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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Carolina Boucinha Martins

A classe Kinetoplastea tem como apomorfia o cinetoplasto, rede de DNA
mitocondrial altamente compactada, e alberga protozoarios da familia
Trypanosomatidae descritos como parasitas uniflagelados. A Colecdo de
Protozoarios da Fiocruz (COLPROT) conta com um vasto acervo de integrantes
da familia Trypanosomatidae. O estudo acerca dos tripanossomatideos de
insetos e plantas tem sido negligenciado e as principais espécies conhecidas
foram descritas com base exclusivamente na morfologia, ciclo de vida, e
hospedeiro de isolamento. Entretanto, apenas a metodologia utilizada pela
taxonomia classica nem sempre reflete as relac6es filogenéticas dos organismos.
Em vista disso, o objetivo deste estudo foi revisar a identificacdo taxonomica
dos tripanossomatideos de insetos e plantas depositados na COLPROT,
utilizando as ferramentas moleculares atuais. Para isso, foram utilizados dois
marcadores nucleares (QGAPDH e V7V8 SSUrRNA), que tém larga base de
dados no Genbank e sdo amplamente difundidos como ferramenta taxonémica
de tripanossomatideos. Optamos também pela andlise de parte do gene
mitocondrial COI, utilizado como marcador universal na identificacdo de
espécies animais, visando dar inicio a construcdo de um banco de dados desse
gene para tripanossomatideos. Durante nossas analises, ficou evidente que nédo
hd um consenso na literatura a respeito dos limiares de divergéncia genética
aceitaveis para a determinacdo de novos géneros e espécies e para a sinonimia
destes. NOs realizamos entdo uma exaustiva busca na literatura dos principais
autores estudiosos destes tripanossomatideos e fizemos o levantamento de todas
as sequéncias disponiveis no Genbank dos marcadores mais utilizados
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(SSUrRNA e gGAPDH). Através da comparacdo destas sequéncias, foram
estabelecidos os valores de 2% de divergéncia genética para limitacdo de
espécies para o marcador V7V8 SSUrRNA e 4% de divergéncia genética para o
marcador gGAPDH. Para limitacdo de género, nds estabelecemos 11% de
divergéncia genética para ambos os marcadores. Tendo constituido estes valores
para 0os marcadores SSUrRNA e gGAPDH juntamente com a anélise do
marcador COl, nos realizamos a curadoria da COLPROT. Este resultado ficou
dividido em quatro partes: i) a confirmacdo taxondmica de 45 depositos; ii) a
identificacdo taxonémica de 29 depdsitos sem caracterizacdo prévia; iii) a
identificacdo de 13 depdsitos sujeitos a revisdo taxondmica; iv) a identificacdo
de dois depositos candidatos a novos géneros e outros dois depositos candidatos
a espécie nova. Os resultados nos fizeram observar que o marcador COI foi
capaz de discriminar as espécies e géneros dos tripanossomatideos estudados,
corroborando os marcadores mais utilizados. Isso confirma a aplicabilidade
deste marcador como barcode de tripanossomatideos. Por altimo, nds
realizamos o resgate historico do acervo da COLPROT, organizando e
informatizando toda a informacdo disponivel a respeito de cada deposito
utilizado neste trabalho. Essas informacdes foram consolidadas em um banco de
dados (Sicol) e o acervo da Colecdo pode ser consultado no site da COLPROT
(www.colprot.fiocruz.br). Os resultados aqui apresentados indicam a
necessidade de uma ampla revisdo taxondmica de tripanosomatideos isolados de
insetos e planta descritos antes da identificacio molecular, e ressaltam a
importancia do trabalho de curadoria das cole¢des biologicas.
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TRYPANOSOMATIDS DEPOSTIED AT FIOCRUZ PROTOZOA
CULTURE COLLECTION (FIOCRUZ-COLPROT)

