
africanaY486. As sequéncias foram armazenadas e analisadas no sistema STINGRAY
(nttp://stingray.biowebdb.org/). ApOs remocdo das sequéncias de baixa qualidade e agrupamento
foram analisadas 2557 ESTs e 81 GSSs, com tamanho médio de 497 pb e 500 pb e conteudo
G+C de 43% e 55%, respectivamente. ApoOs pesquisa de similaridade usando diferentes
programas como  BLAST, RPS-Blast, InterProScan e HMMER, 77% (1746/2638)
apresentaram hit. Os principais dominios encontrados foram NADH, RhoA, Racl GTPases e
Drf_FH1. Usando o programa RepeatMasker foram encontrados as repeti¢coes (CA)n, (GA)n e
(TA)n e os retrotransposons SINE e LINE. Um total de 217 ESTs espécie-especificas para T.
vivax foram identificadas e apresentaram preferencialmente A ou T na terceira posicdo do
codon nas regides codificantes (CDSs). Destas 88% (191/217) possuem indice RCBS =>0,5,
com alto nivel de expressdo e 12% (26/217) RCBS < 0,5 com baixo nivel de expressdo. Os
genes altamente expressos foram associados com vias de duplicacdo do DNA, transcricao,
traducdo, organizacdo celular e formacdo de actina no citoesqueleto. A localizacdo de
dominios G-quadruplex foram encontrados tanto dentro quanto fora da CDS e préximas as
extremidades 5° e 3° das CDSs e dos ESTs. Nas andlises comparativas, a proteina extensina
estd presente no isolado VTA-01 e cepa Y486 de T. vivax. Aproximadamente 83% das ESTs
validaram sequéncias do projeto genoma de T. vivax. As informacdes geradas neste projeto
irdo contribuir para um melhor conhecimento sobre a biologia deste parasita.
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ABSTRACT

THESIS OF MASTER

Silvana Sant’Anna de Souza

Trypanosoma vivax was described by Zieman (1905) as subgenus Dutonella of the
Trypanosomatidae family, and is a pathogenic protozoan causing trypanosomiasis in Africa and
Latin America. It infects bovines, ovines and wild mammals but not human and equines. The
main clinical signs are anemia, loss of appetite, effects in the fertility and the nervous system
central, abortion and death. It is transmitted by tsetse flies and tabanids causing economic
losses in agriculture. In Brazil, outbreaks have been reported in Belém-PA, Calcoene-AP,
Pantanal (MS and MT) and Catolé-PB. Despite the economic impact and medical-veterinary
relevance, there have been few studies about its biology and genome, having as a limiting
factor the difficulty of in vivo and in vitro cultivation. Aiming to obtain insights about what
genes have been transcribed and perform comparative analysis with the African strain Y486,
more than 4208 cDNA clones were sequenced from an isolate from Pantanal-Brazil called
VTA-01 and 768 genomic clones of Y486 strain. The sequences were stored and analyzed in
the STINGRAY system (http://stingray.biowebdb.org/). A total of 2557 EST and 81 GSSs,
with an average length of 497 bp and 500 bp with G+C of 43% and 55% were analyzed,
respectively. After similarity searches using different programs as BLAST, RPS-Blast,
InterProScan and HMMER, 77% (1746/2638) of sequences presented hit. The main conserved
domains found were NADH, RhoA and Racl GTPases and Drf FH1. By using the
RepeatMasker program the following repeats (CA)n, (GA)n and (TA)n and the elements
retrotransposons SINE /LINE were found. A total of 217 specie-specific ESTs were identified
and showed A or T in the third position of codon in the coding sequence (CDS). These 88%
(191/217) EST showed a RCBS value =>0, 5 suggesting a higher expression level, and 12%
(26/217) showed a RCBS value <0, 5 suggesting lower expression level. Higher expressed
genes were associated with DNA duplication, transcription, translation, cellular organization
and formation of actin in cytoskeleton. G-quadruplex domains were found inside and outside
of CDS, and close to 5° and 3’ regions of CDS and EST. The comparative analysis showed
that the extensin protein is present in both VTA-01 isolate and Y486 strain of T. vivax.
Approximately 83% of the ESTs validated sequences from the T. vivax genome project. The
information generated in this project will contribute to a better understanding of the biology of
this parasite.
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1.INTRODUCAO

1.1 Trypanosoma vivax

O Trypanosoma vivax foi descrito por Zieman (1905) e foi classificado como
pertencendo ao subgénero Dutonella, da Familia Trypanosomatidae, da Ordem Kinetoplastida
e da Seccdo Salivaria (Hoare, 1972) é o agente etioldgico da tripanossomose bovina. Na
Africa, o T. vivax é amplamente distribuido, principalmente em é&reas endémicas com a
presenca do seu principal vetor mosca tsé-tsé do género Glossina spp. (Figural.l). Na
América Latina foi encontrado em varios paises, sendo diagnosticado em mamiferos silvestres
e domésticos (Gardiner, 1989). Segundo Hoare (1972) a origem do T. vivax é africana e seu
surgimento no continente americano esta relacionado com a importacdo de gado vindo do
Senegal em 1830 para a Guiana Francesa e ilhas Martinica e Guadalupe.

Na America do Sul o primeiro registro foi na Guiana Francesa em 1919, sequido de
outros paises, identificado na corrente sanguinea de bovinos na Venezuela (Tejera, 1920),
Guadalupe (1926) e Martinica (1929) (citado em Jones e Davila, 2001), Colémbia (Plata,
1931), Suriname (Nieschulz e Frickers, 1938), Panama (Johnson, 1941). Posteriormente foi
detectado em 1977 em EI Salvador, Costa Rica, Equador, Peru, Paraguai (Wells et al., 1977,
citado por Jones e Davila, 2001). Este parasito € transmitido de duas maneiras: ciclicamente
na Africa, pela mosca tsé-tsé do género Glossina spp e mecanicamente na Africa e na
América do Sul. Apesar da auséncia do seu principal vetor biolégico na América do Sul o T.
vivax conseguiu manter-se e ser transmitido mecanicamente por tabanideos e insetos
hematofagos do género Stomoxys sp (Jones e Davila, 2001).

No Brasil, o primeiro relato foi em bufalo da espécie Bubalis bubalis na cidade de
Belém, no estado do Para por Shaw e Lainson (1972). Em bovinos e ovinos constatados em 5
municipios do Estado do Pard e no municipio de Calcoene no Amapa por Pereira e Abreu
(1979). Registrado também por Serra-Freire (1981) e Serra-Freire et al. (1981) em bovinos,
ovinos e bufalos no Amapa. E cerca de 14 anos depois foi diagnosticado no Pantanal do Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul por Silva et al.(1995; 1998) e Barbosa, et al.(2001) e mais
recentemente no semi-arido da Paraiba na cidade de Catolé da Rocha, Nordeste do Brasil por
Batista et al., (2007) (Figura 1.2).
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Figura 1.1: Mapa com a distribuicdlo do gado e da mosca tsé-tsé na Africa (
http://lwww.ilri.org/InfoServ/Webpub/Fulldocs/llrad89/image/FIG17.jpg acesso em 17-3-
2009).
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Figura 1.2: Mapa com casos registrados de tripanossomose bovina por Trypanosoma vivax no

Brasil. n mais de uma localidade no estado.

Os principais mamiferos domésticos sensiveis a infeccdo por T. vivax sdo bovinos,
bubalinos, ovinos e caprinos. Outros mamiferos como equideos, caes, suinos e 0 homem séo
refratarios a infeccdo (Soltys e Woo, 1978; Paiva et. al. 2000). Portanto, este parasito é de
grande importancia médico-veterinaria e afeta economicamente a pecudria tanto na Africa

como na América Latina. Desta forma, a exploracdo do seu genoma e a descoberta e
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identificacdo de novos genes sédo fundamentais para ampliar o conhecimento sobre a sua

biologia.

1.2 — Morfologia

Uma das principais caracteristicas do subgénero Duttonella (Brener, 1979) sdo as
formas sanguineas que apresentam um longo cinetoplasto terminal, situado na extremidade
posterior, uma membrana ondulante na regido mediana do corpo, e um flagelo livre. Em T.
vivax a membrana ondulante tem o desenvolvimento médio maior do que em T. congolense e
menor do que em T. brucei, porém com um grande cinetoplasto com cerca de ~1,1um de
didmetro (Hoare, 1972).

De acordo com Hoare (1972), o T. vivax apresenta duas formas a tripomastigota
metaciclica e epimastigota, sendo possivel encontrar estas duas formas nas cepas africanas,
enquanto que na América do Sul somente a tripomastigota é encontrada e de formas largas e
finas (Gardiner, 1989; Davila et al., 1997) (Figura 1.3). O parasito possui um cinetoplasto
caracteristico: grande volumoso, redondo e de posicdo terminal, apresentando um valor
diagndstico (Hoare, 1972; Gardiner, 1989).

Figura 1.3: Trypanosoma vivax na forma tripomastigota, no sangue infectado de bovino
isolado do Pantanal de Poconé-MT (1, 2 e 3) e de Santa Cruz, Bolivia (4, 5 e 6). E suas
principais organelas C: Cinetoplasto, N: Nucleo e F: Flagelo

(http://www.scielo.br/img/fbpe/mioc/v92n3/32661.jpg, acesso em 17-3-09).
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H& diferengas biométricas nos isolados de T. vivax em relacdo ao tamanho total do
corpo que varia entre 18um a 31um (com flagelo livre) (Hoare, 1972). De acordo com Davila,
et al. (1997) ha diferencas biométricas significativas entre isolados do Brasil e Bolivia.
Segundo esses autores, um dos isolados do estado do Mato Grosso (MT) apresentou 18um e

enquanto que outro da provincia de Santa Cruz, Bolivia apresentou 15,86um.

1.3 — Ciclo de vida

O T. vivax é digenético, ou seja, apresenta dois hospedeiros um invertebrado e outro
vertebrado. Na Africa sua transmissdo € ciclica e o seu principal vetor bioldgico é a mosca
tsé-tsé do género Glossina e na América do Sul por insetos hematéfagos da familia Tabanidae
(Figuras 1.4A e 1.4B) (Silva et al., 2002). O seu ciclo inicia na probdscide do vetor, estando
na forma tripomastigota, que no modo de transmissdo mecanica apenas transporta o parasito e
passa no momento da picada para o sistema vascular do hospedeiro vertebrado (Figura 1.5).

A transmissdo ciclica ocorre da seguinte maneira, a partir de um hospedeiro
vertebrado infectado, as formas sanguineas tripomastigotas s@o ingeridas pelo vetor e ficam
localizadas na regido do es6fago e faringe. Nesta regido ocorre a multiplicacdo e
diferenciacdo para as formas epimastigotas e apds 24 horas, migram em direcdo ao canal
alimentar onde se multiplicam intensivamente e se localizam nas paredes do labro. As formas
epimastigotas migram depois em direcdo a hipofaringe onde se transformam em formas
tripomastigotas (Moloo & Gray, 1989) (Figura 1.6)

A B

Figura 1.4: Vetor biolégico de Trypanosoma vivax na Africa. A: fémea adulta da mosca tsé-
tsé Glossina pallidipes (foto de Shimba Hills, Kenya) e; B: inseto hematéfago na América do
Sul da espécie Tabanus bovinus nome popular: mutuca de cavalo.
(www.nzitrap.com/Biting/biting.html / www.efotogaleria.pl/zdjecia/1042.jpeg, acesso em
19/01/2009)
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Figura 1.5: Modo de transmissdo mecénica de Trypanosoma vivax por insetos
hematofagos (reproduzido de Silva, et al., 2002).
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Figura 1.6: Ciclo de vida de Trypanosoma vivax na mosca tsétsé (adaptado de

http://www .tulane.edu/~wiser/protozoology/notes/images/At_lc.gif acesso em 17-3-2009).
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1.4 — Tripanossomose bovina por Trypanosoma vivax

O T. vivax é um dos causadores da tripanossomose bovina no Oeste e Leste da Africa
e na América do Sul. Os animais susceptiveis a infeccdo sdo ovinos, caprinos, bufalos e
principalmente bovinos e os refratarios ao parasito séo, além do homem, cées, suinos, ratos e
camundongos (Soltys e Woo, 1978). Os principais sinais clinicos sdo: perda de apetite,
fraqueza, lacrimejamento, diarréia, anemia, prostracdo, diminuicdo da fertilidade, e caso o
animal ndo for tratado pode leva-lo & morte (Silva et al, 2002; Adamu et al. 2007) (Figura
1.7A e 1.7B). De acordo com Batista et al. (2007) infeccdo por T. vivax pode afetar o sistema
nervoso com sinais de tremores musculares, cegueira, estrabismo, fasciculacdes, falta de
coordenagdo motora e com sinais de lesdes no cerebelo e medula.

Recentemente, em um estudo para identificar a taxa de infeccdo de Trypanosoma sp em
diferentes animais silvestres, em Camardes, Africa, o T. vivax foi diagnosticado por PCR em
animais da Ordem Primates, Artiodactyla, Pholidota, pequenos roedores das espécies Genetta
servalina e Nandinia binotata e carnivoros das espécies Manis tricuspis € M. tetradactyla
(Njiokou et al., 2004) o que contribui para estes animais serem reservatorios do parasito.
Infecgdes experimentais em bovinos demonstraram uma variacdo no pico de parasitemia o
que influencia na taxa de transmissdo mecanica (Roberts, et al. 1989) e alguns animais
apresentaram uma relacdo de estabilidade, ou seja, sem alteracdo nos dados clinicos no
hospedeiro mesmo com parasitemia positiva para T. vivax durante meses ou anos (Desquesnes
e Dia, 2003; Paiva et al. 2000). Esses animais podem servir como fonte de infec¢do para
insetos.

De acordo com Hoare (1972) o periodo de incubacdo da doenca varia entre 14 a 59
dias com isolados pouco patogénicos. Segundo Fairbain (1953) ha diferencas na
patogenicidade entre os isolados do Oeste e Leste da Africa, sendo a fase aguda da doenca
registrado em isolados do oeste e a fase cronica foi diagnosticada nas infeccGes com isolados
do leste africano. No estado de Mato Grosso do Sul- Brasil e em Santa Cruz de la Sierra-
Bolivia os animais infectados naturalmente por T. vivax apresentavam a fase aguda da doenca
(Silva et al., 1997).

Na Ameérica Latina em &reas onde ocorre a transmissdo mecénica de T. vivax, a
tripanossomose bovina ocorre de maneira periddica e com situacdes epidemioldgicas instaveis
(Ozorio et al. 2008). Portanto, um surto pode ndo ser considerado devastador, entretanto, é
fundamental obter dados clinicos do rebanho infectado para um controle de sanidade animal
da area afetada (Paiva et al. 2000). Estima-se que no Pantanal do Brasil e areas inundaveis da

Bolivia ha um risco potencial para mais de 11 milhdes de cabecas de gado, avaliadas em

6
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quase trés bilhGes de dolares de perdas econdmicas causadas por este parasito (Seidl et al
1999). Por exemplo, em 1976, na Colémbia, durante surtos de T. vivax em gado leiteiro, as
perdas estimadas foram em média de 56,5 dolares por animal (Betancourt e Wells, 1979).
Apesar da grande importancia medico-veterinara e econdémica foram poucos os estudos
sobre os aspectos moleculares e gendmicos de T. vivax que correlacionassem com dados

epidemioldgicos.

A

Figura 1.7: Animais infectados com Trypanosoma vivax. A: Rebanho na regido do Pantanal de Mato
Grosso do Sul e B: Animal Zebu infectado por Trypanosoma vivax na Nigéria, Africa. Bovino com
sinal clinico de emaciagdo. http://www.vet.uga.edu/vpp/IVM/ENG/Global/INFECTIOUS.HTM,
acessado em 20/01/2009)
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1.5 — Diagnéstico de T. vivax

O diagnéstico da infeccdo por T. vivax pode ser feito por métodos parasitolgicos,
imunoldgicos e moleculares (Davila et al. 2003; Ozorio et al., 2008). Na América do Sul tem
sido feita com base em métodos parasitolégicos como a técnica de centrifugacdo do
hematdcrito (Woo, 1970), por técnicas soroldgicas pela detec¢do do antigeno pelo método de
ELISA (Ferenc, et al, 1990; Desquesnes et al., 1996). Entretanto, estes métodos
apresentavam fatores limitantes como baixa parasitemia e reagdes cruzadas com outros
tripanossomatideos.

A partir da década de 80, com o surgimento da técnica de PCR, foram realizados os
primeiros diagndsticos de T. vivax com o desenvolvimento de oligonucleotideos cada vez
mais especificos, obtendo assim, resultados satisfatorios para o conhecimento epidemiolégico
(revisado por Desquesnes e Davila, 2002). Masiga et al., (1992) desenharam iniciadores
espécie-especifico baseados no DNA satélite (TVW1 e TVW?2) para serem utilizados no
diagnostico de T. vivax. Ja Masake et al., (1997) desenvolveram iniciadores (ILO1264 e
ILO1265) para amplificar uma regido gendmica de T. vivax que codifica um antigeno.
Ventura et al. (2001), desenvolveram iniciadores para amplificar o mini-exon e Morlais et al.,
(2001) desenvolveram iniciadores (TVMF e TVMR) para amplificar microssatélite de T.
vivax. Mais recentemente foi desenvolvido por Davila (2002) iniciadores para amplificar a
regido 1TS1 do rDNA (ITS1C-F e ITS1B-R) com diagnéstico diferencial para os principais
tripanosomas de importancia médico-veterinaria.

Apesar dos mencionados desenvolvimentos terem sido de grande ajuda no diagndstico
de T. vivax, ainda se faz necessario o desenvolvimento de ensaios de PCR cada vez mais
sensiveis, devido a oscilacdo de picos de parasitemia durante a infeccdo por T. vivax e
também para um diagndstico no campo, que auxilie no monitoramento e controle de areas

endémicas.
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1.6 Genotipagem de T. vivax:

Nos ultimos anos, a busca de marcadores moleculares para diferenciar espécies que
causam tripanosomose, tem avangado e com resultados satisfatérios. Para obter dados de
genotipagem das espécies de Trypanosoma brucei isolados da Africa Central, foram obtidos e
amplificados por MGE-PCR, com base no elemento genético mével RIME (Hide e Tilley,
2001), esta técnica revelou a presenca de uma pequena diversidade genética em cepas de T. b.
gambiense 0 que contribuiu para o conhecimento epidemiolégico da doenga do sono causado
por esta espécie em humanos (Simo et al., 2005).

Outro estudo bem sucedido de genotipagem em tripanossomatideos foi obtido com um
marcador molecular baseado em sequéncias repetitivas do DNA, chamado de microssatélites,
mostrando que existe uma diversidade genética com alto nivel de polimorfismo em isolados

do subgénero Trypanozoon (Biteau et al., 2000) .

Considerando-se o0 grande impacto que o T. vivax tem na pecuaria, a importancia
médico-veterinaria, tanto na Africa como na América do Sul, bem como a grande quantidade
de estudos sobre a genotipagem de tripanossomas, que afetam humanos (T. cruzi e T. brucei
spp), poucos sdo os estudos sobre genotipagem do mesmo. A principal limitacdo tem sido a
dificuldade de adaptar este parasito para o cultivo in vivo e in vitro (Gathuo et al., 1987;
Gardiner, 1989; Dirie et al., 1993). Até 0 momento, entre os dados obtidos com métodos
moleculares como RAPD (Dirie et al. 1993), PCR usando marcadores como ITS1 rDNA
(Desquesnes et al., 2001; Davila, 2002, Njiru et al., 2005), mini-exon (Ventura, et al., 2001) e
analises filogenéticas (Cortez et al., 2006; 2009; Rodrigues et al., 2008) de isolados da Africa
e da América do Sul, todos demonstraram a existéncia de dois grupos bem definidos: um do
Oeste da Africa e outro do Leste, sendo que os isolados da América do Sul geralmente se
encontram mais relacionados com cepas do Oeste da Africa (Cortez et al., 2006; Rodrigues et
al., 2008).

Usando como marcador molecular as regiGes do espacgador transcrito interno do DNA
ribossomal, foi possivel avaliar o nivel de polimorfismo entre as espécies da familia
Tripanosomatidae (Desquenes et al., 2001; Davila, 2002). Com a técnica de PCR, foram
amplificados os loci ITS 1 e ITS 2, localizado entre as subunidades do rDNA, diferentes
espécies foram usadas para o diagndstico diferencial. A regido ITS 1 rDNA apresenta

maultiplas cépias no genoma (100-200), possui entre 300-800 pb e podem apresentar tamanhos
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que diferem entre diferentes espécies e que sdo conservados dentro de uma mesma espécie

(Desquesnes e Davila, 2001).

As andlises filogenéticas realizadas usando o SSU e ITS rDNA de isolados do Brasil,
Venezuela (América do Sul) e Nigéria (Oeste da Africa), mostraram que estes dois grupos s&o
relacionados filogeneticamente, entretanto, um isolado obtido de um antilope (Tragelaphus
angasi) do Leste da Africa (Mogambique, Kenya) apresentou um gendtipo separado desses
dois grupos filogenéticos, indicando a existéncia de um novo genétipo de T. vivax (Rodrigues
et al., 2008). Portanto, apesar dos bons marcadores usados atualmente € necessario a obtencéao
de um novo marcador molecular, a fim de realizar estudos de genotipagem entre isolados da
América do Sul e da Africa e esclarecer sobre qual gen6tipo esta circulando entre os dois

continentes.

1.7- Genoma

Muitos projetos genoma de diferentes espécies se encontram em andamento e a enorme
quantidade de sequéncias geradas estd sendo depositadas no GenBank. Dentre as espéecies da
Ordem Kinetoplastida o uUnico com o projeto completamente sequenciado € o de
Trypanosoma cruzi, outros projetos estdo em montagem como das trés especies Leishmania
braziliensis, L. infantum e L. major e na fase inicial de sequenciamento estdo 0s genomas de
Trypanosoma congolense, T. rangeli e T. vivax , num total de 8 projetos de sequenciamento

gendmico para kinetoplastidas (Benson et al.,2009) (Figura 1.8).

@ Completo
6%

O Montagem
25%

O total d

50%

andamento
19%

Figura 1.8: Grafico mostrando situacdo atual dos genomas sequenciados para espécies da
ordem Kinetoplastida (n = 8). Os dados foram obtidos do site NCBI. Revisado em
13/01/20009. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/static/gpstat.ntml ~ acessado  em
22/01/2009).
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Em uma pesquisa realizada no NCBI, usando-se como palavra chave o nome dos
principais tripanossomas, o nimero de entrada de sequéncias para T. vivax foram baixas: 62, 3
e 216 para dados de nucleotideos, ESTs e proteinas, respectivamente (Tabela 1.1). Esses
dados refletem o pouco conhecimento sobre o genoma deste parasito. Entretanto, ha
iniciativas como o sequenciamento do genoma de uma cepa do oeste da Africa no The
Wellcome Trust Sanger Institute (http://www.sanger.ac.uk/Projects/T_vivax/, acessado em
20/01/2009) com uma cobertura de cinco vezes (5X) do total do genoma sequenciado. Outra
iniciativa foi de Guerreiro et al. (2005), com o sequenciamento de cerca de 1086 sequéncias
gendmicas (disponivel em: http://stingray.biowebdb.org) de uma cepa africana (Y486) de T.

vivax.

Tabela 1.1: NUmero de entradas de sequéncias dos principais tripanossomatideos no site
NCBI (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/ acesso em 14/01/2009)

Espécies Nucleotideos * ESTs*  Proteinas*  Total
Trypanosoma cruzi 91378 14246 47066 152690
T. brucei 11480 5562 25040 42082

T. evansi 39 0 - 137 533

T. congolense 132 29601 116 29849

T. vivax 106 3 269 378

*Dados obtidos do NCBI 29/03/2009.

Existem diferentes metodologias a serem aplicadas para a exploracdo de genomas por
sequenciamento, que vao do sequenciamento de pedacos de DNA (single pass e GSS -
Genome Sequence Survey), sem ter como meta 0 sequenciamento do genoma completo do
organismo, como realizado por Guerreiro et al. (2005) para T. vivax e por Wagner (2006) para
T. rangeli. Outra abordagem é o sequenciamento do genoma completo do organismo como
realizado com os Tritryps (EIl-Sayed et al., 2005) por WGS (Whole Genome Shotgun). Essa
abordagem, vem sendo usada para sequenciamento de genomas parciais ou completos, de
organismos presentes em um ambiente como realizado no mar de Sargasso (Venter et al.,
2004) e em comunidades microbianas (Ferrer et al., 2009) ou ainda na busca de genes numa

abordagem metagenomica (Pang et al., 2009).
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A abordagem de GSS baseia-se no sequenciamento aleatério do DNA, obtendo
informacBes de introns, pseudogenes, regifes repetitivas, intergénicas e identificacdo de
regides que possam ser potencialmente usadas como alvos para quimioterapia e marcadores
para diagndstico especifico, como demonstrado em T. brucei (EI-Sayed e Donelson, 1997), T.
vivax (Guerreiro et al., 2005) e T. rangeli (Wagner, 2006).

Entretanto atualmente h& algumas limitagdes em analisar resultados de um
sequenciamento gendmico, como por exemplo, avaliar e diferenciar algumas regides, se
ocorrem por erro de polimerase, pelo sequenciamento, se sdo alelos verdadeiros ou ainda
regides repetitivas presente no genoma. Estas limitagdes contribuem para geracdo de
resultados pouco confiaveis além do surgimento de técnicas mais rapidas, eficientes e de
baixo custo, ou ainda de servicos personalizados como hibridagdo, microarranjo, digitalizacdo
de amostras entre outras que contribuem para diminuir projetos de sequenciamento genémico
(Sturm et al., 2008).

Com o uso das duas metodologias EST (Expressed Sequence Tags) (Adams et al.,1991)
e GSS, em conjunto, é possivel gerar informacgdes que irdo contribuir na identificacdo de
familias de genes, regides intergénicas e regides repetitivas, como em trabalhos demonstrados
em T. cruzi (Aguero et al., 2004), L. major (Akopyants et al., 2001) e Criptosporidium
parvum (Strong et al.,2000).

1.8- Transcriptoma:

Transcriptoma é o contetdo total de MRNA de uma célula, obtendo todos 0s genes que
foram transcritos no genoma de um dado tecido ou em uma determinada condicdo
morfologica ou ambiental de um organismo. Por exemplo, apos a publicacdo do genoma de
Plasmodium falciparum teve inicio ao estudo do seu transcriptoma através da tecnologia de
microarranjo, obtendo uma expressdo diferencial de genes entre as formas trofozoitas e
gametdcitos (Hayward et al., 2000) e entre as fases assexuadas nas células eritrociticas (Ben
Mamoun et al., 2001).

A disponibilidade de informacGes ou sequéncias gendmicas auxilia nas inferéncias do
processo bioldgico celular. Para a gendmica funcional, é necessario analises no nivel de
proteinas (proteoma) e de mRNA (transcriptoma) associando todos estes eventos com a
expressdo de um conjunto de genes (Marti et al., 2002). A analise de transcriptomas de
diversos organismos vem sendo usado com sucesso, principalmente aplicando-se as duas
técnicas em conjunto: a de ESTs (Adams et al.,1991) e de ORESTES (Dias-Neto et al., 2000).
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Isto proporciona a descoberta de novos genes, mapeamento genético e identificacdo de
modificagdes postranscripcionais (Snoeijer et al.,2004).

A metodologia de EST baseia-se na obtencdo de cDNA, a partir do mMRNA com a
técnica RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction) realizada em duas
etapas utilizando oligonucleotideos diferentes em cada etapa (Adams et al., 1991) e na
metodologia ORESTES o mesmo iniciador é empregado nas etapas de RT e PCR. (Dias-Neto
et al.,2000). Esta técnica de EST ja vem sendo utilizada, com sucesso, em tripanossomatideos
como Leishmania major (Levick et al 1996), L. infantum (Couvreur et al., 2003),
Trypanosoma cruzi (Branddo et al., 1997; Verdun et al., 1998; Aguero et al., 2004),
Trypanosoma rangeli (Snoeijer et al., 2004), T. brucei e T. b. rhodesiense (Djikeng et al.
1998; El-Sayed et al., 1995).

As ESTs sdo a maior fonte de novas sequéncias génicas, apresentando cerca de 30
bilhdes de pares de bases no Genbank e nos dltimos anos, o nUmero de ESTs tem aumentado
cerca de 20% do total de 54,8 milhdes de sequéncias de mais de 1640 organismos. As
espécies com o maior nimero de sequéncias depositadas s&o Homo sapiens com 8,1 milhdes,
seguido de Mus musculus 4,9 milhdes, Sus scrofa, Arabidopsis thaliana, Bos taurus, Zea mays

e Danio rerio com cerca de 2,2, 1,5, 1,5, e 1,4 milhdes, respectivamente (Benson et al., 2009).

Entre organismos da familia Trypanossomatidae ha somente nove espécies com
sequéncias de ESTs depositadas no dbESTs que totalizam menos de 1% do numero total de
entradas de ESTs e 3% do numero total de ESTs de outros parasitos (Brand&o, 2008) (Tabela
1.2).
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Tabela 1.2 : Espécies de tripanossomatideos e o nimero de entradas de ESTs no
NCBI dbESTs (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST_summary.html,acesso em
30/03/2009)

Espécies NUmero de ESTs?
Trypanosoma cruzi 14,023
Leishmania chagasi 9,839
Trypanosoma rangeli 6,685
Trypanosoma brucei rhodesiense 4,821
Leishmania major 2,191
Trypanosoma carassii 1,921
Trypanosoma brucei brucei 196
Leishmania amazonensis 147
Trypanosoma brucei 116
Leishmania infantum 21
Leishmania braziliensis 2
Leishmania mexicana mexicana 1

& ntimero de entradas atualizado em 20/3/2009

De acordo com o mesmo autor, ha poucos projetos de sequenciamento de ESTs de
tripanossomatideos devido a questBes técnicas e cientificas, como por exemplo o nimero de
laboratérios com modelos experimentais de importancia médica. E a substituicdo da técnica
por outras de analises de transcri¢do de genes como microarranjo, SAGE e outras. Portanto, a
producdo de ESTs de T. vivax poderd fornecer informacdes que possam complementar o

conhecimento do transcriptoma da familia Trypanosomatidae.