ABSTRACT

MASTER DEGREE

Carolina Boucinha Martins

The Kinetoplastea class apomorphia is kinetoplast, a highly compacted
mitochondrial DNA network, and houses protozoa of the Trypanosomatidae
family described as uniflagellate parasites. The Fiocruz Protozoan Collection
(COLPROT) has a large collection of members of the Trypanosomatidae family.
The study on trypanosomatids from insects and plants has been neglected and
the main known species have been described based exclusively on morphology,
life cycle, and isolation host. However, only the methodology used by classical
taxonomy does not always reflect the phylogenetic relationships of organisms.
In view of this, the aim of this study was to review the taxonomic identification
of trypanosomatids from insects and plants deposited in COLPROT, using the
current molecular tools. For this, two nuclear markers (QGAPDH and V7V8
SSUrRNA) were used, which have a comprehensive data base in Genbank and
are widely used as a taxonomic identification of trypanosomatids. We also opted
for the analysis of part of the mitochondrial COI gene, used as a universal
marker in the identification of animal species, in order to initiate the assembly of
a database of this gene for trypanosomatids. During our analyzes, it was evident
that there is no consensus in the literature regarding the thresholds of genetic
divergence acceptable for the determination of new genus and species. Then, we
carried out an exhaustive search in the literature of the main authors of these
trypanosomatids and surveyed all the sequences available in Genbank from the
most used markers (SSUrRNA and gGAPDH). By comparing these sequences,
2% genetic divergence values were established for species limitation for the
V7V8 SSUrRNA marker and 4% genetic divergence for the gGAPDH marker.
For genus delimitation, we have established 11% genetic divergence for both
markers. Having constituted these values for the SSUrRNA and gGAPDH
markers along with the analysis of the COI marker, we performed the
curatorship of COLPROT. This result was divided into four parts: i) the
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taxonomic confirmation of 45 deposits; ii) the taxonomic identification of 29
deposits without previous characterization; iii) the identification of 13 deposits
subject to taxonomic revision; iv) the identification of two candidates for new
genera and two new candidates for new species. The results showed that the COI
marker could discriminate the species and genera of the trypanosomatids
studied, corroborating the most commonly used markers. This confirms the
applicability of this marker as a barcode of trypanosomatids. Finally, we carry
out the historical rescue of the collection of COLPROT, organizing and
digitalizing all available information regarding each deposit used in this work.
This information was consolidated in a database (Sicol) and the collection of the
Collection can  be consulted on the COLPROT  website
(www.colprot.fiocruz.br). The results presented here indicate the need for a
comprehensive review of insect and plant trypanosomatids taxonomy, which
were described before the molecular era, and emphasize the importance of the
curation of biological collections.
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I. INTRODUCAO

1. Revisao da Literatura
1.1. Kinetoplastea

A classe Kinetoplastea pertencente ao reino Excavata, filo Euglenozoa
(Honigberg, 1963; Cavalier-Smith, 1998, 2004) e compGe um grupo de
protozoarios que possuem um ou dois flagelos emergindo de uma bolsa flagelar,
gue podem existir tanto na forma de vida livre quanto formas parasitas de
vertebrados, invertebrados e plantas (Wallace, 1966). A classe foi definida
segundo parametros morfologicos, por apresentarem como apomorfia a presenca
do cinetoplasto. O cinetoplasto é caracterizado como DNA mitocondrial,
conhecido como kDNA e altamente condensado. A mitocondria é Unica nesses
organismos, ramificada e se estende por todo o corpo celular (Vickerman, 1976).

Os cinetoplastideos apresentam, pelo menos, trés padrdes diferentes de
organizacao do cinetoplasto (Lukes et al. 2002):

a) Pancinetoplasto: kDNA se distribui pela matriz mitocondrial. Padrao
presente em Bodo caudatus e espécies do género Cryptobia;

b) Policinetoplasto: KDNA esté distribuido como granulos diferentes dentro
da mitocondria. Este padrdo esta presente principalmente em espécies do
género Dimastigella.

c) Eucinetoplasto: KDNA como massa Unica, condensado e proxima a base
do flagelo. Padréo tipico dos tripanossomatideos e Bodo saltans.