A obtencdo de informacGes sobre quais genes estdo sendo transcritos em T. vivax séo
relevantes, tanto aqueles transcritos comuns em varias espécies de tripanossomatideos
(housekeeping), como aqueles que sdo espécie-especificos devido ao seu uso potencial como
marcadores para diagndstico e genotipagem. Portanto, este trabalho é pioneiro em obter

informacGes sobre estes genes do parasito e usando uma cepa de origem brasileira, isolada do
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Pantanal de Mato Grosso do Sul, Brasil. As informagdes geradas neste trabalho irdo contribuir

para ajudar no conhecimento sobre a biologia e 0 genoma do parasito.

1.9 Anélise de sequéncias de ESTs

De maneira geral, um dos desafios para a area de bioinforméatica tem sido o
desenvolvimento de programas para analisar todos estes dados de ESTs com o objetivo de
obter informacdes na area bioldgica. Desta forma sdo desenvolvidas plataformas de analises
como identificacdo de ORFs ou um sistema com um conjunto de programas para analise de
um grande namero de sequéncias (Steinke et al., 2004; Min et al., 2005, Davila et al., 2005).
Estes programas sdo desenvolvidos para oferecer rapidez e precisdo nas analises com o
objetivo de inferir informacdes biologicas a partir do transcriptoma de um organismo. Com
base nestas analises € possivel obter informacGes sobre novos genes, complementar dados
gendmicos, identificacdo estrutural de um gene, estabelecer a viabilidade de transcritos
alternativos, analisar polimorfismo de base Unica (SNP) e facilitar a caracterizacdo da

exploracdo protedmica (Nagaraj et al., 2007).

Muitas etapas sdo seguidas para obtencdo destes resultados como a remoc¢do da
sequéncia do vetor, analise da qualidade das sequéncias, montagem ou agrupamento, analise
de similaridade, alinhamento das seqiiéncias e analise filogenética. Na tabela 1.3 estdo

listados os principais processos de analise de ESTs e 0s programas mais utilizados.

Tabela 1.3 Principais programas e suas finalidades usados na anélise de ESTSs.

Programas Finalidade Referéncia

Phred/Phrap Remocéo do vetor e Ewing et al.,1998a e 1998b
qualidade das sequéncias

Cap3 Agrupamento e montagem Huang & Madan 1999
BLAST Anélise de similaridade Altschul et al., 1997
Clustalw Alinhamento Thompson et al., 1994
T-Coffee Notredame et al, 2000
Gene Ontology Anotacdo funcional Ashburner et al, 2001
RepeatMasker Sequéncias repetitivas Smit et al., 2009
Geecee Conteudo G+C Rice et al., 2000
MEGA Anaélise filogenética Kumar et al 2001
Phylip Felsenstein, 2005
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Embora existam varios programas ou sistemas para analises de EST, nesta dissertacdo
foi usado o STINGRAY (http://stingray.biowebdb.org/ antes denominado GARSA), 0 mesmo
que foi desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa (Davila et al. 2005).

Para realizar a anotacdo de um gene, é necessario além de um conhecimento prévio do
anotador, a disponibilidade publica de dados que possam contribuir para esta anotagcdo, como
experimentos celulares e/ou moleculares. Outro fator relevante € qual palavra ou termo a ser
usado para anotar o gene. Com o intuito de organizar esta complexidade de termos ou regras,
foi criado um consorcio para definir um conjunto de vocabulario controlado, o Gene Ontology
(GO) (Ashburner et al,2001), o qual é dividido em trés ontologias: a) componente celular, b)
processo bioldgico e c¢) funcdo molecular. Este vocabulario controlado serd utilizado para
realizar a anotacdo das ESTs de T. vivax.

Através dos dados de ESTs muitos estudos comparativos vem sendo realizados com
sucesso para diferentes organismos, principalmente com o intuito de responder questdes
relacionadas sobre os genes conservados ao longo da evolugdo (Mignome et al., 2008).
Trabalhos relativos a composi¢do dos codons (Codon Adaptation Index) e aminoacidos em
uma espécie, vem sendo realizados a fim de se obter informacdes referentes ao genoma e
corelacionar com a adaptacdo ambiental sofrida pelo organismo (Alonso et al.,1992; Horn,
2008). Tambem pode-se inferir um indice de nivel de expressdo dos genes, como o realizado
para 0 genoma de Escherichia coli correlacionando a expressividade de um gene com a
composicdo do codon (Roymondal, et al. 2009). O valor RCB (Relative Codon Bias) €
atribuido ao codon mais usado para codificar um aminoacido e com base neste valor é
possivel inferir o nivel de expressao do gene resultando no valor RCBS (Strength of Relative
Codon Bias) (Roymondal et al., 2009). Na familia Trypanosomatidae, genes altamente
expressos apresentam uma preferéncia por determinados codons, o que esclarece algumas
diferencas na expressdo de algumas proteinas em cada espécie (Horn, 2008). Além de inferir
uma possivel funcédo bioldgica para as ESTs, a caracterizacao destas sequéncias é importante

na identificacdo de regiGes envolvidas em processos celulares e moleculares.

Recentemente, regifes com elementos repetitivos em ESTs vem sendo analisados, sao
conhecidas como Simple Sequence Repeats ou microssatélites, e apo6s analises de
polimorfismo, muitas sdo usadas como marcador molecular para caracterizacdo de isolados e
estudos de filogenia principalmente em plantas (Castillo et al., 2008). Estas regifes sdo

encontradas em ESTs de procariotos e eucariotos, tanto em regides codificantes como em
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regides ndo codificantes. Elas existem como repeticdes dinucleotidicas, trinucleotidicas e
tetranucleotidicas, com pequenas repetices em média de 5 a 6 pares de bases (Li et al.,
2004). Elementos repetitivos foram encontrados em ESTs de T. brucei, T. cruzi e L. infantum,
entretanto, sua funcao bioldgica ainda ndo foi esclarecida (EI-Sayed et al., 1995; Cerqueira et
al., 2005; Couvreur et al., 2003).

Nos tripanossomatideos, durante o processo de maturagdo do mRNA, ocorrem dois
importantes eventos: a) trans-splicing: com a adicdo de uma sequéncia na extremidade 5',
com o tamanho de 39 nucleotideos (nt), chamada spliced-leader ou mini-exon; e b)
poliadenilacdo: com adicdo, na extremidade 3', de uma sequéncia de As (adeninas), conhecida
como cauda poli(A) (Campos et al.,2008). Segundo Benz et al. (2005) em T. brucei, o trans-
splicing ocorre no primeiro dinucleotideo AG, logo ap6s uma regido de 8-25 nt de
polipirimidina (poli (Y)), resultando em um mRNA, com a regido 5-UTR de 68 nt.

Estes mesmos autores, mostraram que a poliadenilagdo ocorre com um ou mais
residuos de A, localizado entre 80 e 140 nt, na por¢do abaixo de uma regido poli(Y),
resultando em uma regido 3'-UTR curta de 21nt ou longa até 5040nt, mas com o tamanho
médio de 348 nt. Em T. cruzi, as regifes 5' e 3'-UTR, geralmente sdo encontradas em genes
que codificam proteinas ribossomais e atualmente estas regides vem sendo usada para a
caracterizacao funcional de cepas e isolados (Brand&o, 2006; 2008). Segundo o mesmo autor,
uma informacdo importante para validar estas regides € a caracterizacdo de sequéncias

envolvidas na sinalizacéo de trans-splicing, como locais de poli (Y).

Em sequéncias de ESTs, € possivel obter informacdes sobre estas regides e caracteriza-
las quanto ao tamanho, além de elucidar os principais mecanismos envolvidos neste processo
(Campos et al., 2008; Helm et al, 2008). Em muitos dos genes de T. cruzi, apos o
sequenciamento do genoma, foram caracterizados microssatélites nestas regifes nao
traduzidas. Atualmente a caracterizacdo molecular de cepas e isolados deste organismo vem

sendo realizado com as sequéncias 5' e 3' -UTRs (Brandao, 2006).

Muitas regides relacionadas com este mecanismo de regulagdo génica em
tripanossomatideos vem sendo pesquisados. Atualmente a estrutura quadruplex, formada por
uma sequéncia de nucleotidios rica em guanina, vem sendo alvo de grande interesse pois esta
relacionada com fatores de transcricdo, controle na proliferacdo celular, replicacdo do DNA e
outros processos biolégicos e também no desenvolvimento de drogas contra o cancer (Kikin
et al., 2006). Esta estrutura é formada por uma sequéncia de quatro (4) guaninas intercaladas
por outras bases e apresentam o dominio Gn-NL1-Gn-NL2-Gn-NL3-Gn, onde N pode ser

alguma base (incluindo a guanina) e n é o niumero 3 valor constante dentro do dominio,
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formando uma estrutura de trés alcas (Figura 1.9) (Yadav et al.,2008). Muitos bancos de
dados vem sendo criados com o objetivo de identificar estas regides em sequéncias de pre-
MRNA e mRNA como o0 GRS_UTRdb (http://bioinformatics.ramapo.edu/GQRS/ acesso em
14-03-2009) e QuadBase (http://quadbase.igib.res.in/.acesso em 14-03-2009) (Kikin et
al.,2008; Yadav et al.,2008).

Figura 1.9 Esquema da estrutura G-quadruplex: em vermelho as trés algas formadas pela
estrutura G-quadruplex (esquerda) e esquema das ligacbes de pontes de hidrogénio formado

pelas guaninas (direita) (reproduzida de Yadav et al.,2008)

Atualmente, ndo ha registro de estudos especificos em tripanossomatideos, com esta
estrutura G-quadruplex, entretanto, por estarem envolvidas em processos de maturacdo do
MRNA sera alvo de interesse para estudos do processamento do RNA e no desenvolvimento
de alvos terapéuticos. Neste trabalho foi realizado uma pesquisa inicial destas regifes nas
ESTs de T. vivax com o objetivo de estudar esta estrutura e tentar inferir a sua contribuicao

em processos que possam estar envolvidos no metabolismo deste organismo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral:

Explorar parcialmente o transcriptoma do Trypanosma vivax.

2.2 Especificos:

a) Gerar aproximadamente 2000 ESTs da biblioteca de cDNA de T. vivax.
b) Fazer anotagéo funcional dos ESTSs.

c) Realizar uma analise comparativa entre as sequéncias de uma cepa isolada no Brasil e uma

cepa isolada na Africa.

d) Identificar regides G-quadruplex nas sequéncias consideradas especificas para T. vivax.
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3. METODOLOGIA
3.1 Biblioteca de cDNA:

A construcdo da biblioteca de cDNA de T. vivax foi feita com o isolado VTA-01,
isolada de um bovino (Bos taurus) naturalmente infectado na regido da Nhecolandia, Pantanal
de Mato Grosso do Sul. A fim de obter, alta concentragdo de parasitos, este isolado foi
inoculado em um ovino (Ovis aries) e o sangue obtido foi purificado, pela técnica DEAE-
Cellulose (Lanham e Godfrey,1970). O precipitado de T. vivax foi gentilmente cedido pelo Dr
Heitor M. Herrera Jr.

O cDNA de T. vivax foi obtido a apartir do mRNA do isolado VTA-01 usando o kit
Amersham QuickPrep® mRNA Purification Kit, e foi realizado de acordo com o protocolo do
fabricante. A primeira fita de cDNA, foi obtida com o kit First-strand cDNA Synthesis Kit®
(Amersham Biosciences) e realizada de acordo com o protocolo do kit.

A amplificagdo da segunda fita de cDNA, foi feita com os iniciadores no sentido senso
METV-F 5°GAA CAG TTT CTG TAC TAT ATT GGT A 3’, especifico para a regido do
mini-exon de T. vivax. E no sentido antisenso o iniciador Notl-DT 5°’AGA ATT CGC GGC
CGC AGG AAT 3’ (Couvreur et al., 2003). Na reagdo foi usada a enzima Pfu DNA
polymerase (BIOTOOLS® 10.501) com atividade “proof-reading”. O volume final foi de
40uL, com 1mM de dNTP’s, 0,4uM de cada iniciador e 1U da enzima. Foi usado o programa
nas condicdes de desnaturacdo inicial de 94°C 2min, seguida de 94°C 1min, 60°C 1 min e
72° 10min, com 35 ciclos, e uma extensao final de 72°C 7min. O produto de PCR obtido foi
visualizado em gel 1% de agarose com o marcador de peso molecular 100pb e fotografado no
transiluminador de luz ultravioleta.

A purificacdo do produto de PCR foi com o kit de colunas S-400 Spin Columns
(Amersham Biosciences) que depois foi clonado no vetor Zero Blunt TOPO® PCR Cloning
kit (Invitrogen). O produto da ligacdo foi transformado em células competentes Dh5a de
Echerichia coli e crescidas em placas de petri com 20ml de meio LB agar, com 16uL de X-
gal 2%, 10uL de IPTG 100mM e 50ug/ml do antibidtico kanamicina a 25mg/ml. As placas
foram deixadas por 16 horas a 37°C de acordo com Sambrook e Russel (2001). Os clones

obtidos foram armazenados em glicerol 10% a -70°C.
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3.2 Hibridag&o na biblioteca gendmica de Trypanosoma vivax :

Uma biblioteca gendmica foi construida por Guerreiro et al. (2005), do clone
ILDat2160, da cepa Y486 obtida de uma infecgdo natural de uma vaca Zebu da Nigéria, Oeste
da Africa (Leeflang et al.,1976). Para realizar uma busca de genes presentes, nas duas cepas
das bibliotecas (genémica e de ESTSs), nos realizamos uma hibridacdo com os clones que
apresentaram hit (similaridade) no banco de dados RefSeqg-protein. Foram obtidos 116 clones.
Estes clones foram selecionados, isolados por enzima de restringdo do vetor e marcados com
0,05uCi do radioativo a*?P dCTP, de acordo com o kit Random Primers DNA Labeling
System (Invitrogen). Esta sonda foi hibridada na biblioteca genémica de T. vivax.

As colbnias positivas na hibridacdo foram sequienciadas, depositadas no STINGRAY

(http://stingray.biowebdb.org) e analisadas.
3.3 Extragdo do DNA plasmidial (Mini-prep em placas de 96 pogos):

Para uma analise prévia, as colonias brancas, provavelmente clones com inserto, foram
digeridos com a enzima de restringdo EcoRI por 2 horas a 37°C e visualizados no gel de
agarose a 1%. Sendo assim, clones positivos foram isolados e crescidos em placas de 96
pocos com 1 ml de meio CircleGrow® Broth (Q.BIOgene) com 50ug/ml do antibiético
kanamicina ou 100ug/ml de ampicilina. As placas de 96 pogos foram deixadas por 22 horas a
37°C em uma agitacao de 200rpm. Apds este periodo cada placa foi centrifugada a 4.000 rpm
por 6 min para obtencdo do precipitado das células. Imediatamente o sobrenadante foi
descartado. Em seguida, foi adicionado em cada poco 240uL da solucdo GET e centrifugado a
4000 rpm por 9 min. O sobrenadante foi descartado e adicionado em cada poco 80ulL de GET
+ 2,5uL de RNase a 10mg/ml. Cada placa foi agitada no vortex por 2 min. A suspensdo de
células foi transferida para uma outra microplaca de 96 pocos limpa.

A solucdo de lise alcalina, foi preparada na hora do uso, com NaOH 0,2N + SDS 1%,
para um volume final de 10ml de a4gua autoclavada. Em seguida, foi adicionado 80uL desta
solucdo em cada poco. Cada placa foi selada e misturada por inversdo 30 vezes. Para retirar as
bolhas, as placas foram centrifugadas rapidamente. Apés a retirada do adesivo 80ulL da
solucdo de acetato de potassio 3M gelado foi adicionado e misturado por inversdo 30 vezes
com um novo adesivo. As placas foram incubadas em temperatura ambiente por 10 min.

Apos este periodo, as placas foram incubadas por 35 min a 85°C, sem o adesivo.
Foram colocadas no gelo por 20 min e centrifugadas por 9 min a 4000 rpm em temperatura
ambiente. O volume do sobrenadante foi transferido para outra placa de 96 pocos limpa com
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filtro de 0,22uM e acoplada a outra placa limpa e centrifugada por 6 min a 4000rpm em
temperatura ambiente. A placa de filtro foi descartado e adicionado em cada po¢o 100uL de
isopropanol 100%. Apos selar com adesivo e misturado por inversdo 30 vezes, as placas
foram deixadas a uma temperatura ambiente por 15 min e em seguida, centrifugadas por 45
min a 4000rpm. O sobrenadante foi descartado e adicionado em cada po¢o 200uL de etanol
70% centrifugado a 4000rpm por 10 min.

Apbs o descarte do sobrenadante cada placa foi deixada por 15 min a 37°C sem
adesivo. O DNA foi ressuspendido em 40uL de agua autoclavada. As placas foram
armazenadas a -20°C.

O preparo das solucGes e marcadores utilizados estédo no no anexo 1.

3.4 Sequenciamento:

Para 0 sequenciamento das ESTs e GSS de T. vivax, placas de 96 pogos foram
preparadas com o iniciador M13 forward (5’GTA AAA CGA CGC CCA GT -3°) (3,2pmol).
O DNA foi adicionado (~25ng), juntamente com agua autoclavada (g.s.p. 7,5uL) e enviadas
para a plataforma PDTIS/FIOCRUZ. A reacdo de sequenciamento foi feita com o Kkit
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) e foi usado o
sequenciador ABI® 3730-48-capilar DNA Analysis System (Applied Biosystems).

As etapas descritas acima foram realizadas no Laboratério de Biologia Molecular de
Parasitas e Vetores (LABTIF / IOC/ FIOCRUZ) e a etapa de sequenciamento (somente ESTS)
no Laboratorio de Genoma (Departamento de Bioquimica/ IB /UERJ) e na plataforma de
sequenciamento PDTIS/FIOCRUZ (ESTs e GSSs).

3.5 Analise das sequéncias:

Os cromatogramas obtidos do sequenciamento foram submetidos ao sistema
STINGRAY (Figura 3.1A) (System of Integrated Genomic Resources and Analyses
http://stingray.biowebdb.org/) e as etapas seguiram um esquema com Vvarias opcdes de
analises na Figura 3.1B, as caixas com fundo verde foram os programas usados e etapas de
analise dos cromatogramas no sistema, os diamantes indicam a op¢do dos usuarios, em
executar determinados programas, as setas indicam as etapas de conclusdo do STINGRAY e
as setas descontinuas indicam as opc¢des de analises mais acuradas (Davila et al.,2005). Neste

sistema, estdo presentes 0s principais programas para analise de sequéncias GSS e de ESTs.
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Na tabela 3.1 segue a lista dos programas usados, a finalidade de cada um e o enderego
eletronico.

A retirada da sequéncia do vetor e a analise da qualidade do sequenciamento, foi
realizada com o programa Phred/Phrap/Consed (Ewing et al., 1998a; 1998b). Apenas as
sequéncias com qualidade Phred >20 e maiores que 100 pares de bases foram aceitas pelo
sistema e incluidas no processo de clusterizacdo. Com o programa CAP3 (Huang & Madan
1999) as sequéncias foram agrupadas com o0s seguintes parametros: um cut-off de 20,

apresentando uma identidade >95.

{= STINGRAY T. vivax (EST) - Windows Internet Explorer,

Go- el o 4)1x |

Arquivo  Editar  Exbir  Favoritos  Ferramentas  Ajuda

w I@STINGRAYT‘wvaX(EST) I_I - -

> TINGRAY T. vivax (EST)
gern for Intelyoted GenornicR 1 Analys
e e - T. vivax (EST) |+

Hello User admin_TE (admm)C'

»

’] Home & Statistics ¥ = Project Configs. ¥ | Libraries and Sequences ¥ = Analyses ¥  Rasults ¥ Miscellaneous v

Search and View Sequences ™

About STINGRAY

The System for Integrate Genomic Resources and Analyses (STINGRAY) is a user-friendly web-based system designed to
analyse genomic data in the context of a pipeline. It was developed for Linux systems using Perl, Bioperl, CGI, Apache and
MySQL. EST and GS5 data can especially benefit using the system since it can accept a) chromatograms, b) download of
sequences from GenBank, c) FASTA files stored locally or d) a combinations of all 3 STINGRAY uses the phred/phrap package to
process chromatograms, evaluate quality of traces and remaove vector contamination. Clusterization is done using the CAP3
program. Sequences are submitted to Blast analyses with database choosen by the user. Conserved domain searches are also
performed using the CDD tool of NCBL Interpro have been implemented in the pipeline as well, and tRNA-Scan, Psort, SignalP
and OrthoMCL are avaliable too. Beside that, it is possible to find genes or ORFs using GLIMMER, GlimmerHMM and by
Orthologous Groups aproach (ORF by COGs), and then search the analysis mentionated above. Once all the above similarities
searches have been performed, the user can select some contigs and results for multiple alignment using Clustalw and
phylogeny analyses using Phylip. STINGRAY offers flexibility to the users by allowing them to configure the parameters of the
used programs. All the results can be filtered according to algorithm and database used, facilitating user visualization.
Furthermore, statistics and graphical results of the all analysis and processed chromatograms are presented.

Current Status

<< first < prev 1 next> last ==

Sequenced | High Quality Singlets = Dovmload Translated
Library Clones Sequence Singlets Clones in Clusters Clusters Clusters Sequences Sequences B

Trypo 4208 3035 2459 536 58 2557 =] =
Y486 768 276 86 210 15 81 = S

All 4976 3311 2565 746 73 2638 A = b
< |3
il Conchiidn ["all @ Trterner #nes -
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¢ Visualize Clusters

_________ »_  Gene Prediction )«

View Results *

Simirty Sarches -
Phylogenetics Analysis * «--

Cluster and Analysis
Visualization *

Figura 3.1 Interface do sistema STINGRAY (http://stingray.biowebdb.org/, acesso em
01/02/2009). A: Acesso ao sistema para 0 projeto T. vivax ESTs. B: Esquema mostrando o
Pipeline do STINGRAY (legenda no item 3.5.1)
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Tabela 3.1 Principais programas usados no sistema STINGRAY, a correspondente finalidade

e 0 endereco da web.

Programas Finalidade Enderego na Web* Referéncia
Phred/Phrap Remocdo do vetor e http://www.phrap.org/phredphrap  Ewing et al., 1998a
qualidade as consed.html e 1998b
sequéncias
Cap3 Agrupamento e http://pbil.univ-lyonl.fr/cap3.php  Huang & Madan,
montagem 1999
BLAST Anélise de http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast Altschul et al.,
similaridade gl 1990
RPS-Blast Busca de dominios Altschul et al.,
conservados 1997
ClustalW Alinhamento http://www.ebi.ac.uk/Tools/clusta Thompson et
Iw2/index.html al., 1994
InterProScan Busca de dominiose  http://www.ebi.ac.uk/Tools/InterP  Quevillon et al.,
familias proteicas roScan/ 2005
HMMER Busca de homologia http://nmmer.janelia.org/ Eddy, 1998
RepeatMasker ~ Busca por regifes http://repeatmasker.org Smit e Green

Gene Ontology

Phylip

repetitivas e
elementos méveis

Anotacao funcional

Anaélise filogenética

http://www.geneontology.org/

http://evolution.genetics.washingt

on.edu/phylip.html

Ashburner et
al,2001
Felsenstein, 2005

* = acesso em 01/02/20009.

As analises de similaridade das sequéncias foram realizadas usando o programa

BLAST. As sequéncias foram submetidas aos trés tipos de busca do programa: BLASTnN

(sequéncias de nucleotideos contra um banco de nucletideos), BLASTX (sequéncias

nucleotideos traduzidos contra um banco de aminoacidos) e tBLASTX (sequéncias de

nucleotideos traduzidos e comparados com um banco de nucleotideos também traduzidos).

Para todas as analises do BLAST foi usado o limite estipulado de e-value <10 . As

sequéncias que ndo apresentaram hit com nenhum banco analisado foram separadas para

futuras analises. A busca de dominios e familias de proteinas foi realizada utilizando-se o

programa InterProScan (versdo3.3) disponibilizado pelo EBI (European Bioinformatics

Institute). Foi utilizado o programa RPS-Blast para a busca de similaridade nos 4 sub-bancos
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de dominios conservados: Pfam (Protein Families), CDD (Conserved Domain Database),

COG e KOG, grupos de genes ortdlogos de procariotos e eucariotos, respectivamente. Com o
programa BLAST, a busca foi realizada nos 30 sub-bancos do banco de dados Genbank,
banco de dados das sequéncias de T. vivax do Institute Sanger e o banco de dados Uniref 90.
Na tabela 3.2 estdo listados todos os bancos e sub-bancos de dados com a respectiva descricéo
e enderecgo de acesso.

Para a busca de dominios e familias de proteinas de genes envolvidos na variacdo
antigenica, foi feita uma busca por homologia distante, usando o programa HMMER (Eddy,
1998). Estes dominios e familias de genes foram baixados, a partir do banco de dados de
familias génicas envolvidas na variacdo antigénica (http://www.vardb.org/vardb/pfams.html
acesso em 22/02/09). As buscas por regides repetitivas e elementos moéveis nas ESTs e GSSs
de T. vivax, foram feitas com o programa RepeatMasker. Este programa mascara sequéncias
que se repetem e de baixa complexidade nas sequéncias de DNA, com base na cobertura de
50% do genoma humano e as comparacdes sdo realizadas com o programa cross-match. (Smit

e Green at http://repeatmasker.org, acesso em 01-03-09).

3.6 Analise das sequéncias especificas para T. vivax:

Com o objetivo de identificar e eliminar qualquer contaminacdo com EST de ovelha
(hospedeiro usado na infecdo experimental para obter massa de T. vivax), foram selecionadas
sequéncias de EST que apresentaram similaridade por BLAST com o e-value >10%, em
todos os bancos de dados, exceto 0s bancos de ESTSs, proteinas e nucleotideos de Bos taurus e
Ovis aries. As sequéncias resultantes foram assumidas como sendo de T. vivax e as
sequéncias identificadas com hit significativo para Bos taurus e Ovis aries foram descartadas.
A extracdo das CDS (regido codificante) parciais destas sequéncias especificas de T. vivax foi
feito baseado nas coordenadas do alinhamento do HSP do melhor hit obtido com os diferentes
BLAST e usando os programas ExtractSeq e RevSeq do pacote EMBOSS (Rice et al., 2000).
A analise da frequéncia absoluta e relativa dos principais codons destas sequéncias de T.
vivax, foi feita com o programa R (http://www.r-project.org/ acesso em 25-3-2009) com a
funcdo para o calculo de RCB (Relative Codon Bias) e RCBS (estimativa de expressdo de um
gene dado seus RCBs) (Roymondal et al., 2009), utilizando ferramentas do pacote seqinR
(http://cran.univ-lyonl.fr/web/packages/seqinr/index.html, acesso em 25-03-2009). As
sequéncias que apresentaram RCBS igual ou maior que 0,5, foram consideradas com alto
nivel de expressdo e aquelas com RCBS menor que 0,5 foram consideradas com baixo nivel

de expressdo (Roymondal et al., 2009). Para a identificagdo de regides ricas em guanina,
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nestas sequéncias (separadas quanto ao nivel de expressdo), foi usado o pacote de programas
QGRS Mapper (Kikin et al.,2008, http://bioinformatics.ramapo.edu/GQRS/, acesso em

22/02/09) (Kikin et al.,2008). E o conteudo G+C, para cada grupo, foi analisado usando o
programa Geecee do pacote de programas Jemboss (Carver e Bleasby, 2003), disponivel no
sistema STINGRAY.

3.7 Anotagédo funcional usando Gene Ontology:

A anotagdo funcional foi realizada de acordo, com o vocabulédrio controlado do
Consércio Gene Ontology (GO) (Ashburner et al, 2001). A anotacdo foi feita de maneira
semi-automatica usando as trés ontologias: Componente Celular, Fungcdo Molecular e
Processo Bioldgico. Uma sequéncia pode apresentar mais de um termo nas trés ontologias
Isso ocorre, pois um gene pode estar associado com ou localizado em um ou mais
componentes celulares e este gene pode ativar um ou mais processos biologicos e
consequentemente participar de uma ou mais fungdes moleculares. Por exemplo, o produto do
gene citocromo C, pode ser descrito na ontologia funcdo molecular com o termo de atividade
oxidoredutase, para a ontologia processo bioldgico esta anotada com o termo atividade de
fosforilacdo e inducdo de morte celular e para a ontologia componente celular anotada com o
termo de matrix mitocondrial e membrana interna mitocondrial.
(http://www.geneontology.org/GO.doc.shtml#ontologies, acesso em 03-3-09). Portanto, foi

realizada uma anotacdo manual para validar cada sequéncia.

3.8 Analise filogenética:

As arvores filogenéticas foram construidas com o programa PAUP version 4.0b10
(Swofford, 2002). O algoritmo usado foi agrupamento de vizinhos com o bootstrap 10000.
Foram utilizados os genes de HPS90 com base no alinhamento de sequéncias proteicas do
cluster TEADEST016G09.b, com 0s organismos Trypanosoma cruzi CL Brener (gi71651745,
gi71651746), T. brucei TREU927 (gi71745369), Leishmania major (gi72549496), L.
braziliensis  (gi154345207), L. infantum (gi146102004) Plasmodium falciparum
(gi124809800), Giardia lamblia (gi159111631) e Paramecium tetraurelia (gil45536355,
gi145541900, gi145529836 e gi145483647). E com o gene NADH subunidade 6, com base
no alinhamento de sequéncias proteicas do cluster TEADEST005D06.b, com o0s organismos
Trypanosoma cruzi CL Brener (gi71659047 e @i71648951), T. brucei TREU927
(gi71755617), Leishmania major (gi157865682), L. braziliensis (gi154333466) e L. infantum
(9i146079846).
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Tabela 3.2 Os bancos e sub-bancos de dados analisados para busca por similaridade, o tamanho (nimero de sequéncias em pares de bases), a

respectiva descri¢do e o enderego de acesso.

**Sub-bancos de dados Tamanho  Descrigédo Enderego web*
do banco Genbank

kinetoplastida-aa.fasta 76979 Sequéncias proteicas dos organismos pertencentes a ordem http://www.ncbi.nlm.nih.gov
Kinetoplastida que foram depositadas no GenBank/NCBI

kineto-non-tritryps.fasta 1856 Contem sequéncias de kinetoplastidas com excegdo das sequéncias http://www.ncbi.nIm.nih.gov
de T. brucei, T. cruzi e Leishmania major

virulence- 369 Base de dados de genes responsaveis pela patogenicidade de http://www.ars.usda.gov/research/projects/projects.htm?accn_no

pathogenicity.fasta bactérias e virus. =406482

Tbrucei_NCBI.fasta 7795 Com sequéncias de proteinas de Trypanosoma brucei depositadas http://www.ncbi.nlm.nih.gov
no GenBank/NCBI

Tcruzi_NCBI.fasta 18939 Com sequéncias de proteinas de Trypanosoma cruzi depositadas no http://www.ncbi.nIm.nih.gov
GenBank/NCBI

Lmajor_NCBI.fasta 8265 Com sequéncias de proteinas de Leishmania major depositadas no http://www.ncbi.nlm.nih.gov
GenBank/NCBI

bos_taurus_prot.fasta 54950 Banco de dados com proteinas de membranas de Bos taurus http://opm.phar.umich.edu/species.php?species=Bos%20taurus

ovis-protein.fasta 5963 Banco de dados com proteinas Ovis aries http://www.ncbi.nIm.nih.gov

pfalciparum-aa- 19771 Banco de dados com sequéncias de aminoacidos de Plasmodium http://www.ncbi.nIm.nih.gov

ncbi.fasta falciparum

ehistolytica-aa- 17025 Banco de dados com sequéncias de aminoacidos de Entamoeba http://www.ncbi.nIm.nih.gov

ncbi.fasta histolytica

TV _cluster 340 Sequéncias obtidas do projeto Tvivax GSS, depositadas no sistema http://www.ncbi.nIm.nih.gov
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PS_clusters

tcruzi-est.fasta

tbrucei-est.fasta

LE_clusters

HT_clusters

Imajor-est.fasta

protozoa-nt-nchi.fasta

protozoa-aa-nchi.fasta

tbrucei-aa-nchi.fasta

bos_taurus_RNA.fasta

902

1402

5133

235

532

2191

84865

102999

14693

35903

STINGRAY, com a cepa africana Y486

Sequéncias obtidas do projeto Phytomonas GSS, depositadas no
sistema STINGRAY.

Banco de dados com sequéncias de fita simples de cDNA e
expressed sequence tags de T. cruzi depositadas no NCBI

Banco de dados com sequéncias de fita simples de cDNA e
expressed sequence tags de T.brucei depositadas no NCBI
Sequéncias obtidas do projeto Leptomonas GSS, depositadas no
sistema STINGRAY

Sequéncias obtidas do projeto Herpetomonas GSS, depositadas no
sistema STINGRAY

Banco de dados com sequéncias de fita simples de cDNA e
expressed sequence tags de L. major depositadas no NCBI
Sequéncias nucleotidicas de diferentes cepas e espécies, dos
protozoarios Plasmodium sp, Criptosposridium sp, Theileria sp,
Babesia spe Toxoplasma sp que foram depositadas no
GenBank/NCBI

Sequéncias proteicas de diferentes cepas e espécies, dos
protozoarios Plasmodium sp, Criptosposridium sp, Theileria sp,
Babesia sp e Toxoplasma sp que foram depositadas no
GenBank/NCBI

Sequéncias proteicas de T. brucei que foram depositadas no
GenBank/NCBI

Sequéncias de RNA de Bos taurus que foram depositadas no
GenBank/NCBI

http://www.ncbi.nIm.nih.gov

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/sites/entrez?db=nucest

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/sites/entrez?db=nucest

http://www.ncbi.nIm.nih.gov

http://www.ncbi.nIm.nih.gov

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=nucest

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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ovis-est.fasta 203304

miniexon-sequence- 4
tvivax

miniexon-tryps 6

**Sub-bancos de dados
de dominios conservados
KOG

COG

Pfam

CDD

**uniref90.fasta 4664726

**Tvivax_all_cromosso 8686

mes

Banco de dados com sequéncias de fita simples de cDNA e
expressed sequence tags de Ovis aries depositadas no NCBI
Conjunto de sequéncias de mini-exon de T. vivax depositadas no
GenBank/ NCBI

Conjunto de sequéncias de mini-exon de tripanossomatideos com

excecdo de T. vivax depositadas no GenBank/ NCBI

E uma versdo do COG para sete genomas de eucariotos completos:
Arabidopsis thaliana, Caenorhabditis elegans, Drosophila
melanogaster, Homo sapiens, Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe e Encephalitozoon cuniculi.

Grupos ortdlogos de proteinas relacionadas filogeneticamente de
genomas completos de procariotos

Banco de dados com o dominio conservado das familias de
proteinas.

Banco de dados de dominios conservados

Conjunto de grupos formado por sequéncias depositadas no banco
UnirProt Knwlegdebase, onde as sequencias pertencentes aos
clusters compartilnam 90% de similaridade.

Sequéncias baixadas do projeto do sequenciamento genémico de T.

vivax no Sanger Institute Pathogen Sequencing Unit

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/sites/entrez?db=nucest

http://www.ncbi.nIm.nih.gov

http://www.ncbi.nIm.nih.gov

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/COG/grace/shokog.cgi

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/grace/shokog.cgi
http://pfam.sanger.ac.uk/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml

http://www.pir.uniprot.org/database/nref.shtml

http://www.sanger.ac.uk/Projects/T_vivax/

* = acesso em 01/02/2009.

** = 0s 4 principais bancos de dados utilizados para a busca de similaridade.
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4. RESULTADOS

4.1 - Biblioteca de cDNA e sequenciamento:

Apds a amplificagdo pela técnica RT-PCR, foram obtidos fragmentos entre ~500pb a
~1350pb (Figura 4.1). Apds transformacdo nas células competentes mais de 75% foram
clones positivos no plagueamento. A andlise destes clones feita por mini-prep seguida de

digest&do com a enzima de restrincdo Eco Rl mostrou que mais de 90% apresentaram inserto.

Figura 4.1: RT-PCR com primers mini-exon especificos para T. vivax. Marcador = 100pb
PROMEGA®

No total, 4976 sequéncias foram submetidos ao sistema STINGRAY. Foram
consideradas sequéncias de alta qualidade, aquelas com tamanho superior a 100 pares de
bases (pb) e avaliadas de acordo com o Phred >20. Destes 4976, foram sequenciados 4208
ESTs e 768 GSS e destes 3035 (72%) e 276 (36%) foram aceitos pelo sistema,
respectivamente. Foram sequenciados um total de 1555236 pb ou 1555.24 Kb de bases para
ESTs e 188067 pb ou 188.07 Kb de bases para GSS. Apo0s a retirada das sequéncias dos
vetores pUC18 (Invitrogen) para os clones GSS e TOPO Blund-end (Invitrogen) para o0s
clones de ESTS, estas sequéncias apresentaram o tamanho médio de 497 pb e 500 pb, e com
G+C de 43% e 55%, respectivamente (Figura 4.2)
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Figura 4.2 Tamanho (pb) das sequéncias de ESTs e GSSs , apds a remocdo do vetor e regides

e baixa qualidade. A: Nas sequéncias de ESTs (n = 2557) e B: Nas sequéncias de GSS (n =

81).

ApOs agrupamento e montagem das sequéncias com o programa CAP3, das 3035
82,3% (2499/3035) sdo sequéncias Unicas e 58

sequéncias de ESTs com alta qualidade,

formaram agrupamentos, os quais sdo formados por 536 sequéncias. Enquanto que, para as

276 GSSs, destas ~24% (66/ 276) sdo sequéncias unicas e foram agrupadas 210 sequéncias

em 15 grupos (Tabela 4.1). Sendo assim, foram submetidas para analise um total de 2557

ESTs (sequéncias unicas + sequéncias agrupadas) e 81 GSSs.

Tabela 4.1: Quantidade total de ESTs e GSS sequenciados de Trypanosoma vivax

Biblioteca de Clones Alta Sequéncias  Sequéncias Grupos G+C Total
T. vivax sequenciados  qualidade Unicas em grupos
cDNA 4208 3035 2499 536 58 43% 2557
Gendmica 768 276 66 210 15 55% 81
Total 4976 3311 2565 746 73 43% 2638

4.2 - Andlise das sequéncias:

Foi realizada pesquisa de similaridade em 36 bancos de dados (Tabela 4.2), para todas

as sequéncias de ESTs e GSSs (n = 2638) com diferentes combinagdes entre os programas do
pacote BLAST ou RPS-Blast, com o cut off de 10.
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Todas as sequéncias (ESTs + GSSs), apresentaram 77% de similaridade (1746/2638)
com pelo menos em um banco de dado analisado e 23 % sem similaridade, usando 0s
programas BLAST, RPS-Blast, InterProScan e HMMER (Figura 4.3).

Tabela 4.2: Resumo dos bancos e sub-bancos de dados utilizados para busca de similaridade
com os programas usados e o total de sequéncias (n = 2638) com e sem similaridade em cada

banco.
Programa Bancos e sub-bancos de dados Com Sem
similaridade similaridade
tblastx LE_clusters 40 (2%) 2598 (98%)
tblastx HT_clusters 46 (2%) 2592 (98%)
blastx Tbrucei_NCBI.fasta 77 (3%) 2561 (97%)
blastx Tcruzi_NCBI.fasta 88 (3%) 2550 (97%)
blastx Kinetoplastida-aa.fasta 103 (4%) 2535 (96%)
blastx Kineto-non-tritryps.fasta 24 (1%) 2614 (99%)
blastx Lmajor_NCBI.fasta 84 (3%) 2554 (97%)
tblastx PS_clusters 99 (4%) 2384 (96%)
blastx virulence-pathogenicity.fasta 0 (0%) 2638 (100%)
tblastx TV _clusters 77 (3%) 2561 (97%)
blastn tcruzi-est.fasta 52 (2%) 2586 (98%)
blastn tbrucei-est.fasta 51 (2%) 2587 (98%)
blastn Imajor-est.fasta 15 (1%) 2623 (99%)
blastn bos_taurus_RNA . fasta 406 (15%) 2232 (85%)
blastx bos_taurus_prot.fasta 139 (5%) 2499 (95%)
blastx ovis-protein.fasta 87 (3%) 2551 (97%)
blastn repbase1401 95 (4%) 2543 (96%)
blastn ovis-est.fasta 491 (19%) 2147 (81%)
blastn Kinetoplastida-nt.fasta 154 (6%) 2484 (94%)
blastn protozoa-nt-ncbi.fasta 61 (2%) 2577 (98%)
blastx protozoa-aa-ncbi.fasta 101 (4%) 2537 (96%)
blastx tbrucei-aa-ncbi.fasta 88 (3%) 2550 (97%)
blastx Pfalciparum-aa-ncbi.fasta 56 (2%) 2582 (98%)
blastx Ehistolytica-aa-ncbi.fasta 56 (2%) 2582 (98%)
blastx Imajor-aa-ncbi.fasta 84 (3%) 2554 (97%)
tblastx tbrucei-est.fasta 94 (4%) 2544 (96%)
tblastx tcruzi-est.fasta 112 (4%) 2526 (96%)
tblastx Imajor-est.fasta 47 (2%) 2591 (98%)
blastn miniexon-sequence-tvivax 120 (5%) 2518 (95%)
blastn miniexon-tryps 100 (4%) 2538 (96%)
rpsblast Cog 168 (6%) 2470 (94%)
rpsblast Kog 297 (11%) 2341 (89%)
rpsblast Cdd 400 (15%) 2238 (85%)
rpsblast Pfam 299 (11%) 2339 (89%)
blastx uniref90.fasta 187 (7%) 2451 (93%)
tblastx Tvivax.all-chromosomes.cds 300 (11%) 2338 (89%)
TOTAL 36
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http://stingray.biowebdb.org/base.cgi?section=hit_queries&list=0&bid=170
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http://stingray.biowebdb.org/base.cgi?section=hit_queries&list=0&bid=171
http://stingray.biowebdb.org/base.cgi?section=hit_queries&list=1&bid=171
http://stingray.biowebdb.org/base.cgi?section=hit_queries&list=0&bid=177
http://stingray.biowebdb.org/base.cgi?section=hit_queries&list=1&bid=177
http://stingray.biowebdb.org/base.cgi?section=hit_queries&list=0&bid=178
http://stingray.biowebdb.org/base.cgi?section=hit_queries&list=1&bid=178
http://stingray.biowebdb.org/base.cgi?section=hit_queries&list=0&bid=182
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Figura 4.3 Porcentagem de sequéncias ESTs + GSS que apresentaram similaridade em
diferentes bancos de dados com o programa BLAST, RPS-Blast, InterproScan e HMMER (n
= 2638).

Foram submetidas 2557 sequéncias de ESTs para busca de similaridade em 36 bancos
de dados com os programas BLAST e RPS-Blast. Destas, 13% (343/2557) apresentaram pelo
menos uma sequéncia semelhante nestes bancos usando somente o programa BLAST. E 87%
(2214/2557) ndo apresentaram similaridade com nenhuma sequéncia nos bancos analisados
(Figura 4.4A). Ja usando o programa RPS-Blast, nestas 2557 ESTs, o maior nimero de
similaridade foi obtido com o banco CDD 15,4% (395/2557), seguido do banco Pfam com
11,5% (295/2557) e dos bancos KOG e COG com similaridade de 11,5% (294/2557) e 6,5%
(168/2557), respectivamente (Figura 4.4 B).

Ja as GSSs foram submetidas 81 sequéncias para pesquisa de similaridade, com os
programas BLAST e RPS-Blast dentre estas 11% (9/81) apresentaram similaridade nestes
bancos. Sendo que, 89% (72/81) ndo apresentaram similaridade com nenhuma sequéncia ja
depositada nestes bancos (Figura 4.5 A). Entretanto usando o programa RPS-Blast, dentre as
81 GSSs 0 maior nimero de similaridade foi obtido com o banco CDD 6% (5/81), seguido do
banco Pfam com 4,9% (4/81) e do banco KOG com similaridade de 2,4% (2/81). Nenhuma

sequéncia similar das GSSs foi encontrada no banco COG (Figura 4.5 B).
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Figura 4.4: Porcentagem de sequéncias de ESTs (n = 2557) que apresentaram
similaridade (e-value <10™) nos bancos de dados analisados. A: Somente com o programa

BLAST. B: Cada banco de dominios e familias de proteinas com o RPS-Blast.
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Figura 4.5: Porcentagem de sequéncias da biblioteca genémica de T. vivax (n = 81)
que apresentaram similaridade (e-value <10) em bancos de dados analisados. A: Somente
com o programa BLAST. B: Com os bancos de dominios e familias de proteinas com o RPS-
Blast.

Com a busca por similaridade nos principais bancos de dados de dominios e familias
de proteinas com diferentes programas foi possivel atribuir similaridade entre as nossas
sequéncias (ESTs + GSSs) com mais de 16 genes que apresentam uma funcdo conhecida. Os

principais dominios e sua respectiva funcionalidade estéo listados na tabela 4.3.
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Tabela 4.3 Principais dominios conservados encontrados, a funcionalidade e o nimero de
ESTSs nos respectivos bancos de dados pesquisados usando o programa RPS-Blast.

Dominios conservados Funcionalidade* NUmero de
ESTs **
NADH desidrogenase Glicolise, ciclo de Krebs, fosforilagcdo 159 (CDD)

subunidades 2, 4,5e 6 oxidativa

GTPases = Rho A e Racl Vias de sinalizacdo da tradugéo/transcricao/ 100e1
formacdo de actina no citoesqueleto/ (KOG)
interacdo parasita-hospedeiro

Drf_FH1 (Diaphanous Ativacdo da via RhoA GTPase 81 (Pfam) e
related formim 1) 73 (CDD)
Proteinas ribossomais Traducdo, estrutura ribossomal e biogéneses 56, 44, 47 e
49 (KOG,COG,
Pfam e CDD,
respectivamente)
Subunidade do Processamento e modificacdo do RNA 50 (COQG)
espliceossomo U5
Proteinas desconhecidas  Funcédo desconhecida 29
ou hipotéticas (KOG,COG,
Pfam e CDD)
RNA polymerase 11 Transcricdo e processamento e modificagdo 22 (KOG)
do RNA
Histonas 3 e 4 Estrutura da cromatina 7 (CDD)
Superoxido dismutase Transporte inorganico de ions e metabolismo 4 (KOG)
Extensina, Dehidrina e Genes ‘plant-like' e producéo e converséao de 1
Poliferredoxina energia

*http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/, acesso em 12/05/2009
**entre parénteses o banco de dados pesquisado.

Apos as analises de homologia com dominios de VSGs usando o programa HMMER
foram encontradas nas ESTs e GSSs apenas 6,8% (179/2638) apresentaram homologia. Entre
as ESTs cerca de ~7% (178/2557) destas sequéncias apresentaram homologia. Na tabela 4.5

estdo listados os principais dominios para VSGs.
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Tabela 4.4 Principais dominios de VSGs encontrados nas ESTs e GSSs por homologia com o

programa HMMER.

Dominio
C13
A2L zn ribbon
Binding-protein-dependent
transport system (BPD
transp 1
COX15-CtaA
BmKX
CtriplexX

Cadherin

Bowman-Birk leg
DUF316

CBM 14
AA permease (aminoacido
permease)

AFP (Antifreeze proteins)

Antimicrobial 7
Cir_Bir_Yir

CagY_M
DItD_M

Baculo E56
CRAM rpt

Descricao*

Dominio conservado com regides ricas em
cisteinas e histidinas

Associado a fatores de transcrigéo viral

Transporte de ATP presente na membrana
plasméatica

Proteinas de membrana presente em Bacillus
subtilis

Toxina encontrada em escorpifes

Apresenta o dominio repetitivo: C-X3-C-X3-C
com funcdo desconhecida e presente em
Caenorhabditis elegans

Familia de proteinas envolvidas no mecanismo de
adesdo entre células e dependente de calcio

Peptideo sinal envolvido em processos de inibicéo

Proteina de funcdo desconhecida presente em
Caenorhabditis elegans

Conhecido como dominio Peritrophin-A, presente
na matrix peritréfica de insetos

Transporte de moléculas

Proteinas extracelulares bloqueam a formacéo de
cristais de gelo em baixas temperaturas

Peptideos antimicrobiais presentes em escorpifes

Familia de proteinas presentes no género
Plamodium

Presente na proteina Cagy de células hospedeiras
estudado em Helicobacter pilori

Proteina de membrana envolvida na biosintese do
acido D-alanil-lipoteicoico

Proteina viral presente no envelope de virus

Presente na porcao flagelar de Trypanosoma
brucei envolvidos em processos de endocitose

NUmero

de ESTs

27

18

18

18

16

13

12

10
10

09

06

05

03
03

03

03

02
01

*http://www.vardb.org/vardb/pfams.html, acesso em 11/05/2009.
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Os resultados de similaridade usando o programa InterProScan foram analisadas 2638

sequéncias (ESTs + GSSs) sendo que destas 64% (1705/ 2638) apresentaram dominio

conservado (Tabela 4.5).

Tabela 4.5 Principais hits encontrados nas ESTs e GSSs usando o programa InterProScan.

Hits
Coiled-coil

Proteinas ribossomais
Prichextensn

Histonas

Proteinas de traducdo com
dominio SH3-like

C5_MTASE 1(C-5 cytosine-
specific DNA methylase)

Superoxido dismutase

Chaperonas (Heat Shock
Protein)

Gatase type Il (Glutamina
amidotransferase I1)

Descricao dos hits*

Envolvida na interacdo entre proteinas e presente
em proteinas de transcri¢do

Associado a0 mRNA na sintese de proteinas

Proteinas de plantas envolvidas em processos
celulares

Responsaveis pela organizacdo do DNA e na
regulacéo do processo de transcri¢cdo em eucariotos

Importantes em duas atividades nos ribossomas a)
descodifica 0 MRNA na subunidade menor e b) e
na interagdo do tRNA na subunidade maior

Envolvidas na metilagdo do carbono 5 de citosinas
em DNA

Metaloproteinas que diminuem os efeitos nocivos
de radicais livres

Diminuem os efeitos da desnaturacao e agregacdo
em ambientes com alta temperatura

Enzima envolvida na remocéo do grupo aménia da
glutamina

NUmero de
sequéncias
257

72
50

19

14

08
08
03

02

*http://www.ebi.ac.uk/interpro, acesso em 13/05/2009.
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Os resultados obtidos com o programa RepeatMasker apresentaram regides repetitivas
mononucleotidicas como (A)n e (T)n e dinucleotidicas (AT)n, (GC)n e (CA)n, no entanto,
poucas regides trinucleotidicas foram encontradas. Elementos geneticamente méveis também

foram encontrados nas sequéncias de ESTs e GSSs (Tabela 4.6).

Tabela 4.6 Elementos repetitivos e retrotransposons encontrados nas ESTs e GSSs dos
principais dominios proteicos com o programa RepeatMasker.

Sequéncia* Elemento Posicdo do CDS Dominio proteico
repetitivo** elemento
repetitivo

TEADEST046C09.b (644) (AT)n 423-443 2-373 RhoA GTPase
TEADEST047C10.b (568) (GC)n 89-109 3-152 Rac 1 GTPase
TEADEST017B02.b (564) (GC)n 134-167 17-133 NADH6
TEADEST024D12.b (615) SINE (11) 46-154 293-411 Proteina de transcricéo
TEADEST042F09.b (344) SINE 78-246 66-80 C13
TEADESTO001E07.b (731) LINE (32) 532-720 143-307 Proteina mitocondrial
TEADEST014B01.b (720) LINE 520-699 230-277 Caderina
TEADGSS006F05.b (686) (GA)n 435-488 314-352  C5_MTASE 1(C-5 cytosine-

specific DNA methylase)

* entre parénteses o tamanho da sequéncia em pares de bases.
**nimero de ESTs e GSSs com este elemento.

4.3 Analise das sequéncias especificas de T. vivax:

Apbs a separagdo das ESTs especificas de T. vivax com e-value 10% em todos os
bancos de dados (exceto os bancos de Bos taurus e Ovis aries) foram obtidas 217 sequéncias.
Apos andlise de codon usage nestas ESTs, foi verificado que a maioria dos aminoacidos
[exceto Metionina (Met), Triptofano (Trp) e codons de terminacdo (Stp)] sdo codificados
preferencialmente por codons com A ou T na terceira posicdo, como 0s aminoacidos Tirosina
(Tyr), Valina, (Val), Fenilalanina (Phe), Lisina (Lys), Alanina (Ala), Isoleucina (lle), Prolina
(Pro), Treonina (Thr) e Arginina (Arg). Entretanto para os outros aminoacidos Cisteina,
Histidina, Asparagina, Glutamato, Glicina, Serina e Leucina apresentaram as bases G ou C na

terceira posicao do codon respectivamente. (Figura 4.6).
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Figura 4.6: Frequéncia absoluta do codon usage das regides codificantes das ESTs especificas de T. vivax com alto e baixo nivel de expressao (n = 271).
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Apo6s analise de RCBS nas sequéncias de ESTs consideradas especificas de T. vivax
foram obtidas 217 sequéncias, sendo que destas 88% (191/217) apresentaram indice RCBS
>=0,5 portanto, estas ESTs foram separadas com alto nivel de expressdo. E ja nas ESTs com
RCBS<0,5 foram 12% (26/217) e estas ESTs foram consideradas com baixo nivel de
expressdo (Figura 4.7 A e B). O maior indice obtido paraa RCBS=>0,5 foi de 5,3 para a EST
TEADESTO046H06.b enquanto que o menor indice RCBS<0,5 foi de 0,09 obtido na EST
TEADESTO047A05.b. Entretanto, nas outras sequéncias dominios e familias de proteinas
foram encontrados e estdo listados na tabela 4.7

O nivel de conteddo G+C, nestas sequéncias foi de 46% e 49% para as ESTs com
RCBS =>0,5 e RCBS <0,5, respectivamente (Figura 4.8 A e B).

Tabela 4.7 Principais dominios proteicos encontrados nas ESTs com alto (RCBS =>0,5)e
baixo (RCBS <0,5) nivel de expresséo.

RCBS =>0,5* RCBS <0,5*
NADH subunidade 6 (CDD/Pfam) Histona do tipo 4 (CDD/Pfam)
Proteina translocase Sec NADH subunidade 5 e 6
Proteinas ribossomais 30S e 40S Proteinas ribossomais 30S e 40S (KOG/COG)
Histona do tipo 4 RNA polimerase Il
Proteina dependente de ATP HSP90
Gene Drf_FH1 Colageno tipos 1V e XIII

DNA polimerase Il e I

Colageno tipos 1V, XIll e XV (KOG/COG)
RhoA GTPase

Racl GTPase

Proteina regulatéria da actina

* entre parénteses o banco de dado pesquisado.

Os principais hits e programas usados para cada ESTs com alto e baixo nivel de

expressao estdo no Anexo Ill-Tabelas Al e A3.

41



RESULTADOS

Valor da RCBS > 0,5

— RCBS

=

0.5

1

2

4 8 16
Nimero de ESTs

32 64

Valor da RCBS <0,5

— RCBS

1 2 4 8 16
N(mero de ESTs

32 64

Figura 4.7 NUmero de ESTs que apresentaram alto e baixo nivel de expressdo. A: ESTs com
RCBS >0,5 (n =191) e B: ESTs com RCBS <0,5 (n = 26).
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Figura 4.8 Quantidade de contedo G+C nas sequéncias com diferentes niveis de expressao.

A: Com alto nivel de expressdo (RCBS >0,5). B: Com baixo nivel de expressdo (RCBS <0,5).
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Apos a identificacdo da regido rica em guanina G-quadruplex nas sequéncias de alto e
baixo nivel de expressao, foi possivel verificar a presenca desta estrutura tanto dentro quanto
fora da regido codificante (CDS) e proximos as extremidades 5> ¢ 3’ da EST e da CDS. Na
tabela 4.8 estéo alguns exemplos.

Tabela 4.8 Localizacdo dos dominios G-quadruplex nas ESTs de alto (RCBS =>0.5) e baixo
(RCBS <0.5) nivel de expresséo.

ESTs RCBS Tamanhoda NuUmerode Posicdo G- CDS  Dominio proteico
EST (pb) dominios G- quadruplex
quadruplex
TEADEST016G07.b 2.79 594 8 108-516 2-197 Colageno tipos IV
e X1l

TEADEST017B02.b  2.79 564 6 126-537  329-392 NADH 6
TEADEST047C10.b  2.30 568 1 491 3-152 Racl GTPase
TEADEST023D10.b 1.64 532 8 100-513  196-285 Drf FH1
TEADEST045B07.b  1.50 248 1 141 128-229 RhoA GTPase
TEADEST044D03.b  0.37 435 3 162-212  138-407 Histona H4
TEADEST016G09.b 0.34 638 4 337-502  100-402 HSP90
TEADESTO030E04.b 0.41 598 1 322 56-322 Coiled-coil
TEADESTO016H06.b  0.41 647 2 275-497 2-16  Gatase Type Il

O valor RCBS, o tamanho e a posi¢cdo do dominio QGRS, a posicdo da CDS, para

cada EST com alto e baixo nivel de expressao estdo no Anexo IlI-Tabelas A2 e A4.
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4.4 — Andlise comparativa:

Ao comparar as ESTs e GSSs de T. vivax com as sequéncias do projeto genoma T.
vivax Y486 que esta sendo feito no Sanger Institute, foi possivel identificar 300 sequéncias
similares, sendo que cerca de 32,8% (89/300) apresentaram similaridade com regifes do
cromossomo 8, seguido de 27% (73/300) no cromossomo 11 (Figura 4.9). Estas regibes no
projeto genoma estdo anotadas como CDSs de proteinas hipotéticas. Entretanto, algumas
sequéncias apresentaram similaridades com proteinas presentes no genoma de T. vivax como
por exemplo: a GSS TEADGSS008F12.b com a proteina poliubiquitina e a EST
TEADESTO001HO02.b que apresentou dominio conservado para a proteina 14-3-3-like.

J& quando foi feita uma comparacdo entre as ESTs da cepa VTA-01 e sequéncias da
cepa Y486 de T. vivax sequenciado por Guerreiro et al. (2005) foi encontrada a EST
TEADESTO046D11.b com similaridade para a proteina extensina pelo banco Pfam.

20
18
16
14
12
10

N° de ESTs
N A O

o

1 2 3 5 7 8 9 10 11
Cromossomo em T. vivax cepa Y486

18
16
14
12
10

N° de GSSs

N

o

1 2 3 5 7 8 9 10 11
Cromossomo em T. vivax cepa Y486

Figura 4.9: Ndmero de sequéncias que apresentaram similaridade nos cromossomos de
Trypanosoma vivax (Y486) Oeste da Africa do sequenciamento do genoma no The Wellcome

Trust Sanger Institute. A: Sequéncias de ESTs e B: Sequéncias de GSS.
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Uma anélise comparativa entre as ESTs de T. vivax com RCBS=>0,5 e RCBS<0,5 e 0s
bancos de dados dos Tritryps estas ESTs apresentaram similaridade com os organismos T.
brucei e T. cruzi. Entretanto, tanto para as ESTs com alto e baixo nivel de expressdo ndo foi
identificado dominio conservado para L. major (Tabela 4.9).