Tradicionalmente, a classe Kinetoplastea era conhecida como ordem
Kinetoplastida que por sua vez era dividida em duas subordens:
Trypanosomatina e Bodonida, ambas definidas por caracteres morfologicos,
presenca do cinetoplasto e ciclo de vida destes protozoarios (Simpson et al.
2006; Stevens 2008). Recentemente, a partir de estudos filogenéticos foi
possivel observar novas relacbes de parentesco entre o0s integrantes destas
subordens, conduzindo a uma revisdo taxonémica do grupo. Foi proposto que a
atual classe Kinetoplastea fosse dividida em duas subclasses: Prokinetoplastina e
Metakinetoplastina. A subclasse Prokinetoplastina apresenta apenas a ordem
Prokinetoplastida, que por sua vez, apresenta dois géneros: Ichthyobodo e
Perkinsela. A subclasse Metakinetoplastina apresenta quatro ordens, das quais
trés sdo de bodonideos (Neobodonida, Eubodonida e Parabodonida), e a ordem
Trypanosomatida, representada por uma unica familia (Trypanosomatidae)
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representada por parasitas obrigatérios (Moreira et al. 2004; Stevens et al.,
2008; Deschamps et al., 2011; d’Avila Levy et al., 2015) (Figura 1).

Classe Subclasse Ordem Familia Subfamilia Géneros

Crithidia
Blechomonadinae

Leptomonas

Prokinetoplastina'—‘Prokinctoplastida|

Leishmania

Blechomonas

Binstopiasics Tripanosomatida HTI‘ypanosomatidae

Eubodonida

Parabodonida

Neobodonida

Angomonas

Metakinetoplastina Strigomonas

Kentomonas

Phytomonas

Phytomonadinae

\Herpetomonas

Wallacemonas
Trypanosoma
Blastocrithidia
Sergeia
Rhynchoidomonas
Paratrypanosoma
Jaenimonas
Novymonas

Figura 1- Esquema atualizado da taxonomia de cinetoplastideos. O filo Euglenozoa (Cavalier-
Smith 1981) engloba cinco classes, entre as quais a classe Kinetoplastea, que se divide em
duas subclasses. A maior parte da diversidade descrita atualmente esta dentro da subclasse
Metakinetoplastina que, por sua vez, é subdividida em quatro ordens. A ordem
Trypanosomatida engloba representantes responsaveis por doencas humanas e contém o
maior nimero de géneros e espécies descritos. Este organograma compila dados taxonémicos
de Moreira et al. (2004). Modificado de d’Avila-Levy et al. (2015). *Géneros que ainda néo
foram distrubuidos em subfamilia.



1.2.

A familia Trypanosomatidae

A familia Trypanosomatidae abrange protozoarios flagelados, parasitas
obrigatorios de uma grande diversidade de hospedeiros vertebrados,
invertebrados, principalmente de plantas e insetos de quase todas as ordens
conhecidas. Apresenta uma ampla distribuicdo geografica, tendo sido descrita
em todos os continentes (Vickerman, 1994; Stevens et al., 2001; Simpson et al.,
2006). Embora a maioria dos representantes desta familia pareca ndo ser
prejudicial aos seus hospedeiros, alguns destes organismos sdo capazes de
parasitar seres humanos e animais domésticos e selvagens, o que faz desses
organismos importantes agentes etioldgicos.