Tabela 4.9 Principais dominios proteicos encontrados na analise comparativa das ESTs de alto
(RCBS =>0.5) e baixo (RCBS <0.5) nivel de expressdo com os TriTryps* e Trypanosoma
vivax (Y486).

Trypanosoma brucei

RNA polymerase Il
Proteina ribossomal 30S
Coiled-coil

Proteina ribossomal 40S

Trypanosoma cruzi

Proteina ribossomal L21
Regulador de actina
Proteina ribossomal 60S
Gatase tipo 11

Trypanosoma vivax
(Y486)

Proteina ribossomal L21
RhoA GTPase

NADH subunidade 6
Proteina ribossomal 60S

Proteina ribossomal L21
NADH subunidade 5
NADH subunidade 2
RNA polymerase 11
Gatase tipo |1

Histona H4

HSP90

Colageno tipo IV e XIII
* ndo foi encontrado nestas ESTs dominio conservado para Leishmania major.

Com o intuito de verificar a porcentagem de sequéncias especificas de EST de T. vivax
que apresentaram similaridade com os bancos de dados dos Tritryps, foram usados diferentes
cutoffs. Sendo que para o e-value de <10 foram obtidas 3% de sequéncias similares,
entretanto esse valor diminui para 1% quando é usado o e-value de <10™°. Quando a analise
foi realizada entre as ESTs especificas de T. vivax e as sequéncias de T. vivax (Y486) do
projeto genoma, foram obtidos 10% com o e-value <10 , seguido de 6% para o e-value 10™

e 2% para o e-value<10™° (Figura 4.10).

45



RESULTADOS

Py 2 3 "" ,"® R oo & 4
| - N " i e TN 43 ) e
- ' 9 -
E A\ PesS D) )] )
. g A ‘\\‘ =50 “od
e S e 00 .
Trypanosoma brucei Trypanosoma cruzi Leishmania major Trypanosoma vivax
cepa Y486

*g-value <10

0 3%
e-value <10%°

B 97%

03% 03%

0 10%

B 90%

0 6%

B 97% B97%
@ 94%
-50
e-value <10 = 2%
o 1% B1% 01%
B 99% m99% 8 99% | 98%

O Com similaridade B Sem similaridade

Figura 4.10: Porcentagem de sequéncias de ESTs de T. vivax cepa VTA-01, que apresentaram similaridade nos bancos de dados dos Tritryps e T.
vivax cepa Y486, com e-value <10 , e-value <10™ e e-value <10™°, respectivamente, usando o programa BLAST.* valores iguais foram

obtidos para os e-value< 10 e e-value <10™* nos Tritryps.
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4.5 — Anotagéo funcional do Gene Ontology:

Utilizando o vocabulério para GO foi possivel atribuir fungdo a somente 3,8% (100/
2638) nas sequéncias de ESTs e GSS de T. vivax com pelo menos um termo associado as trés
ontologias. Entre as ontologias foram encontrados 39% relacionados a Componente Celular,
32% ao Processo Bioldgico e 29% a Fungdo molecular (Figura 4.11A).

Para ontologia Componente Celular foram anotados os termos associados ao citosol
52%, membrana e nucleo 14% e regibes extracelulares 10%. Ja para a ontologia Processo
Bioldgico estdo associados os termos de regulacdo ao processo de transcricdo com 18%, ao
crescimento 16%, 13% associado a biosintese de lipidio, 9% ao termo de processo metabdlico
e 7% com via de ativagdo da RNA polimerase Il. Quando a anotag&o foi feita para a ontologia
Funcdo Molecular 29% estéo associados aos termos de estrutura molecular, 14% a proteina
ligante, 8% a recombinases e vias de traducao, 7% para ligantes de zinco e 5% para fatores de
transcricdo, fosfatases, ATPases, oxiredutases e ligante de nucleotideos (Figura 4.11 B, C e
D).

W 39%
B Processo Biolégico B Componente Celular B Funcdo Molecular
i Citoplasma
Ndcleo 50

14%
Membrana

14% |
Fimbrium(
5%

Regido extracelular
10%
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206 Transporte de cation
. 4%
Traducional Organizacéo celular
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Reparo na excisio do Biosintese doe lipidio A
nucleotidio 13%
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Recombmases
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Estrutura molecular
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50,  Sinal de tradugio Fatores de
8% transcricdo
5%

Figura 4.11: Resultados da anotacdo funcional pelo Consorcio Gene Ontology. A:
Porcentagem dos termos associados a cada categoria funcional (ontologia) de GO. B:
Classificacdo para a categoria Componente Celular. C: Processo biolégico e D: Funcao

molecular.
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4.6 — Anélise filogenética:

Para analise de filogenia foram selecionados os genes HSP90 e NADH 6, que
apresentaram similaridade no genoma dos Tritryps e de outros organismos da familia
Trypanosomatidae. Os alinhamentos foram feitos com sequéncias proteicas e apresentaram o
valor de bootstrap maior que 90%, usando o método agrupamento de vizinhos, com os dois
genes (Figura 4.12 e 4.13). N&o foi necessario a utilizacdo de uma espécie como grupo
externo, pois os clados se apresentaram bem definidos e consistentes, com separacéo para 0s

Trypanosoma sp Leishmania sp e outras espécies inseridas nas arvores.

Trypanosoma vivax
T. brucei
100 T. cruzi
T. cruzi
100 Leishmania infantum
100 L. major
L. braziliensis

93

Figura 4.12: Arvore filogenética com o programa PAUP, método de agrupamento de
vizinhos, do gene NADH6, a partir do alinhamento de sequéncias proteicas do cluster

TEADESTO005D06.b, com genomas do Tritryps e outros tripanossomatideos.
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T. vivax
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Leishmania brasiliensis
L. major
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Plasmodium falciparum
Giardia lamblia
Paramecium tetraurelia
P. tetraurelia

P. tetraurelia

P. tetraurelia

Figura 4.13: Arvore filogenética com o programa PAUP, método de agrupamento de

vizinhos, do gene HSP90, a partir do alinhamento de sequéncias proteicas do cluster

TEADESTO016G09.b, com genomas do Tritryps, Leshmania brazilienses, L. infantum,

Plasmodium falciparum, Giardia lamblia e Paramecium tetraurelia.

O resultado do alinhamento feito com as sequéncias dos organismos, para cada um dos

genes (HSP90 e NADHG6) estdo no Anexo II.

Todas as sequéncias geradas neste projeto serdo depositadas no GenBank/ NCBI e as

suas respectivas anotacOes serdo disponibilizadas através do portal BiowebDB (http://

www.biowebdb.org/, acesso em 03-2-09)
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5. DISCUSSAO

Expressed Sequence Tags sdo sequéncias originadas a partir do sequenciamento
aleatorio de clones de cDNA, que apresentam em média fragmentos entre 200pb e 800 pb.
Sdo sequéncias que representam a porgdo ‘expressa’ do genoma de um organismo e Util na
identificacdo de novos genes e sendo possivel inferir uma funcdo bioldgica nestas sequéncias
(Parkinson e Blaxter, 2009). Apesar da dificuldade do cultivo in vivo e in vitro de T. vivax,
neste trabalho foi possivel sequenciar uma porcéo do transcriptoma deste parasita e inferir
uma funcéo bioldgica nos transcritos obtidos.

O tamanho dos cDNAs obtidos de Trypanosoma vivax foi entre ~500pb e ~1300pb
(Figura 4.1). Comparando com outros tripanosomatideos, semelhante resultado foi obtido
com as ESTs de T. brucei rhodesiense com fragmentos entre 500 a 1000pb (EI-Sayed et
al,1995), entretanto, cDNAs maiores foram obtidos de T. cruzi, com fragmentos entre 350pb e
3400pb (Branddo et al.,1997). Diferentes tempos de extenséo e ciclos foram usados para o
PCR, a fim de obter fragmentos de tamanhos maiores, entretanto, resultados ndo foram
obtidos. Em ESTs de Leishmania infantum, o tamanho dos cDNAs ficou entre 700 pb e
4000pb sendo que o tempo de extensdo e o numero de ciclos foram fundamentais para a
obtencdo destes fragmentos (Couvreur et al., 2003).

Todas as sequéncias de ESTs de T. vivax geradas, apresentaram em media o conteudo
G+C de 43%. De acordo com El-Sayed et al. (2005), nas regides codificantes nos genomas
dos Tritryps, o contetdo G+C é um indicativo de diferencas no processo de reparo e/ou
transcricdo do DNA realizado em cada espécie, em média o conteddo G+C corresponde a
51%, 46% e 60% em T. cruzi, L. major e T. brucei, respectivamente. Analisando as ESTs de
T. vivax, que apresentaram alto nivel de expressao (ou seja, RBCS >= 0,5) o contetdo G+C
foi em média 46% o que se aproxima de T. brucei. Tanto T. vivax como T. brucei possuem
ciclo de vida parecido e, possivelmente, nestes organismos 0S genes necessarios para a
adaptacdo ou sobrevivéncia em diferentes ambientes sdo expressos de maneira semelhante. A
taxa de G+C ¢ analisada principalmente em estudos de codon usage e composicdo do
aminoacido entre genes de alto e baixo nivel de expressdo, o que possibilita analisar a
variacdo da taxa de G+C entre espécies (Chanda et al., 2007).

ApoOs a pesquisa por similaridade em 36 bases de dados, mais de 90% ndao
apresentaram hit com nenhuma sequéncia ja depositada nestas bases de dados (Tabela 4.2).
Em comparacdo com resultados obtidos nas ESTs de T. rangeli, T. cruzi e L. (L.) amazonensis
37%, 60% e 32% ndo apresentaram similaridade com sequéncias ja depositadas no GenBank,

respectivamente (Snoeijer et al., 2004; Cerqueira et al., 2005; Gentil et al.,2007). Desta forma,
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concluimos que apesar do sequenciamento completo de trés genomas dos tripanossomatideos
Trypanosoma cruzi, T. brucei e Leishmania major, ainda ha registros de ESTs, deste grupo de
organismo que ndo apresentam similaridade com sequéncias ja depositadas em diferentes
bancos de dados. A presenca destes genes sem anotacdo possivelmente é um indicativo de
fungdes presentes somente nestes organismos, pois este grupo apresenta aspectos biolégicos,
celulares, moleculares e hospedeiros de importancia médica semelhantes. Se faz necessario
aumentar o sequenciamento genémico e/ou ESTs de outras espécies relacionadas a fim de
realizar comparagdes e inferir uma anotacdo funcional mais confidvel. E estes genes sem
similaridade encontrados nas sequéncias de T. vivax podem ser genes espécie-especificos
novos por definicdo que ainda ndo foram descritos. Ou ainda sdo regifes ndo traduzidas
(untranslated regions UTRs) que sdo comuns em construcdo de biblioteca de cDNA.

Cerca de 10% das sequéncias de T. vivax foram similares com sequéncias hipotéticas e
funcéo desconhecida, nosso resultado foi mais baixo do que nos dados obtidos nas ESTs de T.
cruzi e Leishmania (L.) amazonensis com ~22% e 47,5% de similaridade com estas
sequéncias, respectivamente (Aguero et al., 2004; Gentil et al., 2007). Estas proteinas
‘hipotéticas conservadas’ merecem uma analise mais detalhada e ndo podem ser
desconsideradas pois sdo genes importantes como alvo de analises experimentais para a
caracterizacdo de funcGes especificas de cada espécie (Galperin e Koonin, 2004). Entretanto,
esta caracterizacdo funcional toma tempo e tem alto custo por conta dos experimentos
bioguimicos e moleculares a serem realizados. Portanto, a escolha da proteina 'hipotética’ a
ser caracterizada € uma etapa complexa. Atualmente apenas 50% a 60% de genes séo
anotados em muitos projetos genomas (Sivashankari e Shanmughavel, 2006).

Uma alternativa para solucionar este problema seria inferir uma possivel funcdo para
estas proteinas hipotéticas com base na estrutura 3D pois durante a evolucdo o padréo desta
estrutura é conservado, o que possibilita realizar pesquisa por similaridade a nivel estrutural.
Para este fim, algumas ferramentas de bioinformatica vem sendo desenvolvidas como o
PatchFinder e o N-Func (http://patchfinder.tau.ac.il/, acesso em 09-2-09). O PatchFinder vem
sendo desenvolvido para a identificacdo de regides funcionais na superficie da proteina uma
vez que estas regides sdo altamente conservadas, pois possivelmente sdo locais de sitios de
ligacdo e/ou catalitico do substrato (Nimrod et al., 2008).

Ja nas analises comparativas entre as ESTs de T. vivax com as sequéncias de T. vivax
do projeto genoma apresentaram somente 10% de similaridade, esse resultado é explicado
pelo fato do sequenciamento do genoma de T. vivax ainda ndo ter sido finalizado e o alto
namero de sequéncias sem similaridade corresponde a genes ndo sequenciados no genoma de

T. vivax. Entretanto, nosso resultado foi mais alto do que os dados obtidos nas ESTs de T.
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rangeli, tendo somente 3% destas ESTs similares com sequéncias do proprio parasita
(Snoeijer et al., 2004).

As ESTs também sdo importantes para anotar as regifes ndo-traduzidas (UTRs) em
sequéncias gendmicas. Nos tripanossomatideos estas sequéncias sdo fundamentais em
processos de maturacdo do mRNA, que envolvem mecanismos de regulacdo génica. Regides
do RNA relacionadas com a regulacdo da poliadenilagdo e no mecanismo de splicing em
transcritos de eucariotos séo capazes de formar uma estrutura chamada G-quadruplex. Esta
estrutura vem sendo estudada para o desenvolvimento de alvos terapéuticos, além de estar
presente em telomeros, regides promotoras, transcritos e outras regifes envolvidas em
processos bioldgicos como a regulacdo da replicacdo do DNA (Kikin et al., 2006).

Foi encontrado, na maioria das ESTs de T. vivax, a estrutura G-quadruplex, tanto
dentro como fora da regido codificante. Elas estdo localizadas proximo as extremidades 5' e 3'
da EST e CDS (Anexoll-Tabela A2 e A4) o que provavelmente indica a presenca de uma
regido de polipirimidina. Entretanto, ndo é possivel afirmar que estas regides estejam
envolvidas no processo de maturagdo do mRNA em T. vivax. Além disso, devido ao pequeno
tamanho das ESTs analisadas, média de ~500nt, ndo foi possivel estimar com precisdo o
tamanho das 5' e 3-UTRs de T. vivax (VTA-01). Entretanto, algumas UTRs de T. vivax
(ILDat 1.2) se encontram em um banco de dados de dominios de UTRs no mRNA de
eucariotos. Por exemplo, para o gene de ativacdo da proteina quinase C a 5'-UTR foi de 62pb
e para a regido 3-UTR foi de 193pb  (Mignone et al, 2005,
http://www.ba.itb.cnr.it/UTR/UTRHome.html, acesso em 27-02-09).

Algumas pequenas sequéncias associadas a elementos geneticamente moveis

chamados SINE e LINE foram encontradas nas ESTs de T. vivax. Segundo Verdun et al.
(1998) ESTs de T. cruzi, apresentaram cerca de 1,2% de transposons e elementos repetitivos.
De acordo com a revisdo de Bhattachagarya et al. (2002) os elementos SINE, LINE e SIRE
sdo conhecidos como elementos geneticamente mdveis da classe dos retrotransposons do
grupo non-LTR, sendo o SIRE especifico de T. cruzi e segundo Vasquez et al. (1999) esta
distribuido por todos os cromossomos, localizado préximo aos telébmeros e regides
codificantes.

De acordo com Cerqueira et al. (2005) nos ESTs de T. cruzi, foi encontrado o
elemento SIRE. De acordo com Vasquez et al.(1994) acredita-se que estes elementos, possam
estar envolvidos com a modula¢do do genoma ou relacionados com a expressdo de genes
proximos aos processos de trans-splicing. Nas ESTs de T. vivax pequenas sequéncias
similares aos elementos SINE e LINE, estavam presentes em genes codificantes para proteina

mitocondrial e de transmembrana. Uma analise mais detalhada da interacdo destes elementos

53


http://www.ba.itb.cnr.it/UTR/UTRHome.html

DISCUSSAO

na expressdo destes genes nao foi realizado. Entretanto, experimentos realizados por Bringaud
et al. (2008) com o SIRE demonstraram que a inser¢do de SIRE na regido intergénica afeta a
eficiéncia da maturacgdo e do processo de tradugdo da familia de genes TcP2f4, que codificam
proteinas ribossomais. Segundo Thomas et al. (2000), no genoma de T. cruzi os elementos
SINE e LINE estdo agrupados em varias regides do genoma e este agrupamento é mantido em
Varias cepas do parasita.

Nas ESTs de T. b. rhodesiense, com repeti¢bes dinucleotidicas (CA)n, (TG)n e (AT)n,
poucas repeticdes foram encontradas préximas as regides 5' e 3'-UTRs ou das regifes do
spliced leader e da cauda poli(A). Entretanto, elas estdo em regiGes responsaveis pela
recombinag@o e modulacdo na regulacéo génica (El-Sayed et al., 1995). Nas ESTs de T. vivax
repeticbes dinucleotidicas, foram encontradas em genes que codificam para a proteina
citosina-5 DNA metiltransferase (C5 MTASEL), entretanto ainda ndo se sabe qual a relagéo
destas repeticdes com a funcéoe/ou evolugédo neste gene. Porém, de acordo com Versées et al.,
(2001) esta proteina é uma hidrolase nucleotidica, sendo a principal enzima da via de ativagdo
de purina em tripanossomatideos. Recentemente esta via vem sendo estudada para o
desenvolvimento de drogas, pois ndo estd presente em celulas de mamiferos. A proteina C5
MTASE ja foi encontrada nas espécies de T. brucei gambiense, T. b. rhodesiense, T. evansi e
T. congolense com a mesma funcdo (Pellé et al., 1998). Provavelmente, esta enzima em T.
vivax pode auxiliar o parasita como um mecanismo de defesa contra as reagdes do hospedeiro
durante a sua circulacdo na corrente sanguinea.

Entre os dominios relacionados as VSGs encontradas nas ESTs de T. vivax, o0 dominio
AA permease (aminoacido permease) foi encontrado em T. cruzi (Pereira et al., 2008) esta
proteina esta envolvida no processo de transporte de moléculas pertencente a familia AAAP
(Amino Acid/Auxin Permeases). Elas sdo encontradas somente nos tripanossomatideos, sendo
proteinas importantes por serem consideradas como alvos para o desenvolvimento de drogas
contra este parasita. Outro dominio encontrado nas ESTs de T. vivax foi BPD transp 1
(Binding-protein-dependent transport system). Segundo Mulligan et al. (2009) esta proteina
esté localizada na membrana citoplasmatica e participa do mecanismo de transporte de ATP,
fornecendo energia para a célula. J& em L. infantum, esta proteina esta localizada na
membrana plasmatica e contribui para a resisténcia as drogas miltefosina e sitamaquina
(Castanys-Mufioz et al., 2008). No T. brucei, 0 dominio desta proteina dependente de ATP
esta relacionado com a manutencdo da membrana mitocondrial nas formas sanguineas como
foi demonstrado em experimento por interferéncia de RNA (Brown et al., 2006). Estes
dominios em T. vivax, podem estar relacionados com o transporte de moléculas no citoplasma

e associado a obtencéo de energia.
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Outras proteinas foram encontradas nas ESTs de T. vivax, como por exemplo a

HSP90. De acordo com Cerqueira et al. (2005) esta proteina foi encontrada em ESTs de
amastigota de T. cruzi e a proteina HSP70 foi encontrada em ESTs da forma epimastigota de
T. cruzi (Verdun et al., 1998). Nos genomas dos Tritryps, esta proteina estd associada a
protecdo do parasita contra os efeitos nocivos causados por diferengas de temperatura nos
diferentes estagios do ciclo de vida e desenvolvimento no hospedeiro (Folgueira et al., 2007).
Ja em L. donovani esta proteina HSP90 esta localizada no citoplasma e associada a alteracdo
morfolégica na forma amastigota, o que interfere no ciclo de vida do parasita (Wiesgigl e
Clos, 2001). J& em Plasmodium falciparum, esta proteina estd associada ao trafego de
proteinas, sinalizacdo da traducdo, diferenciacdo e desenvolvimento do parasita, estudos
indicam que 2% do total de genes sdo para esta familia de proteinas: Hsp90, Hsp70, Hsp60 e
Hsp40, sendo que a Hsp90 e Hsp70 possuem alto nivel de expressdo e sdo candidatas ao
desenvolvimento de drogas contra este parasita (Acharya et al., 2007).

Entre as sequéncias de GSS foi encontrada a proteina poliubiquitina, ndo ha registro
na literatura da caracterizacdo desta proteina em T. vivax. Mas no genoma de T. cruzi um
estudo da organizagdo e transcricdo de genes de ubiquitina, realizado por Swindle et al.
(1988), mostrou a presenca de mais de 100 sequéncias codificantes para o gene de ubiquitina
e estes genes apresentaram um tamanho de 27kb no genoma do parasita. Segundo 0 mesmo
autor, foram caracterizados cinco genes de poliubiquitina composto por sequéncias
codificantes de varias ubiquitinas. De acordo com Manning-Cela et al. (2006) genes de
poliubiquitina em T. cruzi, apresentam diferentes niveis de expressdo. Esse nivel diminui
quando o parasita esta na forma epimastigota e se diferencia em amastigota e tripomastigota.
Ja em T. brucei, de acordo com Wong et al. (1992) foram caracterizados dois genes de
poliubiquitina UbA e UbB. Uma das diferencas entre estes genes é a presenca de
aproximadamente 30 e 13 sequéncias de ubiquitina, respectivamente.

Estudos relacionados com a proteina ubiquitina, realizado por Steverding (2006) em T.
brucei demonstraram que modificacbes por ubiquitina (conhecido como ubiquitinacdo) €
usado como sinal de internalizacdo para proteinas da membrana plasmatica, entretanto ndo foi
esclarecido quais componentes estdo envolvidos neste processo. J& em T. cruzi, a proteina
ubiquitina foi estudada por Telles et al. (2003) como um antigeno usado em diagndstico
diferencial para doenca de Chagas e leishmanioses; porém ocorreu reacdo cruzada com soros
testados para Leishmania. Resultados mais satisfatdrios foram obtidos com T. cruzi,
demonstrando que a ubiquitina pode ser usado como marcador para diagnéstico diferencial
em doenca de Chagas. Atualmente, ndo ha registro na literatura da caracterizacdo dos genes

de poliubiquitina e ubiquitina em T. vivax. Portanto, esta GSS identificada neste trabalho é
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original e relevante para futuros estudos experimentais. Uma provavel funcdo para esta
proteina em T. vivax seria uma associacdo destas proteinas com processos celulares presentes
na membrana plasmética tal como acontece em Plasmodium falciparum (Philip e Haystead,
2007) .

Apobs a extracdo das regides codificantes das ESTs consideradas especificas para T.
vivax, foi feita uma analise por correspondéncia dos codons mais usados para a codificacdo
dos aminoacidos. De acordo com a figura 4.6 a maioria dos aminoacidos apresentaram
preferencialmente codons com A ou T na terceira posicdo. De acordo com Alvarez et al.
(1994) a principal variacdo no codon usage entre as espécies de Kinetoplastida esta na terceira
posicdo. Segundo Alonso et al.(1992) T. brucei e T. cruzi, apresentam G ou C na terceira
posicdo e ocorre em média 56.9% e 67,3%, respectivamente e em Crithidia fasciculata e
Leishmania sp ocorre em média 88.9% e 84.6%, respectivamente. Esta diferenca GC-3 €
significativa entre L. major em relacdo a T. brucei e T. cruzi. Esse dado reflete o alto
contetdo G+C de 59,7% no genoma de L. major e esta correlacionado com 0 mecanismo de
regulacdo génica, pois nesta especie o GC-3 é preferencial para genes relacionados com
dominio transmembrana e estruturas globulares (Chanda et al., 2007). Os genes poucos
expressos em T. brucei e T. cruzi apresentaram na terceira posi¢cdo do codon uma preferéncia
entre Ae T (Horn, 2008) . Em T. vivax, a analise de codon usage de acordo com o alto e baixo
nivel de expressdo dos genes ndo foi realizada. Entretanto, como em T. brucei e T. cruzi, o T.
vivax apresenta codons com A ou T na terceira posicdo. Essas diferencas podem estar
relacionadas com a expressdo dos genes e com a adaptacdo evolutiva de cada espécie, ou
ainda, apresentar uma preferencia por determinados codons conservados ao longo da evolugéo
e a partir do genoma de um ancestral comum.

A medida da expressdo de um gene, com base no valor de RCB (Relative Codon
Bias), foi realizada por Roymondal et al (2009) no genoma de Escherichia coli. O indice de
RCBS igual ou maior que 0, 5 foi usado para considerar genes altamente expressos.

Os dominios encontrados nos genes com alto nivel de expressdo em T. vivax estdo
relacionados com vias de ativacdo do mecanismo de transcricdo e proteinas ribossomais.
Nossos dados corroboram os resultados obtidos no genoma de E. coli realizado por
Roymondal et al. (2009) neste trabalho os autores citaram estudos realizados sobre expresséo
de genes em diferentes organismos e nestes trabalhos demonstraram que estes genes incluem
proteinas ribossomais, fatores de transcri¢do e traducdo, proteases, e chaperonas, degradacéo,
localizacdo celular, biosintese, metabolismo, fotossinteses, respiracdo e glicdlise, sendo estas
proteinas essenciais para a sobrevida em um organismo, por este motivo estes mesmos autores

consideraram a classe de genes de proteinas ribossomais, chaperonas e de fatores de
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transcricdo e tradugdo como genes com alto nivel de expressdo e foram encontrados no
genoma de E. coli com RCBS>0,5.

Ao extrapolar a metodologia empregada em E. coli encontramos que a maioria das
ESTs de T. vivax, com RCBS>=0,5 apresentaram dominios conservados com as proteinas
Rho GTPase, Racl GTPase, proteinas ribossomais, desidrogenase NADH, ATP dependente
de RNA, Drf_FH1 homologa a regido 1 formina, DNA polimerase Il1, entre outras (Anexo I1-
Tabela Al e A3). Resultado semelhante foi visto nos genes altamente expressos de T. cruzi
que mostraram a expressdo dos genes de histonas, proteinas ribossomais, chaperonas (HSP),
tubulinas e enzimas do metabolismo do carboidrato (Horn, 2008).

Proteinas de ativacdo da via de GTPases estdo presentes em ESTs de T. brucei
rhodesiense. Estas vias de sinalizagdo de tradugdo, podem estar envolvidas na interacdo
parasito-hospedeiro, regulacéo de crescimento e diferenciacdo em resposta a sinais externos e
sdo indicadas como potenciais alvos terapeuticos (El-Sayed et al.,1995). Estas GTPases sdo
divididas em vérias familias incluindo Ras, Rho, Rab e Arf. As familias Ras e Rho séo
responsaveis pelo sistema de sinalizagdo celular de eucariotos e plantas (Field e O'Reilly,
2008). O dominio Rho GTPase ja foi descrito nos genomas de T. cruzi, T. brucei e L. major
como uma via de sinalizacdo para ativacdo de muitos processos celulares como sinais de
traducdo, organizacédo do citoesqueleto e processos de transporte (Field 2005).

Em invertebrados, varias Rho GTPases sdo conhecidas pela interagdo com GTPase
ligadas a dominios DRFs (Diaphanous-related formin). Ha 3 tipos de forminas em
vertebrados: a DRFs, FRL formina (Formin-related leucocytes) e DAAM formina
(disheveled-associated activator of morphogenenesis), cada uma apresenta uma regido N-
terminal bem definida, com dominios ligados a Rho GTPases (Young e Copeland, 2008). As
ESTs de T. vivax apresentaram dominio de formina Drf_FH1 (Diaphanous related formins),
regido homdloga a formina 1. Estas proteinas sdo responsaveis pela ativacdo de varios
processos celulares inclusive com a ativacdo da via RhoA GTPase (Peng et al, 2003). No
genoma de T. brucei, T. cruzi e L. major, foram encontrados 2, 3 e 2 genes respectivamente,
pertencentes a familia de forminas. Esta familia de proteinas sdo moléculas longas >1.000
residuos de aminoacidos, com diferentes dominios funcionais. Entre estes dominios esta FH1,
apresentando uma regido rica em prolina, que combinada com actina é responsavel pelo
crescimento do filamento de actina no citoesqueleto (Chalkia et al., 2008). Segundo Peng et
al. (2003) experimentos com inativacao deste gene Drf_FH1 demonstraram uma alteracdo nos
filamentos de actina, resultando em uma alteracdo na estrutura do citoesqueleto em células de

mamiferos.
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O dominio Racl GTPase, membro da familia Rho GTPase foi encontrado nas ESTs de
T. vivax e estd associado com a regulacdo de vias de ativacdo intracelular como: controle da
organizacdo da actina no citoesqueleto, na inducéo da sintese do DNA e migracdo celular. Ha
poucos registros de membros da familia Rho GTPase nos tripanossomatideos (Field e
O’Reilly, 2008). A presenga do dominio Racl encontrado em T. vivax ndo se encontra
descrita na literatura, mas de acordo com Bosco et al. (2009) a Racl estd associado a
sinalizacdo e desenvolvimento de linfocitos B e T, migracdo celular, adesdo e/ou
permeabilidade em células endoteliais e € essencial na ativacdo da oxidase NADPH em
células fagocitarias. Foram encontradas nas ESTs de T. vivax as proteinas NADPH e Racl.
Provavelmente estas duas proteinas possam apresentar alguma interacdo celular. Esta
interacdo é sugerida pois experimentos com L. donovani realizado por Lodge e Descoteaux
(2006) demonstraram que este parasita é fagocitado pelos macr6fagos mediados pela Racl e
este processo de internalizacdo € Racl-dependente e ocorre na auséncia de ativacdo da
oxidase NADPH.

T. cruzi apresenta mecanismo de evasao a resposta intracelular do hospedeiro durante
a invasdo celular. GTPases como RhoA, Racl e Cdc42, sdo exemplos de moléculas que
podem ativar este momento de invaséo e alterar a conformacédo da actina no citoesqueleto. Na
literatura, a Racl tem sido encontrada como responsavel pela adeséo e internalizacdo e da
taxa de sobrevida do parasita apos 48hs de infeccdo. Desta forma as GTPases, interferem no
mecanismo de sinalizacdo que afeta a actina do citoesqueleto durante a invasdo de T. cruzi
(Dutra et al., 2005). Provavelmente o papel das GTPases encontradas em T. vivax pode estar
associada a resposta do parasita contra 0s mecanismos de defesa do hospedeiro e outras vias
de ativacao para processos celulares do parasita.

Muitas ESTs apresentaram similaridade com regifes codificantes do genoma de T.
vivax que esta sendo sequienciado no Sanger. Esse resultado é importante para validar estas
regides e serem usadas para um mapeamento fisico do genoma. Segundo Gentil et al. (2007) o
mapeamento de cromossomo realizado em Leishmania (Leishmania) amazonensis, com base
em sequencias de ESTs foi importante para a caracterizacdo fisica do genoma e para a
identificacdo de genes de cisteina proteases, relacionados com a resposta imune em
leishmanioses.

Entre as sequéncias das cepas de T. vivax brasileira (VTA-01) e T. vivax africana
('Y486) (Guerreiro et al., 2005) a proteina extensina foi encontrada entre estas cepas. De
acordo com Kieliszewski e Lamport (1994) a extensina esta presente na matriz extracelular de

plantas e esté associada a fatores pds-traducionais como: hidroxilagéo e glicosilagdo. Segundo
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Hannaert et al. (2003) os géneros Trypanosoma e Leishmania, possuem varios genes "plant-

like" homologos de proteinas de cloroplastos ou citosol de plantas e algas. Outra proteina
encontrada nas ESTs de T. vivax (VTA-01) foi a dehidrina, que estd presente em varias
plantas, conforme citado por Allagulova et al. (2003). Segundo 0 mesmo autor esta proteina é
expressa no periodo da embriogénese e principalmente em resposta a baixas temperaturas,
salinidade e seca, sendo estes fatores que resultam na desidratacéo celular. Acredita-se que a
presenca de genes “plant-like” tanto em kinetoplastida como em euglenoides foi adquirida por
endosimbionte e conservada ao longo da evolugdo. Os genes mais estudados entre estes dois
grupos estdo associados a via glicolitica, importante para a obtencdo de energia pelo
organismo. A extensina encontrada na EST de T. vivax, provavelmente esta associada com
processo metabolico de obtencdo de energia pois foram encontradas proteinas dependentes de
ATP e proteinas relacionadas ao mecanismo de transporte transmembrana. Atualmente, ndo
héa trabalhos referentes a extensina em outros tripanossomatideos.

Com base no vocabulario do Consorcio Gene Ontology, a ontologia Componente
Celular foi anotada na maioria das sequéncias de ESTs e GSSs de T. vivax. Segundo
Alshburner et al. (2000), a funcdo molecular é definida como a atividade bioguimica de um
produto génico. O componente celular é o local da célula em que o produto do gene esta ativo
e 0 processo biologico é o metabolismo no qual estes genes estdo inseridos. De acordo com
Verdun et al.(1998) em ESTs de T. cruzi estavam relacionados com sintese proteica e com
moléculas de superficie celular. Estes dados coincidem com os termos encontrados em T.
vivax, pois estdo associadas a mecanismos que ocorrem na membrana, no nicleo e no meio
extracelular. Coincidentemente, T. vivax apresentou proteinas e dominios associados a
funcoes relatadas nas ESTs de T. brucei realizado por Djikeng et al.(1998) onde as ESTs de T.
brucei estdo envolvidas com proteinas de traducdo, divisdo celular, regulacdo génica, reparo
e replicacdo do DNA, metabolismo e integridade estrutural.

Métodos comparativos vem sendo usados para o entendimento evolutivo da biologia
de Kinetoplastida e determinar quais sdo as diferencas e similaridades entre eles, e associacdo
destas com a histdria de vida do parasita. Estudos de filogenia com novos marcadores vem
esclarecendo questBes sobre a evolucdo celular e molecular de Kinetoplastida e a origem dos
tripanosomas como grupo monofilético (Simpson et al., 2006). De acordo com Simpson et al.
(2004), arvores construidas com os genes HSP90 e HSP70 mostraram que tripanossomatideos
estdo relacionados com Metakinetoplastidas, incluindo comensais do género Cryptobia e
Trypanoplasma. Neste mesmo trabalho com a proteina HSP90 foi possivel afirmar que o

grupo de tripanosomas sao monofiléticos, usando como grupo externo euglenoides. Na nossa
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arvore filogenética ndo foi usado grupo externo, pois os clados ficaram bem separados e com
os valores de bootstrap altos.

Atualmente, ndo ha registro de trabalho explorando o transcriptoma de T. vivax,
principalmente pelo fato deste parasito ndo ser um modelo experimental adequado, com cepas
adaptadas para o cultivo in vivo e in vitro. Portanto, este estudo pode ser considerado pioneiro
com o objetivo de listar quais genes estdo sendo transcritos no genoma deste parasito. Os
dados aqui apresentados sdo relevantes e irdo contribuir ndo apenas como possiveis
marcadores para diagnostico ou genotipagem sendo também para o entendimento de
caracteristicas bioldgicas e moleculares do parasita.
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6. CONCLUSOES:

1- O sequenciamento parcial do transcriptoma de T. vivax (VTA-01), gerou informacoes

novas sobre quais s&o 0s genes transcritos deste organismo.

2 - O T. vivax apresenta um padrdo diferencial no uso dos codons, tendo a maioria a presenca

de A ou T na terceira posicao.

3 - Os genes com alto nivel de expressdo em T. vivax estdo relacionados com sinais de
traducdo e vias de ativacdo de processos celulares como a duplicagdo do DNA, organizagéo

celular e formacéo de actina no citoesqueleto.

4 - Os genes com baixo nivel de expressdo estdo relacionados com proteinas envolvidas no
mecanismo de protecdo do parasito como chaperonas (HSPs), histonas e diferentes tipos de

colagenos.

5 - Dominios para a regido G-quadruplex estdo presentes dentro das regides codificantes das
ESTs de T. vivax, localizados nas extremidades 5’ e 3° das CDS. Quando presentes fora da
CDS, estdo localizados nas extremidades 5’ e 3’ das ESTs. Sugerindo a importancia desta
regido para estudos do mecanismo de maturagdo do mRNA e desenvolvimento de alvos

terapéuticos.

6- Aproximadamente 83% de ESTs de T. vivax (VTA-01) validaram regibes codificantes do

projeto genoma de T. vivax (Y486).

7 —Entre o isolado VTA-01 e a cepa Y486 foi identificada a proteina extensina.
Provavelmente esta proteina esta relacionada com processo de glicosilacdo, para obtencdo de

energia.
8 — As informacdes geradas neste projeto sdo pioneiras, pois ndo ha registro de exploracdo do

trasncriptoma de T. vivax. Portanto, estes dados irdo contribuir para um melhor conhecimento

sobre a biologia deste organismo.

61



ANEXO | — SOLUCOES

7.ANEXOS:
7.1 Solugdes:

1 - GET (Glicose, EDTA e Tris base)

23 ml de glicose anidra 20% filtrada (preparada na hora)
10ml de 0,5M de EDTA pH 8 — autoclavado

13ml de Tris-HCI pH 7,4 — autoclavado

Agua estéril g.s.p. 500ml — autoclavada

Estocar a -4°C

2 - Acetato de potassio (KOAc) 3M
60 ml de KOAc 5M

11,5 ml de &cido acético glacial
28,5 ml de agua autoclavada
Volume final de 100ml

Estocar a -4°C

3 — Acetato de potéassio 5M

Pesar 246,879 de KOAc

Diluir em &gua autoclavada para um volume final de 500ml
Filtrar e estocar a -4°C

4 — Meio CircleGrow® Broth (Q.BIOgene)
40qg para 1 litro de agua.
Autoclavar e estocar em temperatura ambiente.

5 — Meio Luria-Bertani

Triptona 10g/L
Extrato de levedura 5¢/L
NaCl 5g/L

Ajustado o pH a 7,2 - 7,4 e esterilizado a 121°C por 15 min.

6 - Meio LB-agar e LB-agar semi-solido

Triptona 10g/L

Extrato de levedura 5¢/L

NaCl 5g/L

Agar 15¢/L (LB-agar)

Ajustado o pH a 7,2 - 7,4 e esterilizado a 121°C por 15 min.

7- TAE 1X

Tris base 90 mM
Acido acético 90 mM
EDTA 2mM

8 - IPTG (Isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) 0,5 M em agua mili-Q.

9 - X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indoil-B-D-galactopiranosideo) 250 mg/mL em dimetil-
formamida.

10 — Rnase
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A solugdo foi preparada para um volume de 10ml em &gua autoclavada e estocada a -
20°C.

11 - Antibioticos:

11.1 Ampicilina

A solucdo estoque ficava na concentracdo de 50mg/mL, em agua mili-Q, esterilizada
por filtragdo e armazenada em aliquotas de 1 mL a -20°C. A concentracdo de trabalho foi de
100 pg/mL.

11.2 Kanamicina

A solucdo estoque ficava na concentracao de 25mg/mL, em agua mili-Q, esterilizada
por filtracdo e armazenada em aliquotas de 1 mL a -20°C. A concentragdo de trabalho foi de
50pg/mL.

12 - Marcadores de peso molecular:
12.1 Lambda-Hindlll (New England Biolabs, EUA)

DNA de fago lambda digerido com a enzima de restricdo Hindlll. Tamanhos dos
fragmentos: 23.130; 9.419; 6.557; 4.371; 2.322; 2.028; 564 e 125 pb.
12.2 9X174 RF/Haelll (New England Biolabs)

DNA de fago X174 digerido com a enzima de restricdo Haelll. Tamanhos dos
fragmentos: 1.353; 1.072; 872; 603; 310; 281; 271; 234; 294; 118 e 72 pbh.

12.3 100pb (FERMENTAS):
Tamanhos dos fragmentos: 1031; 900; 800; 700; 600; 500; 400; 300; 200 e 100pb.
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7.2.1 Gene HSP90:

10Pte gi
11Pte gi
12Pfa gi_
13Pte gi_
1l4Tvivax_

1Tvi TEAD
2Tbr gi 7
3Tcr_gi 7
4Tcr_gi 7
5Lin_gi 1
6Lma_gi_ 7
T7Lbr gi 1
8Gla_gi 1
9Pte gi 1
10Pte_gi
11Pte gi_
12Pfa gi_
13Pte_gi_
1l4Tvivax_

1Tvi_ TEAD
2Tbr gi 7
3Tcr_gi 7
4Tcr _gi 7
5Lin _gi 1
6Lma_gi 7
7Lbr gi 1
8Gla_gi 1
9Pte gi 1
10Pte_gi
11Pte gi
12Pfa gi
13Pte _gi
l4Tvivax

TDKKIIVTGQGITQRSCEPH
TDKTIKISGQGVTQRSSEPH

TENTISITGKGITPKASEPH
TENTISITGKGITPKASEPH
QEKTVSISGNGITAKGSQPH
QEKTVSISGNGITANGSQPH
QEKTVSISGYGVTAKGSEPH
AEETIHFAC------ KSGGN
TSTSLKFSA------ NAEGV
TSTSLKFSA-—----- NAEGV
TTSSLKFSA-—----- SAEGV
KEDKLYFYG-—----- TKDKN
TSNSLKFSA-—----- TAEGV
FSGTISLRS-—-———-—-—-——-—

---VPAGFGDYGN---LSDM
---VPAGFGDYGD---LSNM
---GPAGFGDYGD---LSNM
---GPAGFGDYGD---LSNM
---AASNFGGYGD---MGGM
---AASNFGGYGDMGGMGGM
---AASNFGGYGD---MGGM
—---TAGALPNPND---MDFA
—--GGKGLDDWNG---N---
—---GGKGLEDWNA---N---
—---GGKGLDDWDQ---N---
SFGGMGGMPDMSQ---FGNM
———-GGKGLDDWDQ-—--N--—

————————————————— TVF LYLVEAISLIDALNAETQER DNLKQERRMHNPTKWAER--

KIDDEITLLKEIVPEKSTFK
ELKDEITLLKEIVPEKSSFK
ELNDKITLLKEIIPEKSSFK
GLNDKITLLKEIIPEKSSFK
ALKDELHLLKEIVPEESTFK
ALKDELHLLNEIVPEQSTFK
TLKGELHLLKEIVPEDSTFK
DYACKLTLFAPINPDESKYK
NYAFEINFYAEVVVEDSKWT
NYAFEINFYAEVIVEESKWT
NYVFEINFFADVVVEESKWT
EYEFTLNFLKPINVEESKYS
NYVFEINFFGEVVVEESKWT
—————— VISSSILCGSHDRC

GGLGNMGGLGNMGGLGNMGG

VLGVSIQVCAVKKD--DGYW
VLGVSIQVCAAKKD--EGYW
VLGVAIQVCAVKKE--EGYW
VLGVAIQVCAVKKE--EGYW
VLGMAIQICAIKKE--QGYW
VLGMAIQICAIKKE--QGYW
VLGVSIQICAMKKD--QGYW
VIGPCIESILQOKKEASDEFW
NYGVNVRFILSKKDQSASYW
NYGVNVRFILSKKDQAASYW
NYGLNVRFILSKKDKTASYW
TOQR-NIKFKIIKKE--QERW
NYGLNVRFILSKKDKATSYW
VIPCPVTMIFLSVNFMSTEW

PADLKDLEDISLSVHEATIRK
PADLKDLEE--——=--——=--~
PAQAADLQDLD-—--—==~~

———————— MHTPTKWAER-~
———————— AHTPTKWAER--
———————— AHTPTKWAER--
———————— SHLPTKWAER--
———————— SHLPTKWAER--
———————— SHLPTKWAER--
———————— HHPTTYWAQR-~-
———————— SNPIVKWAQR--
———————— INPTIVKWAQR-~
———————— TSPIVKWAQR--
———————— LYPIVLWAQK--
———————— TAPTVKWAQR-~
———————— LVALVGWSTSLF

NKLVDQPTSATKNWLSVDWN
NKLVDQPTSSTKNWLSVDWN
NKLVNQSSSSTANWLSVDWN
NKLVNQSSSSTANWLSVDWN
NRLVDESTKATKSWLSADWN
NRLVDEPTKATKSWLSADWN
NRLVEEPTKLTKSWLSADWN
TSLTKTK----LPYVRIDWD
TRLIKETHK--LQYIQVDWT
TRLIKEAHK--LQYLQVDWT
TRLIKEPHK--LQYLQVDWT
KTLNNDGK---KHWVKCDWN
TRLIKESHK--LQYLQVDWT
A-————————- LDTCSVMYS

——————————— DMASMMGGM
——————————— DMGSMMGGM
—————————— SMMKNMGGGM

KKKK

KDKLYITLQVSSAQNVDIKF
NDKLYITLQVASAKDVNITF
KDKLYVTLQVSGASDVDVKF
KDKLYVTLQVSGATDVEVKF
KDRLFITVEASTPTDVQVNF
KDRLFITVEASTPTDVQVNF
KDRVFITVEAMTASDVHVTF
KDVVYMRLSVSSATDVKFKI
KDNIFLTVEVRDLKEEKVEL
KDNIFLTVEVRDLKDEKVEL
KDNVFLTVEVRDLKDEKVEL
KECLYLTIELQDIENVKIDL
KDNVFLTVEVRDLKGEKVEL
QPSSFFTAHTIDTPNTLKVL

LWKDEDEADD-—-—-——————-
LWKDEDEADE-—-———————-—
LWKDEDEDDD-=====————
LWKDEDENDD-=====————
LWKDEDDEAEEVA-—-————-—
LWKDEDDEAEEMA-————-—
LWKDEDDEAEEDA-————-—
RWVDEGEDEN-------———
KYIDEDDEAEE-—-—-=-—-—----—
KYIDEDDEAEE-—-—-=-—-—----—
KYIDEDDEAEE-—-—-=-—-—----—
SWVDTDEEDKANDYDDMGMN
KYIDEDDEAEE-—-==-—-—----—
LSLRSA-—-———-==———————

——---DMGGMD----MGAMDD
——---GMGGMDGMGGMGGMDD
GGMDGMGGMDGMGGMGGMDD
G---GMGDMDME SMMASMGK
G---G---MDMESMMASMGK
G---GMGGMDME SMMASMGK
P---GLDGMNFDPSNFKMPE
----NFQGFD---=-————--—
----NFQGFD---=-————--—
—-——-KFQNFD---=-————--—
PNFAGLGGMDQFKNMPNMNN
—-——--KFQONFDHGHDHGHDHC
----HLVGLC--————————
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4Tcr gi 7 -—-=--—=-—-————--- SDDDDE
5Lin gi 1 —---------- DAGGDSDDEE
6Lma_gi 7 —-—-—-—--- GAGVDSDDEE
Tlbr gi 1 —--—-—=—-—- GAGGDSDDEE
8Gla gi 1 =—-—-—---- GADFGDEEDDD
9Pte gi 1 —-—-—-—-- GQGQPDEDDEE
10Pte gi =~ —----—---- GQGQPDEDDEE
11Pte gi =~ —--—-—-—--- QGGADEDDEE
12pfa gi ~ MNDDDSSSYGDDTSDEEDDD
13Pte gi ~ HDHGHDHEHGHHHEEDDDEE
14Tvivax — —————=—=—————=——————-—--
end;

7.2.2 Gene NADHG6:

1TvivaxTE ———=—=—=—————=—==————————
2Tbruceig M-SANAWRPLNAASKHSQFS
3Tcruzigi M-AWNAWRPLGTPSKQSQIS
4Tcruzigi M-AWNAWRPLGTPSRQSQIS
5Lbrazili MSGVNAWGRMHTPAKQSQLT
6Lmajorgi MSGVNAWGRMHTPAKQSQFT
7Linfantu MPGVNAWGRMHTPAKQSQFT
8Tvivax Y QILAFCY----—--——-—-—---
1TvivaxTE —-—----————-=--——- KCRST
2Tbruceig --RREINTRNSINEKKCRAT
3Tcruzigi --GHEINTKNNINERKCRGT
4Tcruzigi --GHEINTKNNINERKCRGT
5Lbrazili ASSVEINTQNKANEKLCRAT
6Lmajorgi ASSFEINTRNKVNEKLCRAT
7Linfantu ASSFEINTRNKVNEKLCRAT
8Tvivax_Y —--VFPLHDSRCSTPVPCGAR
1TvivaxTE GGGDFLFFGLSRDDNKNQEF
2Tbruceig EAEDYHLYELSRDENKKQEF
3Tcruzigi EAEEFHLYELSRDDNKKQEF
4Tcruzigi EAEEFHLYELSRDDNKKQEF
5Lbrazili DTDEFHLYELSRDDNKKQAY
6Lmajorgi DTDEFHLYELSRDDNKKQAY
7Linfantu DTDEFHLYELSRDDNKKQAY

8Tvivax Y

end;

L-DDDGAEMADGECTE-EEP
L-DDDGAEVADGECEE-EEP
MADSEGEEQADDECEKSEEP
NKDEED-GPDEEKKESGEEK
EQEQ-EQE-————— QTQEEQ
EQEQEEQE—-————— QTQEEQ
AEEEQPKEGNVDDLENEEEV
DEEDEDVEVDNKTLDSDKLK
DQEE-PNAGNIDDLDQEEEV

MDLFDQWRAEQREATADRGS
MDLFDKWRSEQNMSIADRGS
MDLFDKWRSEQDMSIADRGS
LDMFEEWKAKQNEDISQRGA
LDMFEEWKAKQNEDIAQRGA
LDMFEEWKAKQNEDIAQRGA
——————————— HRGTAHTDD

HNAYVECMGLQGNQGPFLON
HNAYVGCMGSRLNHETLLON
HKSYVACMGSQKNQETLLHS
HKAYVACMGSQKNQETLLHS
HNAYVSCMSSQSNQQLVLES
HNTYVSCMSSQKNQEVVLQS
HNAYVSCMSSQKNQEVVLQS
HSS----=-——---- GAVLHS

VRAFPPRVGGRGGPLWKPRG
LRAITSSVEEQRNYLRTRRE
LRVITSTVEQQQEYLRKRRE
LRVITSTVEQQQEYLRNRRE
LRAITTSEAEQQSHLREARD
LRALTTSEAQRQSHLREARD
LRALTTSEAQQQSHLREARD

PARAADLQDLD-—=---===~
AADTSDLNA-—=---—=—=---=
AADTSDLNA-—=---—==-—=
AADISDLNA-=--——=--——~

QEQQQQ~----QEEAQNQ~-~-~—
QQEQAEPQKGQEEVQNQ---
QKNDQAPQEGEQEKQAE---
DEENKIPDA-AVEVQEP---
QQOQEQVPKEGDQQKQEQ—---

DPDPAVEEAHNNFMLRONLN
DADPAKEEEHNSFMMRONLN
DADPAKEEEHNSFMMRONLN
DRDPAVEEEHNRHMLRONLN
DRDPAVEEEHNRYMLRONLN
DRDPAVEEEHNRYMLRONLN
SPPPPQTWAHASNHSTGDLV

AAFPQONCASPPMAFLGCYNE
AALHSSCASHHVSLMECYNT
AVLHNNCREFHAELMCCYDK
AVLHNNCREFHAELMCCYDK
ASLEPHCTERRATLFHCLHE
ASLEPHCTERRAKLFRCLRE
ASLEPHCTEGRAKLFHCLRE
VIRPPDSVAN-———-—-—-————

PQKGFFFSPPVNPGVLLGKK
QEKGYFLSNP--——-—=---—
QEKGYFLPRP--———----—
QEKGYFLPRP--———----—
IALGYYL-DP----------
TMLGYYL-DP--———----—
IMLGYYL-DP----------

--5N
--VA
__Q_

AYICYKQLDEYTACLEKHNL
AYICYKQLDEYTSCLAKHHI
AYICYKQLDEYTSCLAKHHI
AYVCYKELDKYTTCLEDKKL
AYVCYKELDRYTTCLEDKRL
AYVCYKELDRYTTCLEDKKL
HIASDGDIREYTVALREF---

ICAKETQTSGPPCFPFFPLL
NREVETSTEVPQCVPFYRRL
NRELETETSEPLCIPFYRGL
NRELETKTSEPLCIPFYRRL
NQVSEAQTSTPQCTDAYRRL
NQVSEAQTNTPQCTDTYRSL
NQVSEAQTNTPQCTDTYRSL
——————————— PCIP----R

KRKPLPKWCGGMCKKKKKKK

—————————————— KDAQRS
—————————————— KARQKG
—————————————— KASQKG

65

IEHGDD-———-———=-——--
IEHTDR-———--——=——-——-~—
IEHTDR-———--——=——-——-~—
IRRRSGEDNARGGGTGVSSI
IRRRDDEDGARGGGTGV-SL
IRRRDDEDGARGGGTGV-SM

LGCGLNPLWNVYWGAFPNFEG
IRCGLNHLWNDYWRALTNFEFG
LRCGLNHLWNDYWRALTRFEG
LRCGLNHLWNDYWRALTRFEG
LRCGLNHLWNHYWRELTKES
LRCGLNHLWNHYWREITKFES
LRCGLNHLWNHYWREITKFES
RHCALTDIF-—-—-—-=-—-=————-—

SDEKMKAAAAVLAQERQ
SDEKMKAAAAVLAQERQ
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7.2 Anexo Il- Tabelas

Tabela Al: ESTs de T. vivax com RCBS =>0,5, com o tamanho (pares de bases) do cluster, conteido G+C do cluster, programa , banco de
dados , codigo de acesso, descri¢do, score, e-value, e dominios encontrados nos bancos CDD/pFAM, KOG/COG e com 0s programas
InterProScan e dominios de VSGs com o HMMER.

Tamanho KOG/C
Clusters (pb) G+C  Programa Base de dados Cadigo de acesso Descricao score  E-value CDD/pFAM oG InterProScan HMMER
TEADESTO45F02b 279 43%  Biast TV_clusters TVADO007022F05.9 142 1,00E-036
TEADEST003HO2b /66 41%  Bast TV_clusters TVAD007003M45.g 144  3,00E-037
TEADEST034D01b 260 44%  giagt TV clusters TVADO07022F05.g 160  5,00E-042
564 47%
NADH
Tcongo-est- bases 27 to 619 (QL to dehydrogenas
TEADESTO017B02.b Blast gendb.fas TCep-01a06.9q1k QR) 115 1,00E-025 e subunit 6 coiled-coil
681 41%
TatC, Sec-
independent
[CDS] protein
Tvivax.all- (product="hypothetical translocase
TEADESTO015G07.b Blast chromosomes.cds TvY486_11 1736747_1737049 protein™) 85 2,00E-027 protein
[CDS]
Tvivax.all- (product="hypothetical
TEADESTO016F12.b Blast chromosomes.cds  TvY489_02_ 833553 834011 protein, unlikely™) 265 6,00E-073 A2L_zn_ribbon_fs.hmm
601 44%
[CDS]
Tvivax.all- (product="hypothetical
TEADESTO017B12.b Blast chromosomes.cds ~ TvY489_02_833553 834011 protein, unlikely™) 265 6,00E-073 A2L_zn_ribbon_fs.hmm
534 45%
[CDS]
Tvivax.all- (product="hypothetical
TEADESTO020CO01.b Blast chromosomes.cds ~ TvY489_02_833553 834011 protein, unlikely") 255 5,00E-070 A2L_zn_ribbon_fs.hmm
619 49%
[CDS]
(product="conserved
Tvivax.all- hypothetical protein,
TEADEST023D11.b Blast chromosomes.cds ~ TvY486_09_534412 534585 conserved") 121 3,00E-028
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TEADEST026D09.b

TEADEST028D09.b

TEADEST028E01.b

TEADEST029G01.b

TEADEST029G10.b

TEADEST032D12.b

TEADEST036C08.b

TEADESTO036E10.b

TEADEST037D03.b

737

649

595

549

684

481

388

379

44

42%

41%

53%

45%

43%

43%

54%

47%

46%

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

TvY486_11_1736747_1737049

TvY486_11_1736747_1737049

TvY486_02_215651 216130

TvY486_09 1137973 1138413

TvY489_02 833553 834011

TvY486_09_1137973_1138413

TvY489_02_833553_834011

TvY489_02_833553_834011

TvY489_02_833553_834011

67

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="ribosomal
protein L21E (60S),
putative™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein")

[CDS]
(product="hypothetical
protein, unlikely")

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein, unlikely")

[CDS]
(product="hypothetical
protein, unlikely")

[CDS]
(product="hypothetical
protein, unlikely")

81

81

142

313

263

315

134

265

265

7,00E-032

5,00E-032

2,00E-034

4,00E-096

3,00E-072

9,00E-087

2,00E-032

7,00E-072

3,00E-073

Ribosomal_L
2le,
Ribosomal

protein L21e coiled-coil

A2L_zn_ribbon_fs.hmm

A2L_zn_ribbon_fs.hmm

A2L_zn_ribbon_fs.hmm
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TEADEST038B03.b

TEADESTO038E01.b

TEADEST038F03.b

TEADEST039B07.b

TEADESTO039E11.b

TEADEST021A01.b

TEADEST043G07.b

TEADEST043G10.b

578

530

485

712

703

589

764

444

45%

46%

45%

45%

43%

28%

43%

59%

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

TvY489_02_833553 834011

TvY489_02_833553 834011

TvY489_02_833553 834011

TvY486_09 1137973 1138413

TvY489_02 833553 834011

TvY486_10_1625108_1625428

TvY489_02_833553_834011

TvY486_11 130639_130989
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[CDS]
(product="hypothetical
protein, unlikely")

[CDS]
(product="hypothetical
protein, unlikely")

[CDS]
(product="hypothetical
protein, unlikely")

[CDS]
(product="hypothetical
protein")

[CDS]
(product="hypothetical
protein, unlikely")

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein, unlikely")

[CDS]
(product="ribosomal
protein L21E (60S),
putative, (fragment)")

253

249

239

334

265

149

265

6,00E-070

6,00E-069

5,00E-064

2,00E-092

7,00E-073

1,00E-036

7,00E-073

4,00E-027

coiled-coil

coiled-coil

coiled-coil

RhoA
GTPase
effector
DIA/Dia
phanous

A2L_zn_ribbon_fs.hmm

A2L_zn_ribbon_fs.hmm

A2L_zn_ribbon_fs.hmm

A2L_zn_ribbon_fs.hmm

A2L_zn_ribbon_fs.hmm
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TEADEST043H07.b

TEADEST044A07.b

TEADEST046C04.b

TEADESTO013H08.b

TEADEST015B08.b

TEADEST015D07.b

TEADEST016C03.b

TEADEST029A06.b

734

663

662

604

321

692

669

549

50%

44%

49%

49%

42%

41%

44%

45%

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

TvY486_09_110309_111445

TvY489_02_833553 834011

TvY486_08_1109086_1109448

TvY486_11_1889092_1889811

TvY486_08_1807495_1808010

TvY486_11 1736747_1737049

TvY489_02_833553_834011

TvY486_08_1109086_1109448

69

[CDS]
(product="hypothetical

protein, conserved in T.

vivax")

[CDS]
(product="hypothetical
protein, unlikely")

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="conserved
hypothetical protein,
conserved")