Em relacdo ao ciclo de vida, os tripanossomatideos sdo divididos em dois
grupos: heteroxénicos e monoxénicos. Tripanossomatideos heteroxénicos sdo
caracterizados por apresentarem dois hospedeiros em seu ciclo biologico, sendo
um inseto vetor e um hospedeiro vertebrado ou uma planta. Esse grupo é
amplamente conhecido por conter espécies responsaveis por importantes
enfermidades em humanos e outros mamiferos. Leishmaniose, doenca de
Chagas e doenca do sono sdo graves patologias humanas causadas por
Leishmania spp., Trypanosoma cruzi € Trypanosoma brucei, respectivamente
(Vickerman, 1994; Stuart et al., 2008; Rodrigues et al., 2014). Trypanosoma
brucei evansi e responsavel por infectar e causar a doenca “surra” em diversos
animais domésticos e selvagens por todo o mundo (Carnes et al., 2015). Além
dos patdgenos de animais e humanos, espécies do género Phytomonas
representam verdadeiras pragas agricolas, especialmente para espécies de
coqueiros, café e palmeiras e podem ocasionar consideraveis perdas econémicas
aos produtores de tomates (Dollet, 1984; Camargo, 1999; Jaskowska et al.,
2015).

Os tripanossomatideos monoxénicos sdo caracterizados por completarem
seu ciclo de vida em apenas um hospedeiro e sdo amplamente descritos como
parasitos do trato intestinal de insetos, principalmente das ordens Diptera e
Hemiptera (Vickerman, 1976; Wallace, 1966; Wallace et al., 1983; Simpson et
al., 2006; Stevens, 2008). Todos os tripanossomatideos diferem quanto a forma,
largura e comprimento do corpo. O tamanho do cinetoplasto e posi¢cdo dele em
relacdo ao nucleo, tamanho de flagelo livre e a presenca ou auséncia de
membrana ondulante também sdo fundamentais para determinar as diferentes
formas assumidas por estes flagelados ao longo do seu ciclo de vida (Figura 2):
epimastigota, tripomastigota, promastigota, opistomastigota, coanomastigota,
amastigota, esferomastigota e opistomorfa. Alem destas, foram descritas outras
duas formas consideradas como estagio de transicdo: paramastigota e



endomastigota (Wallace, 1966; Wallace et al. 1983; Teixeira et al., 1997).
Durante muito tempo, essas formas foram associadas a géneros especificos. No
entanto, ja se sabe que estes organismos podem apresentar mais de uma
morfologia ao longo de seu ciclo de vida. Além disso, ndo possuem
especificidade em relacdo ao hospedeiro e podem apresentar infeccdo mista.
Dessa forma, a descricdo de novas espécies de tripanossomatideos deve
considerar a taxonomia integrativa (Votypka et al. 2015).

Epi- Tripo- Pro- Opisto-  Coano- A- Esfero-  Opistomorfa

)

© 9%
/7

Figura 2- Representacdo esquematica das diferentes formas presentes em tripanossomatideos;
0 traco deve ser substituido pelo termo "mastigota”. Modificado de d’Avila-Levy et al.
(2015).
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Os resultados publicados até 0 momento sugerem diferentes historias
evolutivas, a depender dos taxons analisados e dos grupos externos utilizados
em analises filogenéticas. Além disso, 0s genes e os metodos de inferéncia
filogenéticos escolhidos também influenciam na analise dos dados (Moreira et
al., 2004; Deschamps et al., 2011). Durante muito tempo, a hipdtese mais aceita
sustentava que um ancestral de vida livre (bodonideo) teria sido ingerido por um
inseto e se adaptado ao seu ambiente intestinal, originando assim 0s
tripanossomatideos monoxénicos. A partir da conquista da hematofagia, 0s
Insetos passaram a inocular estes monoxénicos ocasionalmente em vertebrados
durante o0 repasto sanguineo. A evolugcdo no parasitismo heteroxénico
possivelmente teria surgido a partir de um ancestral de Leishmania parasitando
um inseto hematdfago e assim teria sido inoculado em um hospedeiro
vertebrado (Flegontov et al., 2013). Aqueles que conseguiram se adaptar ao
novo ambiente passaram a circular entre vertebrados e insetos hematdfagos,
dando origem as espécies heteroxénicas (Stevens et al., 2001, 2008; Maslov et
al., 2001; Hamilton et al., 2004, 2007; Lukes et al., 2002, 2014; Simpson et al.,
2006; Yurchenko et al., 2006; Kraeva et al., 2015). Uma hipotese parecida €