[CDS]
(product="hypothetical
protein, unlikely")

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein, unlikely")

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

245

188

151

210

149

82

265

169

1,00E-065

4,00E-052

4,00E-053

9,00E-065

3,00E-037

2,00E-029

8,00E-073

2,00E-067

TatC, Sec-
independent
protein
translocase
protein

C_tripleX_fs.hmm

A2L_zn_ribbon_fs.hmm
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345 37%
[CDS] (product="RNA-
Tvivax.all- binding protein,
TEADESTO013G04.b Blast chromosomes.cds TvY486_10_2939128 2939898 putative; RBP7") 155 8,00E-039
575 49%
[CDS]
(product="hypothetical
Tvivax.all- protein, conserved in T.
TEADESTO005E09.b Blast chromosomes.cds  TvY486_09 110309 111445  vivax") 129 8,00E-031
537 53%
Actin
Tcongo-est- bases 27 to 619 (QL to regulator
TEADESTO005H09.b Blast gendb.fas TCep-01a06.q1k QR) 84 4,00E-016 y protein  LIPOCALIN
569 48% Sequenc
e-
specific
single-
stranded
-DNA-
Tcongo-est- bases 27 to 619 (QL to binding
TEADESTO012F06.b Blast gendb.fas TCep-01a06.q1k QR) 82 2,00E-015 protein  coiled-coil
498 60% Collagen
s (type
1V and
type
Collagens (type IV and XII),
type XIII), and related and
proteins [Extracellular related
TEADESTO015F02.b Blast Kog KOG3544 structures]. 63 2,00E-011 protein
594 47%
ATP-
dependent
ATP-dependent RNA RNA helicase
TEADEST016G07.b Blast Cdd pfam07695 helicase SrmB 57 2,00E-009 SrmB coiled-coil
473 56% Collagen
s (type
1V and
type
X1y,
and
related
TEADEST021A10.b Blast HT_clusters HTADH01006D08.b 49 3,00E-008 proteins
TEADEST021C02b  4°9 56%  Bjast HT _clusters HTADH01009D09.b 48 6,00E-008

70



ANEXO Il - TABELA Al

TEADESTO021E11.b

TEADEST023D10.b
TEADEST026A11.b

TEADEST029B05.h
TEADEST029E05.b

TEADEST034A08.b

TEADESTO035F10.b
TEADEST046H06.b

TEADEST047C10.b

TEADEST001A02.b
TEADEST012C11.b

527

532

394
519

401
571

445

452
568

117

276

50%

58%

55%
57%

49%
58%

73%

52%
53%

47%

51%

Blast

Blast
Blast

Blast
Blast

Blast

Blast
Blast

Blast

Blast
Blast

HT_clusters

HT_clusters
HT_clusters

HT_clusters
HT_clusters

HT_clusters

HT_clusters
HT_clusters

Kog

miniexon-tryps
LE_clusters

HTADH01010D01.b

HTADH01009C09.b
HTADH01005B05.b

HTADH01006C03.b
HTADH01006D08.b

HTADH01006D08.b

HTADH01006D08.b
HTADH01006D08.b

KOG1923

AF335565
LEADH01002D01.b

71

Racl GTPase effector

FRL [Signal
transduction
mechanisms,
Cytoskeleton

Trypanosoma vivax
isolate TviMi trans-
spliced leader SL
sequence

44

43
67

33
41

38

58
40

56

184

55

1,00E-006

1,00E-008
1,00E-017

2,00E-006
4,00E-006

8,00E-011

6,00E-019
9,00E-010

3,00E-009

8,00E-051
2,00E-010

Drf_FH1,
Formin
Homology
Region 1

DNA

polymerase 11

subunits

gamma and

tau

4FEAS_FERR
EDOXIN
coiled-coil
30S
RIBOSOMA
L PROTEIN
S10 FAMILY
MEMBER

Collagen

s (type

XV
THIOLASE_
3

Racl

GTPase

effector

FRL
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530 60%

Rubella_Caps
id, Rubella
TEADESTO012F11.b Blast LE_clusters LEADH01004B02.b 68 5,00E-015 capsid protein coiled-coil

0,
606 57% Nucleo-

cytoplas

mic

protein
TEADESTO015E08.b Blast LE_clusters LEADH01002D01.b 36 2,00E-006 MLN5

TEADEST020H04b 312 46%  Bjast LE_clusters LEADH01003A04.b 40 7,00E-006
585 63% Myosin
class |
heavy
TEADEST025A01.b Blast LE_clusters LEADH01001D09.b 35 7,00E-008 chain
490 50% 40S
ribosom
al
protein
TEADEST008H06.b Blast PS_clusters PSADEST007G11.b 82 9,00E-018 S20
437 51%

Bloodstream form of
serodeme ILTatl.1
Trypanosoma brucei
TEADESTO011G06.b Blast tbrucei-est.fasta AA255336 brucei 45 4,00E-006 BmKX_fs.hmm
448 60% RNA

polymer
asell C-
terminal
domain-
binding
protein
RA4,
contains
RPR and
RRM
TEADEST024C01.b Blast PS_clusters PSADHIB003D03.b 46 6,00E-007 domains
451 46%
NADH
Tcongo-est- bases 27 to 619 (QL to dehydrogenas
TEADESTO034H04.b Blast gendb.fas TCep-01a06.q1k QR) 103 4,00E-022 e subunit 6 coiled-coil
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TEADEST044B09.b

TEADEST045C02.b

TEADEST044F03.b

TEADEST008G06.b

TEADEST010G03.b

TEADEST016D11.b

TEADESTO016E11.b

559

534

576

460

459

547

572

53%

57%

56%

48%

53%

55%

53%

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Pfam

uniref90.fasta

Kog

tbrucei-est.fasta

tbrucei-est.fasta

tbrucei-est.fasta

tbrucei-est.fasta

pfam06346

UniRef90_UPI0001552FA7

KOG1924

AA255336

AA255336

AA255336

AA052887

73

Drf_FH1, Formin
Homology Region 1.

This region is found in
some of the Diaphanous

related formins (Drfs)

similar to Proline-rich
protein BstNI
subfamily, Mus
musculus

RhoA GTPase effector

DIA/Diaphanous

Bloodstream form of
serodeme ILTatl.1
Trypanosoma brucei
brucei cDNA

Bloodstream form of
serodeme ILTatl.1
Trypanosoma brucei
brucei cDNA

Bloodstream form of
serodeme ILTatl.1
Trypanosoma bruceli
brucei cDNA

Bloodstream form of
serodeme ILTatl.1
Trypanosoma brucei
brucei cDNA

50

64

76

71

83

137

7,00E-013

9,00E-009

1,00E-011

2,00E-015

2,00E-024

1,00E-017

5,00E-034

30S ribosomal
protein S10P

30S ribosomal
protein S10P

Drf_FH
1,
Formin
Homolo
ay
Region
1

Sequenc
e.
specific
single-
stranded
-DNA-
binding
protein

RhoA
GTPase
effector
DIA/Dia
phanous

40S
ribosom
al
protein
S20

AA_permease_fs.hmm

Antimicrobial_7_fs.hmm

CBM_14_fs.hmm

30S
RIBOSOMA
L PROTEIN
S10 FAMILY
MEMBER

30S
RIBOSOMA
L PROTEIN
S10 FAMILY
MEMBER
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TEADEST020F04.b

TEADEST038F05.b

TEADESTO047E11.b

TEADESTO047F05.b

TEADESTO019F08.b

TEADEST037B07.b

TEADEST012H06.b

543

500

518

591

495

264

684

48%

51%

45%

40%

44%

52%

57%

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

tbrucei-est.fasta

tbrucei-est.fasta

tbrucei-est.fasta

tbrucei-est.fasta

Imajor-est.fasta

Imajor-est.fasta

protozoa-nt-
nchi.fasta

AA255336

AA255336

AA052887

W68968

AAT41746

Al034891

23224 _protozoa-nt-ncbi.fasta

74

Bloodstream form of
serodeme ILTatl.1
Trypanosoma brucei
brucei cDNA

Bloodstream form of
serodeme ILTatl.1
Trypanosoma brucei
brucei cDNA

Bloodstream form of
serodeme ILTatl.1
Trypanosoma brucei
brucei cDNA

Bloodstream form of
serodeme WRATat1.1
Trypanosoma brucei
rhodesiense cDNA

Leishmania major

promastigote full length

cDNA library from

early logarithmic stage

(day 3)

Leishmania major

promastigote full length

cDNA library from
stationary stage (day
10)

P. falciparum isolate
Pf115_01 STEVOR
(stevor) gene, exon 2
and partial cds

87

117

50

48

45

42

389

2,00E-024

4,00E-034

WT1, Wilm's
tumour

1,00E-007 protein

4,00E-006

1,00E-006

3,00E-006

Histone H4,
one of the
1,00E-106 four histones

40S
ribosom
al
protein
S20

40S
ribosom
al
protein
S20

coiled-coil

408
RIBOSOMA
L PROTEIN
S20

408
RIBOSOMA
L PROTEIN
S20

HISTONE H4

BPD_transp_1_fs.hmm

CBM_14_fs.hmm
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533 52%
Epimastigote 60S
normalized cDNA RIBOSOMA
Library Trypanosoma Ribosomal_L L PROTEIN
TEADESTO014B02.b Blast tcruzi-est.fasta Al066259 cruzi cDNA 150 6,00E-040 21 L21 BPD_transp_1_fs.hmm
603 54% 40S
amastc-220 TcAM RIBOSOMA
Trypanosoma cruzi 30S ribosomal L PROTEIN
TEADESTO014B07.b Blast tcruzi-est.fasta CF888183 cDNA clone 61 4,00E-020 protein S10P; S20
618 54% 40S
ribosom  40S
amastc-220 TcAM al RIBOSOMA
Trypanosoma cruzi protein L PROTEIN
TEADEST015C02.b Blast tcruzi-est.fasta CF888183 cDNA clone 12E2 104 9,00E-044 S20 S20 CBM_14_fs.hmm
653 53%
40S 30S
ribosom RIBOSOMA
amastc-220 TcAM al L PROTEIN
Trypanosoma cruzi protein  S10 FAMILY
TEADESTO016H07.b Blast tcruzi-est.fasta CF888183 cDNA clone 12E2 91 1,00E-040 S20 MEMBER
638 52%
40S 30S
ribosom RIBOSOMA
amastc-220 TcAM al L PROTEIN
Trypanosoma cruzi protein  S10 FAMILY
TEADEST018B03.b Blast tcruzi-est.fasta CF888183 cDNA clone 12E2 101 1,00E-034 S20 MEMBER
635 54%
40S 30S
ribosom RIBOSOMA
amastc-220 TcAM al L PROTEIN
Trypanosoma cruzi protein ~ S10 FAMILY
TEADEST023C10.b Blast tcruzi-est.fasta CF888183 cDNA clone 12E2 113 6,00E-053 S2 MEMBER CBM_14_fs.hmm
633 58%
Actin
regulator
y protein
(Wiskott
-Aldrich
amastc-220 TcAM syndrom
Trypanosoma cruzi e
TEADEST044C05.b Blast tcruzi-est.fasta CF888183 cDNA clone 12E2 51 2,00E-015 protein)
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TEADEST046C09.b

TEADESTO047F11.b

TEADEST046G11.b
TEADESTO046E06.b

TEADESTO043F05.b

TEADEST042C10.b

TEADEST034G12.b
TEADESTO033E03.b
TEADEST029D11.b
TEADEST028C10.b
TEADEST022D09.b
TEADESTO017HO05.b
TEADEST017D12.b
TEADESTO011F03.b

TEADEST001D10.b

644

582

320

483
586

606

181

399
542
408
444
449
305
253
533

53%

51%

56%

40%
48%

40%

54%

49%
55%
46%
45%
36%
40%
42%
48%

Blast

Blast

Blast
Blast

Blast

Blast

Blast
Blast
Blast
Blast
Blast
Blast
Blast
Blast

Blast

Kog

TV_clusters

Kog
TV_clusters

TV_clusters

Pfam

miniexon-tryps
TV_clusters
TV_clusters
TV_clusters
TV_clusters
TV_clusters
TV_clusters
TV_clusters

Tvivax.all-

KOG1924

TVADO007001A08.9

KOG1924
TVADO007022F05.9

TVADO007022F05.9

pfam00902

AF335565
TVADO007022F05.9
TVADO007022F05.9
TVADO007022F05.9
TVADO007022F05.9
TVADO007022F05.9
TVADO007022F05.9
TVADO007022F05.9

RhoA GTPase effector
DIA/Diaphanous
[Signal transduction
mechanisms,
Cytoskeleton]

RhoA GTPase effector
DIA/Diaphanous
[Signal transduction
mechanisms,
Cytoskeleton]

TatC, Sec-independent
protein translocase
protein (TatC).

Trypanosoma vivax
isolate TviMi trans-
spliced leader SL
sequence

[CDS]

(product="hypothetical

chromosomes.cds TvY489_07_1060481_1061002 protein")

74

158

52
40

79

49

46
45
48
48
43
44
40
50

72

1,00E-014

1,00E-041

2,00E-008
4,00E-006

8,00E-021

2,00E+000

8,00E-009
2,00E-007
3,00E-008
2,00E-008
6,00E-007
4,00E-007
3,00E-006
3,00E-009

2,00E-013

RhoA

GTPase

effector

DIA/Dia

phanous

Histone

H4 HISTONE H4

RhoA
GTPase
effector
DIA/Dia
phanous

C1_3 fs.hmm

DItD_M_fs.hmm

TatC, Sec-
independent
protein
translocase
protein

coiled-coil DUF316_fs.hmm
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TEADEST002D03.b

TEADEST002D04.b

TEADESTO003F05.h

TEADESTO003F06.b

TEADEST004A04.b

TEADEST004C10.b

TEADESTO005C06.b

TEADEST005D05.b

535

653

326

610

202

485

511

428

35%

47%

39%

46%

29%

45%

36%

38%

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

TvY486_11_3435533_3435838

TvY486_03_1162002_1162406

TvY486_11_130639_130989

TvY489_07_1060481_1061002

TvY486_08_274802_275581

TvY489_07_1060481_1061002

TvY486_11_3435533_3435838

TvY486_11 3435533_3435838

77

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein, unlikely")

[CDS]
(product="ribosomal
protein L21E (60S),
putative, (fragment)")

[CDS]
(product="hypothetical
protein")

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

90

287

105

104

57

100

90

82

1,00E-018

3,00E-078

1,00E-023

5,00E-023

2,00E-009

6,00E-022

1,00E-018

1,00E-016

NADH
dehydrogenas
e subunit 6

BPD_transp_1_fs.hmm
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TEADEST005D06.b

TEADEST005D11.b

TEADESTO005E01.b

TEADESTO005H06.b

TEADESTO008A02.b

TEADESTO008A06.b

TEADESTO009A05.b

TEADEST010C11.b

529

522

524

480

478

519

535

451

47%

44%

39%

43%

36%

38%

35%

49%

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

TvY486_11_1889092_1889811

TVY486_11_130639_130989

TvY486_11_1736747_1737049

TvY486_09_1404036_1404704

TvY486_11_3435533_3435838

TvY486_11 3435533_3435838

TvY486_11 3435533_3435838

TvY486_11 130639_130989

78

[CDS]
(product="conserved
hypothetical protein,
conserved")

[CDS]
(product="ribosomal
protein L21E (60S),
putative, (fragment)")

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein")

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="ribosomal
protein L21E (60S),
putative, (fragment)")

197

187

53

184

90

87

90

217

6,00E-055

8,00E-056

1,00E-007

6,00E-080

9,00E-019

5,00E-018

1,00E-018

2,00E-057

NADH
dehydrogenas
e subunit 6

Ribosomal_L
21e

60S
ribosom
al
protein
L2
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TEADEST010G04.b

TEADEST011A03.b

TEADESTO011E10.b

TEADESTO013A02.b

TEADEST013C06.b

TEADEST013D01.b

TEADEST013HO02.b

TEADEST015B06.b

538

535

609

679

535

580

682

438

46%

35%

50%

41%

35%

39%

42%

53%

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

TVY486_11_130639_130989

TVY486_11_3435533_3435838

TvY486_02_215651 216130

TvY486_11 1736747 1737049

TvY486_11_3435533_3435838

TvY486_11 1736747_1737049

TvY486_11 1736747_1737049

TvY486_02_215651 216130

79

[CDS]
(product="ribosomal
protein L21E (60S),
putative, (fragment)")

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="ribosomal
protein L21E (60S),
putative™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein")

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="ribosomal
protein L21E (60S),
putative™)

254

69

245

81

90

79

85

34

2,00E-068

1,00E-012

1,00E-065

6,00E-032

1,00E-018

2,00E-018

2,00E-028

3,00E-006

Ribosomal_L
21e

Ribosomal_L
21e, BPD_transp_1_fs.hmm

TatC, Sec-

independent

protein

translocase

protein C1_3_fs.hmm

TatC, Sec-
independent
protein
translocase
protein
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TEADEST015B07.b

TEADEST015D01.b

TEADEST015D08.b

TEADESTO015E12.b

TEADEST015G05.b

TEADEST015G06.b

TEADEST016C08.b

477

515

642

535

393

658

569

31%

33%

44%

35%

45%

49%

47%

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

TVY486_10_524166_524579

TVY486_10_524166_524579

TvY489_02_833553_834011

TvY486_11_3435533_3435838

TvY486_03_1162002_1162406

TvY486_08_1109086_1109448

TvY489_02_833553_834011

80

[CDS]
(product="hypothetical
protein, unlikely")

[CDS]
(product="hypothetical
protein, unlikely")

[CDS]
(product="hypothetical
protein, unlikely")

[CDS]
(product="hypothetical
protein")

[CDS]
(product="hypothetical
protein, unlikely")

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein, unlikely")

46

49

262

90

51

172

60

4,00E-010

2,00E-011

5,00E-072

1,00E-018

2,00E-007

2,00E-068

1,00E-019

TPR-
containi
ng
nuclear
phospho
protein
that
regulates
K(+)
uptake

NADH
dehydro
genase
subunit
5

A2L_zn_ribbon_fs.hmm
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TEADEST016C10.b

TEADESTO016F12.b

TEADESTO016H08.b

TEADESTO016H10.b

TEADESTO017A11.b

TEADEST017C03.b

TEADEST017C04.b

TEADESTO017E02.b

576

693

202

628

582

540

611

636

39%

43%

36%

48%

38%

35%

40%

42%

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

TvY486_11_1736747_1737049

TvY489_02_833553 834011

TVY486_08_274802_275581

TvY486_02_215651 216130

TvY486_11 1736747_1737049

TvY486_11_3435533_3435838

TvY486_11 1736747_1737049

TvY489_02_691614_ 692159

81

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein, unlikely")

[CDS]
(product="hypothetical
protein")

[CDS]
(product="ribosomal
protein L21E (60S),
putative")

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

81

265

69

351

57

84

81

91

5,00E-019

6,00E-073

3,00E-013

2,00E-097

1,00E-013

3,00E-017

4,00E-022

5,00E-019

7TM_GPCR_

Sru,

Serpentine

type 7TM

GPCR

chemorecepto

r Sru coiled-coil

A2L_zn_ribbon_fs.hmm

NADH
dehydrogenas

e subunit 6 coiled-coil

60S

RIBOSOMA
Ribosomal_L L PROTEIN
21e L21

TatC, Sec-
independent
protein
translocase
protein

LSR,
Lipolysis
stimulated

receptor BPD_transp_1_fs.hmm
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TEADESTO017E08.b

TEADESTO018F11.b

TEADEST019C02.b

TEADEST020B09.b

TEADEST020H02.b

TEADEST021D07.b

TEADEST021H08.b

TEADEST023C06.b

TEADEST023G10.b

585

484

535

387

579

575

535

564

583

38%

48%

36%

40%

39%

31%

35%

37%

50%

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

TvY486_11_1736747_1737049

TVY486_11_130639_130989

TVY486_11_3435533_3435838

TvY486_11_3435533_3435838

TvY486_11_1736747_1737049

TvY486_10_1625108_1625428

TvY486_11 3435533_3435838

TvY486_11_3435533_3435838

TvY486_02_215651 216130

82

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="ribosomal
protein L21E (60S),
putative, (fragment)")

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein")

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="ribosomal
protein L21E (60S),
putative™)

71

144

78

75

81

81

90

56

351

NADH
dehydrogenas
1,00E-014 e subunit 2
60S
RIBOSOMA
Ribosomal_L L PROTEIN
3,00E-035 21e L21
3,00E-015
1,00E-014
4,00E-020
1,00E-018
1,00E-018
3,00E-014
60S
RIBOSOMA
Ribosomal_L L PROTEIN
1,00E-097 2le L21

BPD_transp_1_fs.hmm
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TEADEST024D11.b

TEADEST024E10.b

TEADEST026A03.b

TEADEST026A05.b

TEADEST026B06.b

TEADEST026H11.b

TEADEST028A03.b

TEADEST028A05.b

TEADEST028F09.b

597

565

587

535

535

535

555

535

684

38%

51%

37%

35%

35%

35%

39%

35%

46%

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

TvY486_11_1736747_1737049

TVY486_11_130639_130989

TvY486_11_1736747_1737049

TvY486_11_3435533_3435838

TvY486_11_3435533_3435838

TvY486_11 3435533_3435838

TvY486_11_1736747_1737049

TvY486_11 3435533_3435838

TvY489_07_1060481_1061002

83

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="ribosomal
protein L21E (60S),
putative, (fragment)")

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein")

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

65

151

7

90

87

87

52

90

106

NADH

dehydrogenas

7,00E-016 e subunit 2

60S
ribosom
al
protein
3,00E-037 L21
NADH
dehydrogenas

6,00E-016 e subunit 2

1,00E-018

7,00E-018

7,00E-018

2,00E-007

1,00E-018

8,00E-024

60S
RIBOSOMA
L PROTEIN
L21
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TEADEST028H11.b

TEADEST029A07.b

TEADEST029D08.b

TEADEST030D09.b

TEADESTO032E11.b

TEADEST032F07.b

TEADEST033B05.b

TEADEST034G05.b

TEADEST034G10.b

537

515

491

628

574

342

453

459

177

35%

36%

51%

48%

39%

47%

36%

28%

38%

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

miniexon-tryps

TvY486_11_3435533_3435838

TVY486_11_3435533_3435838

TvY486_10_1625108_1625428

TvY486_02_215651_216130

TvY486_11_1736747_1737049

TvY489_02_833553_834011

TvY486_11_3435533_3435838

TvY486_10_524166_524579

AJ250749

84

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="ribosomal
protein L21E (60S),
putative")

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein, unlikely")

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein, unlikely")

Trypanosoma vivax
mini-exon and 5S
rRNA gene,strain
Desowitz

90

48

53

348

81

102

96

52

94

1,00E-018

3,00E-006

1,00E-007

1,00E-096

5,00E-017

6,00E-024

7,00E-021

1,00E-011

4,00E-023

60S
RIBOSOMA
Ribosomal_L L PROTEIN
21le L21
NADH
dehydrogenas
e subunit 5 coiled-coil
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TEADEST034G11.b

TEADEST036C01.b

TEADEST038C03.b

TEADEST038G03.b

TEADEST039B06.b

TEADEST040B02.b

TEADEST043C07.b

TEADEST043D01.b

535

311

431

557

156

209

462

642

35%

53%

29%

39%

38%

45%

48%

51%

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

miniexon-tryps

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

TvY486_11_3435533_3435838

TvY486_09 1137973 1138413

TVY486_10_524166_524579

TvY486_11 1736747 1737049

AJ250749

TvY486_08_274802_275581

TvY489_02_833553_834011

TvY486_02_215651_ 216130

85

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein, unlikely")

[CDS]
(product="hypothetical
protein")

Trypanosoma vivax
mini-exon and 5S
rRNA gene,strain
Desowitz

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein, unlikely")

[CDS]
(product="ribosomal
protein L21E (60S),
putative™)

90

7

47

84

50

53

179

1,00E-018

3,00E-015

6,00E-010

4,00E-017

4,00E-010

3,00E-008

5,00E-009

1,00E-045

NADH
dehydrogenas
e subunit 5

TatC, Sec-
independent
protein
translocase
protein

NADH
dehydrogenas
e subunit 6

60S
ribosom
al
protein
L21

coiled-coil

coiled-coil

DUF316_fs.hmm

BPD_transp_1_fs.hmm
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598 41%
[CDS]
Tvivax.all- (product="hypothetical
TEADEST044B12.b Blast chromosomes.cds ~ TvY489_02_691614 692159  protein") 59 1,00E-009
525 50%
RhoA
GTPase
[CDS] effector
Tvivax.all- (product="hypothetical DIA/Dia
TEADEST044C07.b Blast chromosomes.cds  TvY489_02_833553 834011 protein, unlikely") 57 5,00E-013 phanous coiled-coil
192 58%
Trypanosoma vivax
isolate TviMi trans-
spliced leader SL
TEADESTO045A12.b Blast miniexon-tryps AF335565 sequence 80 6,00E-019
531 53%
[CDS]
(product="hypothetical
Tvivax.all- protein, conserved in T.
TEADESTO045F06.b Blast chromosomes.cds  TvY486_09 110309 111445 vivax") 79 1,00E-015
202 69%
RhoA GTPase effector RhoA
DIA/Diaphanous GTPase
[Signal transduction effector
mechanisms, DIA/Dia
TEADESTO046A09.b Blast Kog KOG1924 Cytoskeleton]. 66 7,00E-013 phanous
662 49%
[CDS]
Tvivax.all- (product="hypothetical
TEADEST046C04.b Blast chromosomes.cds TvY486_08_1109086_1109448 protein") 151 4,00E-053
556 39%
[CDS] NADH
Tvivax.all- (product="hypothetical dehydrogenas
TEADEST046D05.b Blast chromosomes.cds TvY486_11_1736747_1737049 protein") 54 6,00E-008 e subunit 5

86
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298 62%
RhoA GTPase effector RhoA
DIA/Diaphanous GTPase
[Signal transduction effector
mechanisms, DIA/Dia
TEADEST046D09.b Blast Kog KOG1924 Cytoskeleton] 70 4,00E-014 phanous
212 39%
MTHO00095, ND5, NADH
NADH dehydrogenase dehydrogenas
TEADESTO046F06.b Blast Cdd pfam06346 subunit 5 51 6,00E-008 e subunit 5 coiled-coil
588 39%
[CDS]
(product="ribosomal
Tvivax.all- protein L21E (60S),
TEADEST046H04.b Blast chromosomes.cds  TvY486_02_ 215651 216130 putative") 85 2,00E-017 CHROMO_2
555 39%
[CDS]
Tvivax.all- (product="hypothetical
TEADEST047B02.b Blast chromosomes.cds TvY486_10_1625108_1625428 protein™) 81 4,00E-016
184 38%
[CDS] NADH
Tvivax.all- (product="hypothetical dehydrogenas
TEADESTO047C03.b Blast chromosomes.cds ~ TvY486_08_274802_275581  protein") 50 1,00E-007 e subunit 6
RNA
polymer
asell C-
terminal
domain-
binding
protein
RA4,
contains
[CDS] RPR and
Tvivax.all- (product="hypothetical RRM
TEADESTO047G03.b 591 52%  Blast chromosomes.cds TvY489_07_1060481_1061002 protein") 66 2,00E-011 domain
[CDS]
Tvivax.all- (product="hypothetical
TEADEST047G04.b 580 33%  Blast chromosomes.cds TvY486_10_1625108_1625428 protein™) 94 5,00E-020

87
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TEADEST026A04.b

TEADESTO005E07.b

TEADEST026F09.b

TEADEST045B07.b

TEADEST045B09.b

TEADEST047D12.b

540

448

681

248

506

446

36%

47%

46%

58%

59%

34%

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Blast

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

TvY486_11_3435533_3435838

TVY489_07_1060481_1061002

TVY489_07_1060481_1061002

TVY486_08_274802_275581

TvY486_02_215651 216130

TvY486_11 3435533_3435838

88

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

[CDS]
(product="hypothetical
protein")

[CDS]
(product="ribosomal
protein L21E (60S),
putative")

[CDS]
(product="hypothetical
protein™)

95

66

106

59

92

49

2,00E-020

1,00E-011

8,00E-024

4,00E-010

2,00E-019

1,00E-006

LSR,
Lipolysis
stimulated
receptor

RhoA
GTPase
effector
DIA/Dia
phanous

RhoA
GTPase
effector
DIA/Dia
phanous

GATASE_TY
PE_II

Translation
proteins SH3-
like domain

BPD_transp_1_fs.hmm

AA_permease_fs.hmm
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Tabela A2: ESTs de T. vivax com RCBS =>0,5, com o nimero de reads em cada cluster, posicdo da QGRS, o tamanho da QGRS em cada

cluster, a sequencia QGRS, G-score e a posi¢do da CDS (regido codificante) de cada cluster.

Cluster RCBS
TEADESTO045F02.b 0,596886832
TEADEST003HO02.b 1,101876589
TEADEST034D01.b 0,533001803
TEADEST017B02.b 2,7996156

NUmero de
reads

1

65

Posicdo da QGRS
58
94
149
215

432

471
176

404
596

149

215

432

471

530

126

250

316

417

Tamanho
da QGRS

15
19
22
30

28

24
18

25
16

22

30

28

24

24

25

30

30

27

QGRS
GGGGAGGGGCTGAGG
GGGGGTTGAAAGGTTGCGG
GGTTGGGCAAAGGGAGTTGAGG
GGCAAAAAGGAAATGGTTGTTGAAAAATGG

GGAACTGAACGGGGAACCACATGGGCGG

GGCGAGGGGGCACAAAATAAAAGG
GGCTCGAGGCGGTTTAGG

GGAAAAAACGGTAATGAGGAGTAGG
GGTGCGGAGAAGGAGG

GGTTGGGCGAAGGGAGTTGAGG
GGCGAAAAGGAAATGGTTGTTGTAAAATGG
GGCACTGAACGGTGTACCACATGGGCGG
GGCGAGGGGGCACAAGATGAGAGG
GGAAAGAAAGGGCACTAAGAGGGG
GGGTTTTTGGGCCCGGGGGCGGGGG
GGGGGGCGTTACTAAGGGAACCCAACCCGG
GGCCCCCAAAAAACTTGGGGGAAACATGGG

GGGAAAACCCGGGGGGGCCAAAGAGGG

89

G-Score

17

16

18

13

14

10
17

18
18

18

13

13

10

13

41

13

36

Posicdo da CDS
578-360

596-766

358-558

329-392
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TEADEST015G07.b

TEADESTO016F12.b

TEADEST017B12.b

TEADEST020C01.b

TEADEST023D11.b

TEADEST026D09.b

TEADEST028D09.b

TEADEST028E01.b

TEADEST029G01.b

0,675543147

1,179340237

1,179340237

1,202510389

1,02633431

1,796486923

1,796486923

2,492693977

0,807041315

488

537

309

480

585

326

326

326

78

139

194

344

429

487

582

304

476

582

305

477

583

452

538
311

18

24

15

13

22

27

27

27

21

15

15

17

18

30

28

15

13

22

15

13

22

27

25
19

GGCGGGAAAACCGGCGGG
GGGAAAAGGGGGTTGGGTATTGGG
GGCGGTGAGCAGGGG
GGGGGAGGGGAGG
GGGGGAGCATTTGCGTAGGGGG
GGAAGGGTGTGGGAACAAAAAGAAAGG
GGAAGGGTGTGGGAACAAAAAGAAAGG
GGAAGGGTGTGGGAACAAAAAGAAAGG
GGACCATGGTAAACGGGGGGG
GGAAAGGGCGGCGGG
GGGGAAATAAGGGGG
GGAGAGAAAGGCCGGGG
GGTTGAGTTGGGGAGGGG
GGTTTACTCTGGGGGCTTGGAGCAAATTGG
GGGAGGCACGAAGTCTTCGTCGCGGGGG
GGCGGTGAGCAGGGG
GGGGGAGGGGAGG
GGGGGAGCATTTGCGTAGGGGG
GGCGGTGAGCAGGGG
GGGGGAGGGGAGG
GGGGGAGCATTTGCGTAGGGGG

GGGCGACCGGGATAGTACTTGGGGGGG

GGTGAAAAAAGGGCTTCCTGAGGGG
GGCTGAGGGGTGGGTGGGG

90

17

42

15

20

10

12

12

12

19

20

15

14

14

19

15

20

10

15

20

10

34

12
20

628-482

29-127

29-127

29-127

501-617

568-624

569-625

595-530

400-525
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TEADEST029G10.b
TEADEST032D12.b

TEADEST036C08.b

TEADESTO036E10.b

TEADEST037D03.b

TEADEST038B03.b

TEADESTO038EOL.b

TEADEST038F03.b

TEADEST039B07.b

TEADESTO039E11.b
TEADEST021A01.b

TEADEST043G07.b

0,50796243
1,007330906

1,612906721

1,179340237

1,179340237

2,159079889

1,136417985

1,157268636

2,219623118

1,179340237
1,020532686

1,179340237

409
459

326
305

403

453

156

204

227

326

326

326

322

396

33

322
311

409
459

326

326

734

25
12

27
19

25

12

16

13

13

27

27

27

27

27

29

27
19

26
12

27

27

28

GGGGAAACAAGAGTTACGGTTAAGG
GGGGTGGAGTGG

GGAAGGGTGTGGGAACAAAAAGAAAGG
GGCTGAGGGGTGGGTGGGG

GGGGAAACAAGAGTTACGGTTAAGG
GGGGTGGAGTGG
GGGGGGACGGGCGGGG
GGGGGAAGGCAGG

GGACGGACGGCGG
GGAAGGGGGAACAAACAGAAAGGACGG
GGAAGGGTGTGGGAACAAAAAGAAAGG
GGAAGGGTGTGGGAACAAAAAGAAAGG
GGAAGGGTGTGGGAACAAAAAGAAAGG
GGAAGGGTGTGGGAACAAAAAGAAAGG

GGCGCAGCCGTCGCACGTTTTCGGGGCGG

GGAAGGGTGTGGGAACAAAAAGAAAGG
GGCTGAGGGGTGGGTGGGG

GGGGAAACAAGAGTTACGGTTAAGGG
GGGGTGGAGTGG

GGAAGGGTGTGGGAACAAAAAGAAAGG
0

GGAAGGGTGTGGGAACAAAAAGAAAGG

GGGACAGAGAGGGGGGGAAGTTCGAGGG

91

18

12

20

18

40

20

20

11

12

12

12

12

12
20

18

12

12

35

126-28
394-480

33-122

29-127

29-127

122-30

105-200

31-126

161-114

29-127
49-186

29-127



ANEXO Il - TABELA A2

TEADEST043G10.b

TEADEST043H07.b

TEADEST044A07.b

TEADEST046C04.b

TEADEST013H08.b

1,546704451

0,813477268

3,344839601

1,611438914

1,293000322

105
269

440

37

159

326

593

47

108

175

225

269

379

400

440

493

543

116

157

194

348
413

440

26
18

26

29

15

12

28

26

29

28

17

12

12

23

27

28

30

15

17

12

29
19

27

GGCCACACAATGGGGTCCCACATGGG
GGGGGAAGGGAAAAGAGG

GGGGGGGACGACGGGGCACCAGCAGG
GGCCCACCCGTCCCACGTTTTCGGGGCGG
GGGGGGGACGGGGGG

GGAAGGGGGGGG
GGGAAACTGGAAAGTTGGTAAGTACAGG
GGGTGGCAAGGGCGTCTTTAAAACGG
GGGGCGGGAGAAAGCAGGGGGGAAAGGGG
GGGAATGGTTGAAGCAGGGAAAGGGAGG
GGAGCGAAAAGGAGGGG
GGCGGTTGGGGG

GGGGGGGAACGG
GGTGGACCGCGTACAGGCACTGG
GGGGCTCAGGTCGCGCGGGGTTGGCGG
GGCCAACTGGGTGTTGGCCCCACGTTGG
GGGTCAAATATCCGGGGTGAAGGGGCTGGG
GGTTAACGGGGGGGG
GGGTGGTTCCAAAGGGG

GGGGGGGGAAGG

GGGAAAACACGGGGGCTCTGAGGGTTGGG
GGGCCATGGGGGGGGAGGG

GGGGCAGGGCTGCATTCTGTAACAAGG

92

12
16

16

40

20

19

11

36

17

13

20

18

12

20

17

35

17

14

20

36
39

414-322

641-420

28-69

282-205

477-602
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TEADEST015B08.b
TEADEST015D07.b

TEADEST016C03.b

TEADEST029A06.b

TEADEST013G04.b

TEADESTO005E09.b

TEADESTO005H09.b

2,530746137
1,600387086

1,179340237

1,475243977

1,000028953

0,905326557

3,491180327

501

551

242

309

483

584

326

95

124

191

225

385

439

493

558

66

105
269

320

440
61

165

230

451

14

25

11

15

10

23

27

24

16

12

15

20

28

28

15

12

25
18

28

26
18

30

29

24

GGAGGGATTGGGGG
GGTTGATTTCCCGGGGAGTTTCAGG
GGGGAAGGGGG

GGCGGTGAGCAGGGG

GGAGGGGAGG
GGGGGGAGCATTTGCGTAGGGGG
GGAAGGGTGTGGGAACAAAAAGAAAGG
GGTTGAGCCACCAGTGGCTGGAGG
GGTGGGTAATGGGAGG
GGGGAAGGGAGG
GGAGCGGAGAGGAGG
GGACGGAGTGTTGAAGGTGG
GGTGGCTCAGGTCGCGCGTGGTTGGCGG
GGCCAACTGGGTGTTGGCGCCACGTTGG
GGTGTAGGGGCTGGG

GGAGGAAGGGGG

GGGCACACAAGGGGGGCCCACAGGG
GGGGGAAGGGAAAAGAGG

GGACCAAAACGCAAGAAGAGGGGGTCGG

GGGGGGGACGACGGGGCACCAGCAGG
GGGGCCCCCAAGGGCCGG

GGGGCCCTTTCCAATGGAATCCAACCCCGG
GGCCCCCAAAAAACCTGGGGGAAACCAGG

GGGAAAAGGGGGTTGCCTATTTGG

93

19

11

19

15

20

10

12

19

19

19

13

18

17

17

20

35
16

16
14

10

12

207-178
466-519

29-127

321-205

302-111

574-422

245-298
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TEADEST012F06.b

TEADESTO015F02.b

TEADEST016G07.b

4,272791891

0,839620849

2,7945726

514

114

155

225

264

309

401

436

466

511

111

146

181
240

282

306

392

429

481

108

146

251

297
426

23

26

17

18

16

30

18

16

22

24

30

26

28
19

24

20

30

30

18

16

11

26

15
13

GGTTTTTCGCGGCCGCCAAGGGG
GGGGGCGGGGGGCCCCAGGGGCGGGG
GGTTTGGGACCGGGGGG
GGGGGCGTTTCTAGGGGG
GGGGGAAAACTTGGGG
GGAAACCTGGGCAAAAGTGTTTCCCGGGGG
GGGGGGGCCAAAGGGGGG
GGGGTGGGCCCCCCGG
GGAAAACCGGGGGGGCCGCCGG
GGGGAAGGGGGGTTTGGTTTTGGG
GGGGGGGGGGCGGAACCCCGGCCGGGGGGE

GGGGGCGTCCCAAAACAACACAGGGG

GGGGGGGCCAACTCCCCCAAAAGGGGGG
GGGGGGGGCAAAAGGGGGG

GGCGGGGGGAAGCAAGGCCAAAGG
GGCCCCCAGAGGGAAAGGGG
GGGGGGAGCCAAAACGGAAAAACGGGGGGG

GGGCCGCCTACCACCCGGGAAAACGGGGGG
GGAAAACCCGGGGAGAGG
GGAGACCCGGGGGGGG

GGGGGGGGGGG

GGTAAAAGAGGGGAAAAAGTGAGGGG
GGGGGGGTAAAAAGG
GGGGGGGGCCCGG

94

13
59
19

14
14

37

15

18

33

30

27
37

20

13

25

29

14

16

21

12

15
19

304-360

100-498

2-197
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TEADEST021A10.b

TEADEST021C02.b

TEADESTO021E11.b

TEADEST023D10.b

1,167984245

0,645996697

1,527067332

1,641431966

448

483

516

78
203

288
381

447

78
203

288
381

447

284

398

495

100

155

224

289

334
401

21

22

21

24
17

30
14

22

24
17

30
14

22

26

30

24

24

16

18

30

15
19

GGCCTCAAAGGTGCCCCGGGG
GGGAAGGGTTTTTTGGCCTCGG
GGGCTTGGGGGGGGTCCCCGG

GGGTGTTGGGCCCCGGGGCCGGGG
GGCGGCCGGGACTAAGG

GGGAACTCGGGGGAAAAAGGGGTACCCGGG
GGGGGGGCCCAAGG

GGAAACCGGGCACGGCCCCCGG

GGGTGTTGGGCCCCGGGGCCGGGG
GGCGGCCGGGACTAAGG

GGGAACTCGGGGGAAAAAGGGGTACCCGGG
GGGGGGGCCCAAGG

GGAAACCGGGCACGGCCCCCGG
GGCTGGCGTGAGGCGCCTGAAGTTGG
GGAAAATAAAAGGGAAGGGGAAGTATTGGG
GGAACACAAAGGCGGCAACACGGG
GGGTGGTGGGCCCCGGGGGCGGGG
GGCTTGGGCCCGGGGG
GGCGGCCCGTACCCGGGG
GGCCACCCAAACACCTTGGGGTACTCATGG

GGGGGAAATTGGGGG
GGGGGGCCCCACGGGGGGG

95

14

19

20

42
17

42
16

20

42
17

42
16

20

12

17

14

42

18
12

17
36

276-455

248-442

420-521

196-285
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TEADEST026A11.b
TEADEST029B05.b

TEADEST029E05.b

TEADEST034A08.b

TEADESTO035F10.b

TEADEST046H06.b

0,762785116
1,310360633

0,585715214

1,61672416

0,821564552

5,275480447

466
513

142

235
327

387

472
296

331

92
180

220

274

330
423

471
531

18

119

405

132

160

215

22
14

13

24
17

30

22
15

26

27
18

30

25

29
16

30
13

20

18

12

18

25

28

GGAAAACGGGCGGGCCCCCCGG
GGAAGGCGGGTTGG

GGAACGGGGGCGG

GGGGGGACAACCCCCCGGTCGAGG
GGGGTCCATCTGGAAGG

GGGGCGCTGGGAGAACCTCAACCCGAAAGG

GGCAAGGGGGGAGGCGCACCGG
GGGGGCCGGAAAAGG

GGATGCGGTCAAGGCCCGCAATCCGG

GGCCCCCGGGCTATTTTTTTGGCCCGG
GGCACCCGGAATTGGGGG

GGTCCAGGGGGAAATCCCACCCCCCGGGGG
GGACCCAACCTGGAGGCAAACTTGG

GGAAACCAGGGCCAAAGCGGTTCCCGGGG
GGGGGGCCAAAGGAGG

GGCCCCCTTCCCAGCCGGAAAACCGGCCGG
GGGGGAAAGGGGG

GGGGAACGGAAAGAAGGAGG
GGCGGCCGCCACCAGGGG
GGGGAGAGGCGG
GGGGGCCGTTACAAGGGG

GGAACCAAGCTGGAGGCAAAGTTGG

GGGAAAACAGGGGCAAAGGTGTTCCCGG

96

18
21

19

13
14

19
18

15

14
17

13

21

17

19

16

12

18

12

13

20

147-350
229-291

191-355

396-437

381-443

239-259
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TEADEST047C10.b

TEADEST001A02.b

TEADEST012C11.b

TEADESTO012F11.b

TEADESTO015E08.b

2,302632523

1,574518059

0,592131799

0,927109462

1,247332986

298

373

417

491

48

85
153

248

79

206

269

370

416

489

52
92

136

199

243

28

22

27

24

25

28
18

29

26

27

29

25

30

25

25
19

30

30

30

GGGAAAACCCGGGGGGGCCAAAGGAGGG
GGAAAACCGGGCGGGCCCCCGG
GGGGGAAAGGGGGTTTGGGAATGGGGG
GGGGAAAGGCGTTTTTCTTTTTGG
GGCCGCGGGGCCGGCGGCCACGAGG

GGAAATGGCCAGTGGCTGCCGAATGAGG
GGCAAGAAAGGAAAGGGG

GGCTCACGCGACTGCCAGCGGAGGCACGG
GGGGGGGGGGGCCGCGGGGCCCGGGG
GGGCGGTTCGAAGGCACCCAACCCCGG
GGCACCGAAAACGCGGGGGGCACCCAAGG
GGGAAAGCCCGGGGGGCCCAATGGG
GGTGGCGCACCAAGCCCGCCATCCCCGGGG
GGGGGGAGGCGGGGTGCCCAAAGGG

GGGACCGGGGCCCCAAAGGGCAGGG
GGACTGGCACCCGGAGGGG

GGTCCAGGGCAAAAACCCAACAAAAGGCGG
GGAACGCCAACGGTGGGAGGACGACAAAGG

GGGCCAACCGGGGGCCCAGGAGCTTCCTGG

97

35

18

42

20

14
14

62

12

11

35

34

37
19

17

20

3-152

25-117

29-241

482-372

322-278
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TEADEST020H04.b

TEADEST025A01.b

TEADESTO008HO06.b

TEADEST011G06.b

1,822839035

1,058237915

0,790604731

0,926269536

332

391

452

554

72

118

154
212

267

325

380

404
461

494
536
572

121

212

237

298

471
109

26

30

24

29

30

18

22
21

30

20

23

25
14

26
16
13

30

25

24

13

14
12

GGGAAGCCCGGGGGGGCCAAAGCGGG
GGCCCCGTTCCCGCCGGGAAACCTGGCCGG
GGGAGAGGGGGGATGGCGAATGGG
GGGGGAACAACGGCAGCCCCCGAACCCGG
GGTGGGGTCTGCGCCTTCTCTTTTCTTTGG
GGGGGCGGTCACTCGCGG

GGGTGTGGCGTCGCTTGTGGGG
GGCCCCGGTGGTTTGCCGTGG

GGGGGGGCAGGCAAGTACTGGCTGGCGTGG
GGGGCGGGTGGCGGACGAGG
GGATTAACGAGCCGGCCGGCGGG

GGGGAGGGGAGGGGAGAGTATGGGG
GGGGTCGGGCGTGG

GGGTCAGACAAGGGGGGCAACACGGG
GGATACCGGCGGGTGG
GGGAGGGGTCAGG

GGCACCCGCCAGCCCCCCGCAACGGGGGGG
GGAAAATGGAGCCATACCATTGGGG

GGACAACCCCCCGGTAAAGGAAGG
GGGGAACCGGAGG
GGCGAATGGGGAGG
GGGGGCGGGAGG

98

36

10

33

14

11
14

20

21

12

57
18

34
17
18

13
17
16
20

220-297

485-366

489-298

437-309
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TEADEST024C01.b

TEADEST034H04.b

TEADEST044B09.b

TEADEST045C02.b

1,165912537

1,760006903

2,597195804

1,013179349

172
198
265
290
327

400
74

86

203

269

370
415

103
162

227

269

311

394

107

190

333

376
105

14
28
12
17
11

30
10

27

26

27

29
16

25
12

30

24

29

29

30

30

22

16
16

GGGGCGGAAAATGG
GGTGTGAGTTCGCCACAGCGGAGGAAGG
GGATGGGGACGG
GGTGTCAGGCGGGAGGG
GGGGGAGGGGG

GGGCCAAAAGGAGGGGAAGGGGAAGTGAGG
GGTGGGGAGG

GGGGCGGGGGGGCGGCGGGCACAAGGG
GGGGGGCGGCACTAGGGGACCCGGGG
GGCCCCCAAAAGGCGCGGGGAAAACGG

GGGAAAGCCGGGGGCGCCCTTTGGGGGGG
GGGTGGGGCCCGCCGG

GGGTGTTTGGGCCGGGGGGCGGGGG
GGGGACCGGGGG

GGGGGGCCTTTCCAAGGGATCCCAACCCGG
GGCCAAACTTGGGGATTCTAAAGG
GGAAAACCTGGGCAAAATGGTTTCCCGGG
GGGAAAAGCCGGGGGGCCCAATGAGAGGG
GGCCCCAAGCCGGGGGGGAAAAAACCCCGG
GGGGGGGGGAAAAAAAAAGGGGGCCCGGGG
GGGGGGCCCCGGGGAAGACCGG

GGGGGGGGTTTTTTGG
GGGGAGGCTAACCCGG

99

16

19
18
21

20
20

42

34

17

35
15

41
18

13

13

21

32

14

55

17

16
14

382-287

304-451

1-543

368-532
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TEADEST044F03.b

TEADEST008G06.b

TEADEST010G03.b

TEADEST016D11.b

1,32765029

0,948902922

3,166436205

0,581930182

136

182

246

303

331

397
476

507
113

143

190

254

309

394
484

510

235

92

198

281

437

59

23

23

17

15

25

28
16

22
16

24

23

18

17

20
16

27

26

25

28

26

22

23

GGAAAGTGGATAAGGGGGGGAGG
GGCCCCCCAAAACGGGCCAGGGG
GGCCCCGGGGGGACAGG
GGGGGCCAGGAAAGG

GGGGCAACCGGCAACAAAGCAACGG

GGGGGAAGGCCAAAAACGGCCCCCCTGG
GGCAAAATCGGGGGGG

GGCAGGACCTCGGGCCCCCGGG
GGGGAGGCTTACCCGG

GGGGAAGGGGATCAGGGGGGGGGG
GGCCCCCCAAAACAGGGCAGGGG
GGCCCCGGGGGGACAGGG

GGGGGGGCCAGGAAAGG

GGGCAAGGAGCGGGGGAAGG
GGCAAAATCGGGGGGG

GGGGGGGCGGGACCCCGGGCCCLCLCGGG
GGTGACAACCCCCCGGTAGAGGATGG
GGCAAGCGCCACGCAACGGGGGCGG
GGTGTGACAACGCCTCGGTAGAGGATGG
GGCCACGCCGGCATCAATCCGGAAGG
GGCGAGTGGGGAGGCGCACCGG

GGAAATGCGAAACAAGGGGGGGG

100

21

10

19
19

18
14

17
14

61

19

21

21
14

42

11

14

18

58-453

289-459

391-417

288-464
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TEADESTO016E11.b

TEADEST020F04.b

TEADEST038F05.h

TEADESTO047E11.b

TEADESTO047F05.b

TEADESTO019F08.b

0,702843636

0,572496919

0,647437776

1,027331579

2,401786835

2,1090047

229
409
472

233
472

249

437
493

217
274

452
61

231
324

366
473

44

384

558

181
324

354

398

28
13
11

24
14

28

24
15

26
10

22
21

28
19

22
11

24

24

30

23
15

25

30

GGGGGGACAACCCCCCCGCAGAGGAAGG
GGGGCCCAGGGGG
GGGGGAGGGGG

GGGGGGACAACCCCCCGGTAGAGG
GGGAGGGGGGAGGG

GGGGTGACAACCCCCCTTTTGAGGAAGG

GGGGTTTGGACCCTTGCCCCAAGG
GGGGAGGCGCACCGG

GGTGACAACGCCCCGGTAGAGGATGG
GGCGGCGGGG

GGCGAGTGGGGAGGCGCACCGG
GGTAAAGGTTTTATTGGGGGG

GGGGGGGCACCCCCTCGGTAAAGGAGGG
GGTTCGTTTTGGAGGGAGG

GGGGAAAGCAAATTTTTGGGGG
GGGGGGGGGGG

GGCTTTCTCTGTTTAGGGGGCAGG

GGGGGGGGACACAGCGCAAATAGG

GGAAGGGGAAGTAAAAGGAATAAAAAAAGG

GGTGGCATAGACGGACGAAGTGG
GGGGCAGGAAGACGG

GGTGAGTGAAGGGGAAGTACGAAGG

GGCCAGAAAAGACGGAAAGGGAAATGTGGG

101

17
21

13
41

15

11
20

18
16

15

14

21

15

15
16

12

14

451-305

305-508

434-294

285-446

244-271

319-230



ANEXO Il - TABELA A2

TEADEST037B07.b

TEADEST012H06.b

TEADEST014B02.b

TEADEST014B07.b

TEADEST015C02.b

TEADESTO016H07.b

TEADEST018B03.b

TEADEST023C10.b

TEADEST044C05.b

0,7981659

0,591946693

0,794198693

0,720183691

0,670408658

0,742469491

0,661479034

0,635850692

1,769036767

449
153

25

192
455

599

634

250

449

439

198

436

235

471

261

497

216

453
247

296

456

22
17

26

24
12

26

12

16

26

22

28

22

26

22

26

22

28

22
20

29

28

GGAACCCGGGATGGAGCTGAGG
GGGTAGGAGAGGGAAGG

GGAATACAAAGAGGCACAATTGGGGG

GGGGTCTAGGGTGAGTGCGAGCGG
GGCGGCGGATGG

GGTGTCTGGTGACTGATGTCCGGTGG
GGTGGCTGGTGG
GGGAGGCAGCGGCTGG
GGGCGACCGGGAAAGTACTTGGGGGG
GGCGAGAGGGGAGGCGCACCGG
GGTGTGACAACGCCTCGGTAGAGGATGG
GGCGAGTGGGGAGGCGCACCGG
GGTGACAACCCCCCGGTAGAGGATGG
GGCGAGTGGGGAGGCGCACCGG
GGTGACAACCCCCCGGTAGAGGATGG
GGCGAGGGGGGAGGCGCACCGG

GGTGTGACAACGCCTCGGTAGAGGATGG

GGCGAGTGGGGAGGCGCACCGG
GGTAGAGGATGGCAAAAAGG

GGGGATCGGGATGCCCCCCCCCCCCCeaG

GGGCCCCCCAACGGCGAGGGGGGGGGGG

102

18
21

12

10
20

10

20

19

33

18

18

11

18

11

19

18
17

29

212-72

260-567

528-217

514-353

406-251

441-298

467-315

463-281

454-323



ANEXO Il - TABELA A2

TEADEST046C09.b

TEADESTO047F11.b

TEADEST046G11.b

TEADESTO046E06.b

TEADESTO043F05.b

TEADEST042C10.b

TEADEST034G12.b

TEADESTO033E03.b

2,378549418

0,621260304

0,912061837

2,798578987

0,769562379

0,7892474

1,898715033

2,205008354

94

183

206

251

358

459

44

211
61

356

396

451

97
155

371

437
482

535
581

86

130

210

17

19

19

29

24

30

26

24
17

30

30

27

28
18

25

24
18

27
19

26

25

29

GGGGGGGGAAGGAATGG
GGGAAAAAAGGGGGGGGGG
GGTTTTCCCCCCGGGGCGG
GGGGGGGTTTTTCCCCCGCCCCTGGGGGG
GGGGAAATTTTCCCCCCCTGGGGG
GGGGTAAACAAGGGCATAAATTTTTTCTGG

GGAATCCAAAAAGGCTCATTGGGGGG

GGGGTCTAGGGTGATTGCAACCGG
GGGGAGGAGGGGGGAGG

GGAAGGCACGAAACCACAACGGTACAAAGG
GGTGAAAAAAAATCGGACAAAGGAAACTGG
GGCGGCCCCAAGTTTTCCCGGTTAAGG

GGTGTTGAGAGGTCGCGGCAACTTCTGG
GGGCGAGGGGAGTTGAGG

GGTACTCAACTGGGACAATGAGGGG

GGCACTGAACGGTGGGCCGCAAGG
GGGGCACAGGATGACAGG

GGAAACAAACGGTACAAAGAGGGTAGG
GGGGAAAGGAAAAGAATGG

GGCCGACAGGGACAGGGGCCACCAGG
GGAACTCGGCGTAGGAGTTGCTTGG

GGCGCGTCTGTAGTCCTGCTGGTGCGGGG

103

21
36
11

26

13

10
21

14

17
15

12

15
15

16
13

21

17

2-373

44-427

152-319

399-482

586-422

5-271

65-151



ANEXO Il - TABELA A2

TEADEST029D11.b

TEADEST028C10.h

TEADEST022D09.b

TEADESTO017HO05.b
TEADEST017D12.b

TEADESTO011F03.b

TEADEST001D10.b

TEADEST002D03.b

TEADEST002D04.b

0,654242907

1,453774118

2,858890322

3,023004842
2,876920876

0,817344198

0,893563901

1,245946954

1,496106043

137

201

356

440
484

53
88

143

209
124

320

124

260

153

268

441

501

326

477

166

24

23

25

30
18

24
19

22

30
14

29

14

27

29

14

21

26

28

22

22

GGGCCTAGCAGGGGCAACGTCCGG
GGCACCGAAGGGCCAGGCAGCGG
GGAACGGCAGAGACCAGGATCCCGG

GGCGGACGCGAATCCTCCACGACCAGGGGG
GGCGGACGAGGCAAAAGG

GGGAGGGGCTGAGCCCCTTGCAGG
GGGGGTTGAGAGGTTGCGG

GGTTGGGCGAAGGGAGTCGAGG

GGCAAAAAGGAAATGGTTGTTGTAAAATGG
GGCGGAGGCCAAGG

GGCTTCGATGTGGGACCCGAGGCAGAGGG
GGCGGAGGCCAAGG
GGCGGCAGCGAATTGGTCCAGTTAAGG
GGGCACCGACAGGGACCGGGGTTACCGGG
GGAAAAAGGAGGGG
GGGGGGGGACCCCGGGAAGGG
GGAGGGCGGTGAAGAAGGGATATTGG
GGGGGTAGATAAAGGGAACGAAAGCTGG
GGAGTGGAGATGAGGTGATCGG

GGGTTAAAGGTAGCGCGAGGGG

104

13

18

15

17

16

18

13
18

17

18

13

38

16

39

19

12

18

13

530-405

353-406

293-234

2-52
290-234

61-180

183-70

135-25

476-592



ANEXO Il - TABELA A2

TEADESTO003F05.b

TEADESTO003F06.b

TEADESTO004A04.b

TEADEST004C10.b

TEADESTO005C06.b

TEADEST005D05.b
TEADEST005D06.b

TEADEST005D11.b
TEADESTO005E01.b

TEADESTO005H06.b

TEADEST008A02.b

1,016713652

0,970493454

2,355451664

1,021633956

1,245946954

1,411134
0,783919846

0,913526385
1,195015985

1,118875958

1,245946954

190

516

147
231

269

114

244

508

565

115

121
235

326

477

326
116

151
194

349
420

305
480

326

11

25

26
12

25

30

16

19

20

24

29
14

28

22

28
15

23
12

28
11

15
10

28

GGGGGTGGTGG

GGATGCTTTGCGTTCGCGGTGGTGG

GGCTCGTAGTCCGCCACACGGGGGGG

GGAGGGAGGGGG

GGGAATGGGCTCCTTCGGCTTCTGG
GGGGCAAAAAAAAACACGGGCACTGACAGG
GGGGAAGAGGGAGGGG
GGGGGAGTGAGGTGTATGG
GGTAAAGGGAGGGGTGGAGG

GGGGCGGGGGCCCCAAGGGGCGGG

GGCACTGACAGGTACTGTGTTTACAGGGG
GGAAGAGGGAGGGG

GGGGGTAGATAAAGGGAACGAAAGCTGG

GGAGTGGAGATGAGGTGATCGG

GGGGGTAGATAAAGGGAACGAAAACAGG
GGTTAACGGGGGGGG

GGCCCCCGGGGTTTCCAAAGGGG

GGGGGGGGAAGG

GGAAAACACGGGGGCCCTGAGGTTTGGG

GGGGGGGGAGG

GGCGGTGAGCAGGGG

GGAGGGGAGG

GGGGGTAGATAAAGGGAACGAAAGCTGG

105

21

20

19

17

17

21

38

17

12

18

12
17

13
20

17
21

15
20

12

325-134

165-49

101-202

154-38

135-25

135-25
212-529

469-218
462-524

254-105

135-25



ANEXO Il - TABELA A2

TEADESTO008A06.b

TEADESTO009A05.b

TEADEST010C11.b

TEADEST010G04.b

TEADEST011A03.b

TEADESTO011E10.b
TEADEST013A02.b

TEADEST013C06.b

TEADEST013D01.b

TEADEST013H02.b

TEADEST015B06.b

TEADEST015B07.b

TEADEST015D01.b

1,266916591

1,245946954

0,620115363

0,707072966

1,097311557

0,528762508
1,004040906

1,245946954

1,058413761

0,95247463

3,210492127

1,327463308

1,739765739

352

326

477
154

326

566
304
476

582

326

477
309
483
299
470

575

139

333
374
331
352
374

28

28

22
19

28

27
15
13

22

28

22
15
10
15
13

22

27

30
19
11
10
19

GGGGGTAGATAAAGGGAACGAAAGCTGG

GGGGGTAGATAAAGGGAACGAAAGCTGG

GGAGTGGAGATGAGGTGATCGG

GGGAGGAGGATGCCTCCGG

GGGGGAAGATAAAGGGAACGAAAGCTGG

GGAACTTTTTGGCGAACAGGGGGCGGG

GGCGGTGAGCAGGGG

GGGGGAGGGGAGG

GGGGGAGCATTTGCGTAGGGGG

GGGGGTAGATAAAGGGAACGAAAGCTGG

GGAGTGGAGATGAGGTGATCGG
GGCGGTGAGCAGGGG

GGAGGGGAGG

GGCGGTGAGCAGGGG
GGGGGAGGGGAGG

GGGGGAGCATTTGCGTAGGGGG

GGCATTTCGGGATCATGGCCCCATAGG

GGGAGGAGGAAAAAAAAAAGGGGGGGAGGG
GGAAAAAAAGAGGGGGGGG

GGAGGAGGAGG
GGGGGGGAGG

GGAAAAAAAAAGGGGGGGG

106

12

12

18
14

12

18
15
20

10

12

18
15
20
15
20

10

20

27
13
21
20
13

161-51

135-25

432-94

468-133

135-25

153-608
554-462

135-25

557-465

458-574

437-378

197-147

148-198



ANEXO Il - TABELA A2

TEADEST015D08.b

TEADESTO015E12.b

TEADEST015G05.b

TEADEST015G06.b

TEADEST016C08.b

TEADEST016C10.b

TEADESTO016F12.b

TEADEST016H08.b

TEADEST016H10.b
TEADESTO017A11.b

1,078845632

1,47697522

1,634333776

0,687489868

1,355269485

2,670837833

1,179340237

3,04380135

1,046545218
2,401984882

457

485

326

326

477

167

46

163

199

240

277

310

304

479

326

108

561
315

473

27

30

27

28

22

11

23

21

30

25

25

29

15

10

27

25

27
15

24

GGGGGCCGCGAATTTTTCCGGTTAAGG

GGAATTCCAGATAACTGGGGGCCGTTGCGG

GGAAGGGTGTGGGAACAAAAAGAAAGG
GGGGGTAGATAAAGGGAACGAAAGCTGG
GGAGTGGAGATGAGGTGATCGG
GGAGGTGGAGG
GGCTTACGGTCCCGTGGCGGCGG
GGTGACACGAGGGGCAATGGG
GGAGGGACGGGGGCAGCAAGGAATGAAAGG
GGTTCGTACCCGGAACCTCCGGTGG
GGGAGGAACCAGGACGAGCGCTCGG
GGGGCTTGGGCGAATACACCAGGACAGGG
GGCGGTGAGCAGGGG

GGAGGGGAGG
GGAAGGGTGTGGGAACAAAAAGAAAGG

GGCCCCGGGGCCGGGGGCCCCCAGG

GGAACTTTTTGGCGAACAGGTGGCGGG
GGCGGTGAGCAGGGG

GGGGGGACGTGTTAGGGGGAGGGG

107

12

12

18

21

19

13

20

13

13

14

15

20

12

20

18
15

34

29-127

134-54

391-320

391-320

490-525

29-127

202-155

242-141
582-556



ANEXO Il - TABELA A2

TEADEST017C03.b

TEADEST017C04.b

TEADESTO017E02.b

TEADESTO017E08.b

TEADESTO018F11.b

TEADEST019C02.b

TEADEST020B09.b

TEADEST020H02.b

TEADEST021D07.b

TEADEST021H08.b

TEADEST023C06.b

1,382293192

1,99114337

1,207042021

1,605850166

5,57466409

1,595064636

1,781268727
1,99114337

1,330700977

1,47697522

2,763634007

317

480

330
505

151

359
315

473
544

165

374

326

477

352

304

476

326

477

327

479

28

22

15
10

26

21
15

23
12

27

28

28

22

16

15

13

28

22

28

23

GGGGGTAGATAAAGGGAACGAAAGCTGG
GGAGTGGAGATGAGGTGATTGG

GGCGGTGAGCAGGGG
GGAGGGGAGG

GGATAAGGGCAACTGAAGGGTTACGG

GGCAGAGGGAGTGCTGTGGGG
GGCGGTGAGCAGGGG

GGGGGGACGTGTTAGGGGGAGGG
GGAGGGAAGGGG

GGCCCCTTATTCCCCCACCCGGGGGGG
GGAACGGGCCATTCCTTACCGGCGTGGG
GGGGGTAGATAAAGGGAACGAAAGCTGG
GGAGTGGAGATGAGGTGATCGG
GGACAAGGGGAATTGG
GGCGGTGAGCAGGGG
GGGGGAGGGGAGG

GGGGGTAGATAAAGGGAACGAAAGCTGG

GGAGTGGAGATGAGGTGATCGG

GGGGGTAGACAAAGGGAACGAAAGCTGG

GGAGTGGAGATGAGGAGATCAGG

108

12

18

15
20

18

13
15

34
19

13

12

18

17

15

20

12

18

12

18

48-125

551-498

64-156

472-516

174-151

57-134

134-54

252-472

185-81

134-54

100-135



ANEXO Il - TABELA A2

TEADEST023G10.b
TEADEST024D11.b

TEADEST024E10.b

TEADEST026A03.b

TEADEST026A05.b

TEADEST026B06.b

TEADEST026H11.b

TEADEST028A03.b

TEADEST028A05.b

TEADEST028F09.b

1,046545218
2,234898273

0,940867216

1,551059711

1,525446067

1,525446067

1,525446067

1,20965446

1,525446067

0,994904892

516
315

473

444

530
324

462
495

326

477

326

477

326

477

290

327

483

326

477

106

27
15

24

26

24
15

24
10

28

22

28

22

28

22

27

26

30

28

22

29

GGAACTTTTTGGCGAACAGGTGGCGGG
GGCGGTGAGCAGGGG

GGGGGGACGTGTTAGGGGGAGGGG

GGGCGACCGGGATAGTACTTGGGGGG

GGGGAAAATAGGGCTTACTGATGG
GGCGGTGAGCAGGGG

GGGGAAAAAAAATGAAAAAGGTGG
GGGGGAGGGG

GGGGGTAGATAAAGGGAACGAAAGCTGG

GGAGTGGAGATGAGGTGATCGG

GGGGGTAGATAAAGGGAACGAAAGCTGG

GGAGTGGAGATGAGGTGATCGG

GGGGGTAGATAAAGGGAACGAAAGCTGG

GGAGTGGAGATGAGGTGATCGG

GGGTAACTCGGGGGGACAGTCCGAGGG

GGGGAGCAGGGGCTGTACAAATGGGG

GGGGACGTGTTAGGGGGAGGGGAGGAGGGG

GGGGGTAGATAAAGGGAACGAAAGCTGG
GGAGTGGAGATGAGGTGATCGG

GGCACTGACAGGTACTGTGTTTACAGGGG

109

18
15

34

33

12

15

20

12

18

12

18

12

18

33

11

57

12

18

197-96
597-556

475-272

480-521

55-135

55-135

135-55

481-555

55-135

23-139



ANEXO Il - TABELA A2

TEADEST028H11.b

TEADEST029A07.b

TEADEST029D08.b

TEADEST030D09.b

TEADESTO032E11.b

TEADESTO032F07.b

TEADEST033B05.b
TEADEST034G05.b

TEADEST034G10.b

TEADEST034G11.b

1,525446067

1,370029365

1,084733675

1,046545218

1,177811066

2,40041806

1,563843481
2,981324001

1,786818409

1,47697522

220
482

539
617

328

479

326

477

177

397

561

307

482

194
229

305

320

331

352

374

90

326

477

14
19

26
16

28

22

28

22

23

25

27

15

10

21
14

27

28

11

10

19

25

28

22

GGAAGAGGGAGGGG
GGGGGAGTGAGGTGTATGG

GGTAAAGGGAGCGGTGGAAGAGTTGG
GGAGGGCGGCGACCGG

GGGGGTAGATAAAGGGAACGAAAGCTGG
GGAGTGGAGATGAGGTGATCGG
GGGGGTAGATAAAGGGAACGAAAGCTGG
GGAGTGGAGATGAGGTGATCGG
GGATTGGCGGCTAACAACAAAGG
GGCATCAGGAGAAGCGGTTTCCAGG
GGAACTTTTTGGCGAACAGGTGGCGGG
GGCGGTGAGCAGGGG

GGAGGGGAGG

GGAACGACCGGCGCCGGAAGG
GGACTGGCGGCGGG

GGGGCTAATGCACATAACACAGGAAGG
GGGGGTAGATAAAGGGAACGAAAGCTGG
GGAGGAGGAGG

GGAGGGGAGG
GGAAAAAAAGAGGGAGGGG
GGGCCGGGGGCCACAAGGGCCGTGG

GGGGGTAGATAAAGGGAACGAAAGCTGG

GGAGTGGAGATGAGGTGATCGG

110

17
17

19
17

12

18

12

18

11

20

18

15

20

16
19

12

21

20

12

20

12

18

57-137

26-133

187-5

242-141

559-494

307-260

127-50
290-316

66-144

134-54



ANEXO Il - TABELA A2

TEADEST036C01.b

TEADEST038C03.b

TEADEST038G03.b

TEADEST039B06.b
TEADEST040B02.b

TEADEST043C07.b

TEADEST043D01.b

TEADEST044B12.b

TEADEST044C07.b

0,630881632

1,573748182

152744164

3,186559818
1,244592825

1,028649114

0,847233377

1,361873131

1,649981002

108
217
331
352
374
309
483

94

234

296

318

349

412

194

455

541
597

126

334

438

59

125

159
205

24
18
11
10
19
15
10

25

23

12

19

21

30

30

27

24
11

26

21

29

27

10

15
17

GGCCGCTAACGAGGGGGAATGCGG
GGACCCCAGGGGCAGGGG
GGAGGAGGAGG

GGGGGGGAGG
GGAAAAAAAAAGGGAGGGG
GGCGGTGAGCAGGGG
GGAGGGGAGG

GGGCCGGGGGCCCCGAGGGCCGGGG
GGCATCGGGGCCGGCTCCTCCGG
GGTGGGAGGGGG
GGAAAAGGAAGGGTGTGGG
GGCCACTGGAAAAGGAAAAGG
GGAAGACCCTGGTTGGCTAGGGTCCCTGGG
GGGGCAACCCCCCCCCCCTTCTTCGGGAGG

GGGCGACCGGGATAGTACTTGGGGGGG

GGGGAAAAAAGGGCTTACTGATGG
GGGGGCGGGGG

GGATAAGGGCAACTGAAGGGTTACGG
GGCAAAGGAAGTGATGAGGGG
GGATGTGGGTGCTTGGTGTCCCGTGTAGG
GGGGCGGCGAACCCCGGAAAAACAAGG
GGTGGGGAGG

GGGGGGGACGGGGGG
GGGGCGGAAAGGCATGG

111

12
15
21
20
12
15
20

39

18

20

20

20

20

34

12
21

18

12

15

16

20

40
21

121-306

194-147

466-519

121-153
79-189

54-200

240-413

131-21

136-74



ANEXO Il - TABELA A2

TEADEST045A12.b

TEADEST045F06.h

TEADEST046A09.b

TEADEST046C04.b

TEADEST046D05.b

1,651463026

1,845114401

1,832312347

1,611438914

1,366316137

232

303

327

405

467

121

112

269

333

439

494

512

79

47

108

175

225

269

379

400

440

493

543

275

28

14

12

11

26

25

19

18

19

15

11

20

22

26

29

28

17

12

12

23

27

28

30

27

GGACGGGGGCCGAACCCCCCACCCCCGG
GGTGGGGGCTTTGG

GGAAGGGGGGGG

GGGGAAGGAGG
GGTCCCCGTGGTTTTGTTAAGGCAGG
GGCCCCGGGGCCGGCGGCCCCAAGG
GGGGGGGGGGGGGGGGGGG
GGGGGAAGGGAAAAGAGG
GGGGGGGGGGGGCGGCGGG
GGGGGGGGACGACGG

GGACGGGGAGG
GGAGGGCCAAATTAGGGGGG
GGTTTTTTGGCCCCGGGCCCGG
GGGTGGCAAGGGCGTCTTTAAAACGG
GGGGCGGGAGAAAGCAGGGGGGAAAGGGG
GGGAATGGTTGAAGCAGGGAAAGGGAGG
GGAGCGAAAAGGAGGGG
GGCGGTTGGGGG

GGGGGGGAACGG
GGTGGACCGCGTACAGGCACTGG
GGGGCTCAGGTCGCGCGGGGTTGGCGG
GGCCAACTGGGTGTTGGCCCCACGTTGG

GGGTCAAATATCCGGGGTGAAGGGGCTGGG

GGGAAACCCGGGGGGACAGCCCAAGGG

112

18

20

19

14

20

63

16

39

17

19

15

19

11

36

17

13

20

18

12

20

17

35

33

112-187

434-493

1-201

282-205

476-556



ANEXO Il - TABELA A2

TEADEST046D09.b

TEADEST046F06.b

TEADEST046H04.b

TEADEST047B02.b

TEADEST047C03.b

TEADEST047G03.b

1,404159518

0,989805201

0,643187397

1,16871049

2,257750125

1,663517881

309
480
535
229

85
140

190

157
335

445
564

149

176

372
417

79
139

44

90

127

239

415

15
10
12
30

26
17

23

30
21

30
11

20

25

30
19

26
12

29

24

29

30

21

GGCGGAAAAAAGGGG

GGGGGAGGGG

GGGGAGGGAAGG
GGCGCCCTTTCCTTGGGGTTCCCACCCCGG

GGGTTTTTGGGCCCCGGGGCCGGGGG
GGTTTTGGGCCCGGGGG

GGGGGAAATTCCCCCCCCCGGGG

GGGGGGGGGAGTCCCCGCCACTTTAAAAGG
GGATCCCTTTGGGGGATTAGG

GGCTTCACCGGAAACCAAAGCCGGATGGGG
GGTGGGGGGGG

GGGGCGGGGCTCGGGGGGGG
GGTTTGGGGCGAAAAAACAAAAAGG

GGGGGCAAGCCCCCCCTGTAAGGGGATCGG
GGGGATGGACCAACCATGG

GGGTTGTTGGGCCGGGGGGCCGGGGG
GGGGCCCGGGGG

GGGGAAAGACCCCCGGAAAGCCCCCAAGG
GGAACAAAAGTTGAACAGGAGGGG
GGGCCCCGACAGGGACGGGGTTTACAGGG
GGGGGAAAAGGGGGGGGAACAAAACCGGGG

GGGGGGGTACCCCGGGAAGGG

113

15
20
19

41
18

14

14
21

60

12

41
18

10

37

54

37

576-175

185-3

62-181

45-158
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TEADEST047G04.b

TEADEST026A04.b

TEADESTO05EQ7.b

TEADEST026F09.b

TEADEST045B07.b
TEADEST045B09.b

TEADEST047D12.b

1,214960625

1,382293192

1,359988933

0,994904892

1,50196145
1,900178075

1,101255194

467

505

567
154

417

317

480

128
240

417

105

217

481

544

610

141

326

25

20

20
14

26

28

22

27
16

24

29

16

19

20

22

25

28

GGAAACCCGGAGGGCGTTGAAGAGG

GGGGAGGGGGGGGGATGGGG

GGGAGCGGGGGAGGAGTTGG
GGGGCTCGGGGCGG

GGGGATTGAATAAAAATGGGGAATGG

GGGGGTAGATAAAGGGAACGAAAGCTGG

GGAGTGGAGATGAGGTGATTGG

GGCCCCGACCGGGACCGGGTTTACAGG
GGGGAAAAAGGAGGGG

GGGGGTACCCCCGGAAGTGCATGG
GGCACTGACAGGTACTGTGTTTACAGGGG
GGGGAAGAGGGAGGGG
GGGGGAGTGAGGTGTATGG
GGGAGCGGTGGAGGAGTTGG

GGTGTAGGAGGGCGGCGACGGG

GGGCCCGGCGCCCCCAAGGGCCGGG

GGGGGTAAATAAAGGGAACAAAAGCTGG

114

14

62

21
18

12

18

18
16

14

17

17

21

20

16

12

3-182

48-125

44-160

138-22

128-229
504-448

133-32
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Tabela A3: ESTs de T. vivaxs com RCBS <0,5, com o tamanho (pares de bases) do cluster, contelldo G+C do cluster, programa , banco de dados
, codigo de acesso, descricao, score, e-value, e dominios encontrados nos bancos CDD/pFAM, KOG/COG e com os programas InterProScan e
dominios de VSGs com 0 HMMER.

Cluster
TEADESTO026C10.b
TEADEST044D03.b

TEADEST032C12.b

TEADESTO030E04.b

TEADESTO046F09.b

TEADEST004H12.b

TEADEST005G07.b

Tamanho
753
435

541

598

643

579

556

G+C
45%
61%

57%

45%

41%

44%

45%

Programa

BLAST
BLAST

BLAST

BLAST

BLAST

BLAST

BLAST

Banco de Dados

TV_clusters
TV_clusters

tbrucei-est.fasta

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Cadigo de acesso
TVADO007022F05.9
TVADO007001A08.9

AA255336

TvY489_02_833553_83401
1

TvY486_09_1137973_1138
413

TvY489_02_ 833553 83401
1

TvY486_03_1043884_1044
201

114

Descricao

Bloodstream form of
serodeme ILTatl.1
Trypanosoma brucei
brucei cDNA

[CDS]
(product="hypothetica
| protein, unlikely")

[CDS]
(product="hypothetica
| protein™)

[CDS]
(product="hypothetica
I protein, unlikely")

[CDS]
(product="hypothetica
| protein™)

score
319
131

113

248

244

245

216

E-value
7,00E-090
2,00E-043

7,00E-027

1,00E-068

2,00E-065

9,00E-068

5,00E-057

KOG/C

CDD/pFAM 0G

Histone H4,

40S
ribosom
al
protein
S20

HMMER

A2L_zn_ribbon_fs.hr

A2L_zn_ribbon_fs.hr
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RNA
polymer
asell C-
terminal
domain-
binding
protein
RA4,
contains
RPR
and
RNA polymerase Il C- RRM
TEADESTO026E12.b 602 63% BLAST Kog KOG0132 terminal 71 1,00E-013 domain  coiled-coil
protozoa-nt- Trypanosoma cruzi
TEADESTO047A05.b 534 45% BLAST nchi.fasta 5315_protozoa-nt-nchi.fasta strain CL Brener 60  2,00E-007
40S 30S
Bloodstream form of ribosom RIBOSOMAL
serodeme ILTatl.1 al PROTEIN
Trypanosoma brucei protein  S10 FAMILY
TEADEST014G05.b 564 53% BLAST tbrucei-est.fasta AA052887 brucei cDNA 148  3,00E-037 S20 MEMBER
Bloodstream form of
serodeme ILTatl.1
Trypanosoma brucei
TEADEST030F03.b 502 58% BLAST tbrucei-est.fasta AA255336 brucei cDNA 66  1,00E-012
822 56%
Trypanosoma brucei
GSS, clone ub32,
kinetoplastida- genomic survey
TEADESTO003E11.b BLAST nt.fasta AJ548737 sequence 1063  0,00E+000
Trypanosoma cruzi
differential display
TEADEST006HO05.b 438 47% BLAST tcruzi-est.fasta BF317499 cDNA library 373  1,00E-103
40S
ribosom
Trypanosoma cruzi al
amastigote cDNA protein  GATASE_TY
TEADEST016H06.b 647 56% BLAST tcruzi-est.fasta CB923829 library 156  3,00E-039 S20 PE_II DUF316_fs.hmm
Trypanosoma cruzi
differential display
TEADEST043C06.b 518 53% BLAST tcruzi-est.fasta BF317499 cDNA library 480  1,00E-136
TEADEST011A12.b 606 43% BLAST TV_clusters TVADO007022F05.9 201  2,00E-054
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TEADEST001B10.b

TEADEST001D12.b

TEADEST002D05.b

TEADESTO005F04.b

TEADESTO009C08.b

TEADEST013G03.b

TEADEST016G09.b

TEADEST026E01.b

609

704

554

477

617

600
638

643

49%

44%

44%

29%

48%

49%
45%

49%

BLAST

BLAST

BLAST

BLAST

BLAST

BLAST

BLAST

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Cdd

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

Tvivax.all-
chromosomes.cds

TvY486_02_215651_21613

0

TvY489_02_833553 83401

1

TvY489_02_833553 83401

1

COG4901

TvY486_02_215651 21613

0

TvY486_02_215651 21613

0

TvY486_09_1258905_1259

396

TvY486_02_215651_21613

0

116

[CDS]
(product="ribosomal
protein L21E (60S),
putative")

[CDS]
(product="hypothetica
I protein, unlikely")

[CDS]
(product="hypothetica
I protein, unlikely")

NADH dehydrogenase
subunit 5

[CDS]
(product="ribosomal
protein L21E (60S),
putative")

[CDS]
(product="ribosomal
protein L21E (60S),
putative™)

[CDS]
(product="conserved
hypothetical protein,
conserved")

[CDS]
(product="ribosomal
protein L21E (60S),
putative™)

347

261

265

57

335

315

409

253

2,00E-096

8,00E-072

5,00E-073

2,00E-009

1,00E-092

1,00E-086

1,00E-115

7,00E-068

Ribosomal_L21e,

MTHO00095, ND5,
NADH
dehydrogenase
subunit 5

Ribosomal_L21e,

Ribosomal_L21e

HSP90

Co-

chapero
ne p23

, Ribosomal_L21e,

60S
RIBOSOMAL
PROTEIN
L21

coiled-coil

coiled-coil

A2L_zn_ribbon_fs.hr

A2L_zn_ribbon_fs.hr

C_tripleX_fs.hmm
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[CDS]
(product="conserved
Tvivax.all- TvY486_10_1123646_1124 hypothetical protein,

TEADEST030G04.b 621 52% BLAST chromosomes.cds 074 conserved") 321  1,00E-088 2
Collage
ns (type
1V and
type
X1,

hypothetical protein and
isoform 2 n=2 related

TEADEST039C02.b 574 62% BLAST uniref90.fasta UniRef90_UPIO000E23041 Tax=Pan troglodytes 62  1,00E-008 proteins
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Tabela A4: ESTs de T. vivax com RCBS <0,5, com o nimero de reads em cada cluster, posi¢do da QGRS, o tamanho da QGRS em cada cluster,

a sequencia QGRS, G-score e a posicdo da CDS (regido codificante) de cada cluster.

Cluster

TEADEST026C10.b

TEADEST044D03.b

TEADEST032C12.b

TEADESTO030E04.b
TEADESTO046F09.b

RCBS

0,2476907

0,3775987

0,4591062

0,4127655
0,4786757

NUmero de
reads

Posicao da
QGRS

149

215

432
471

530
162

188

212

32

110

204

406

449

322
319

Tamanho
da QGRS

22

30

28
24

24
11

14

29

26

13

28

21

21

27
11

QGRS

GGTTGGGCGAAGGGAGTTGAGG

GGCGAAAAGGAAATGGTTGTTGTAAAATGG

GGCACTGAACGGAGTACCACATGGGCGG
GGCGAGGGGGCACAAGATGAGAGG

GGAGAGAAAGGGCACTAAAAGGGG
GGCAGGGGGGG

GGGGGCCAAGGGGG

GGCAAGCCCGCGGGACCGCGGCCGCCCGG

GGGAAAGGAGAGAGATGCGGTGTGGG

GGAACGGGGGCGG

GGTGTGACAACGCCTCGGTAGAGGACGG
GGCCGCAAGGCGGCTTACGGG

GGGGAGGCGCACCGGCCCGGG

GGAAGGGTGTGGGAACAAAAAGAAAGG
GGGGGGGGTGG

118

G-Score

18

13

13

10

13
19

18

18

15

19

16

18

12
21

Posicdo da CDS

358-753

138-407

257-508

56-322
489-118
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411 26 GGGGAAACAAAAGTTACGGTTAAGGG 8

461 12 GGGGTGGAGTGG 18
TEADEST004H12.b 0,4363993 1 322 27 GGAAGGGTGTGGGAACAAAAAGAAAGG 12 191-220
TEADEST005G07.b 0,4350709 1 0 0 0 0 554-282
TEADEST026E12.b 0,4314176 1 91 26 GGGGCCGTGGCCCCCAGGGCCCGGGG 21 101-601

219 27 GGCCCGAACCAGGGGATCCCAACCCGG 11

268 28 GGAAATCCCGGACAGGCCCCCAAACAGG 14

470 24 GGGCAGAGGCGGTAAGGAAACGGG 20

504 22 GGAAAGGCGGTTTCCGAATTGG 12

572 14 GGGGGGGGGGCGGG 41
TEADEST047A05.b 0,093396685 1 3 22 GGAAAAATTCCGGGGCCGCAGG 12 439-476

261 15 GGGGGGGGGGGGGGG 42
TEADEST014G05.b 0,474834345 1 122 30 GGACCCGCGAGCGCCACCCAACGGGGGCGG 2 563-363

233 28 GGGGGGACAACCCCCCGGTAGAGGATGG 13

477 16 GGGGGAGGCGCACCGG 16
TEADESTO030F03.b 0,473555019 1 62 24 GGGAAACGGCACCCTGGGGGGGGG 20 502-290

122 30 GGACCACCGAGCCCCACACCACGGGCGGGG 1

233 28 GGGGGGCCCACGCCCCGGCAGACCATGG 13

472 22 GGCCAGTGGGGAGGCACAGCGG 18
TEADESTO003E11l.b 0,143222501 1 328 26 GGAAGCATAAAGGGTAAAGCCTGGGG 12 241-822

459 12 GGGGAGAGGCGG 18

522 23 GGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGG 19

561 30 GGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGG 7
TEADESTO006H05.b 0,47558255 1 94 20 GGTGAACGGAAAGAAGGAGG 16 235-438

195 30 GGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGG 11
TEADEST016H06.b 0,405045064 1 275 20 GGTAGAGGATGGCAAAAAGG 17 647-324
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497 14 GGCGAGGGGGGAGG 19
TEADEST043C06.b 0,241796881 1 50 11 GGGGCCGGTGG 19 201-518

161 30 GGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGG 11

448 23 GGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGG 12
TEADESTO011A12.b 0,488389206 1 149 22 GGTTGGGCCAAAGGAGTTGAGG 18 606-358

215 30 GGCGAAAAGGAAATGGTTGTTGTAAAAAGG 13

432 28 GGCACTGAACGGTGTACCACAAGGGCGG 13

471 24 GGCGAGGGGGCACAAGATGAGAGG 10
TEADEST001B10.b 0,411894346 1 440 26 GGTGGAGGTGCTTGCACGCCGTGTGG 6 15-494
TEADEST001D12.b 0,444723312 1 352 27 GGAAGGGTGTGGGAACAAAAAGAAAGG 12 56-367
TEADEST002D05.b 0,429445693 1 326 27 GGAAGGGTGTGGGAACAAAAAGAAAGG 12 30-341
TEADEST005F04.b 0,4990591 1 331 11 GGAGGAGGAGG 21 302-451

352 10 GGAGGGGAGG 20

374 19 GGAAAAAAAGAGGGAGGGG 12
TEADEST009C08.b 0,4345419 1 550 27 GGAACTTTTTGGCGAACAGGTGGCGGG 18 607-128
TEADEST013G03.b 0,4578198 1 561 27 GGAACTTTTTGGCAAACAGGTGGCGGG 18 600-139

3

TEADEST016G09.b 0,3446779 337 25 GGTGAAAAAGGACGACGGTTATTGG 19 402-100

426 18 GGAAGGACGAGGACGAGG 19

457 21 GGCTGGCTTTGGGGACTATGG 17

502 17 GGGCGGGATGGGTATGG 21
TEADESTO026E01.b 0,4994447 1 576 27 GGAACTTTTTGGCAAACAGGTGGCGGG 18 632-333
TEADEST030G04.b 0,3725709 1 556 23 GGCCGCAACGGGGTTTTCTTCGG 13 233-568
TEADEST039C02.b 0,4233108 1 63 15 GGGCGGAAGGAATGG 20 48-566

80 20 GGGGGACAAAAGGCCGGGGG 16
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105

150

186

218

321

429

26

20

14

13

12

30

GGGCGGAGGGCGGAAAAAAAGGGGGG
GGAAAAAAAAGGGCCCGGGG
GGACGGAAGGAAGG
GGGGGCGGCGAGG

GGGGGAAGGGGG

GGCGGAAACACGGGAAGAGCCGCCTCCCGG

121

32

13

21

19
20
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