aceita para origem dos tripanossomatideos de planta, porém esta transicao teria
sido feita através de insetos fitofagos (Maslov et al., 2013). Atualmente,
sugeriu-se que a nova espécie Paratrypanosoma confusum, isolado do intestino
das fémeas de Culex pipiens (Diptera), constitui o ramo mais basal da historia
evolutiva dos tripanossomatideos, sendo o elo entre os ancestrais bodonideos de
vida livre e as espécies parasitas obrigatérias (Flegontov et al., 2013).

Em relacdo a taxonomia, tradicionalmente, os membros da familia
Trypanosomatidae foram classificados de acordo com parametros morfoldgicos,
ciclo de vida, hospedeiro de isolamento e manifestacdo clinica, quando
aplicavel. Essas ferramentas taxonémicas tradicionais foram fundamentais para
Hoare e Wallace determinarem os primeiros géneros de tripanossomatideos
monoxénicos  conhecidos:  Crithidia, Leptomonas, Blastocrithidia e
Herpetomonas (Hoare & Wallace, 1966; Wallace, 1966; Vickerman, 1976;
Voltypka et al.,, 2015). A utilizacdo de dados moleculares em estudos
taxondmicos e filogenéticos desses organismos mostrou que a classificacdo
fundamentada unicamente em caracteres morfoldgicos e ciclos de vida nédo
refletia a diversidade taxonémicae as relacbes evolutivas do grupo, e isso
possibilitou a reclassificacdo de alguns géneros e espécies dentro da familia
(Tabela 1) (Yurchenko et al., 2006, 2014; Teixeira et al., 2011; Borghesan et al.,
2013; Kostygov et al., 2014; Votypka et al., 2014; Schwarz et al., 2015).

Tabela 1- Espécies de tripanossomatideos que tiveram sua taxonomia revista ao longo dos
anos. A Coluna da esquerda apresenta as descri¢fes originais das espécies enquanto que a
coluna da direita mostra a nomenclatura revisada apds analises moleculares.

ORIGINAL ATUALIZADA

Herpetomonas roitimani

—— - Angomonas deanei
Crithidia deanei

Crithidia desouzai Angomonas desouzai
Crithidia oncopelti Strigomonas oncopelti
Blastocrithidia culicis Strigomonas culicis
Leptomonas samueli Herpetomonas samueli

Herpetomonas megaselie

— Herpetomonas muscarum
Phytomonas davidi

Leptomonas mirabilis Herpetomonas mirabilis
Leptomonas costoris Herpetomonas costoris
Herpetomonas mariadeanei Lafontella mariadeanei
Wallaceina brevicula Crithidia brevicula
Leptomonas collosoma Wallacemonas collosoma




A escolha de uma abordagem integrativa que une a taxonomia classica e
ferramentas de biologia molecular tem se mostrado o conjunto ideal para o
estudo de microorganismos. Essa nova abordagem tem possibilitado a descrigédo
e re-descricdo de novos géneros e espécies da familia (Merzlyak et al., 2001;
Svobodova et al., 2007; Teixeira et al., 2011; Wheeler et al., 2013; Borghesan et
al., 2013; Flengotov et al., 2013; Votypka et al., 2013, 2014; Yurchenko et al.,
2016). Atualmente, 18 géneros de tripanossomatideos sdo reconhecidos e
distribuidos da seguinte forma: Trés géneros heteroxénicos, Leishmania,
Trypanosoma e Endotrypanum, que abrigam o0s parasitas de insetos e
vertebrados de importancia medica e veterinaria; o género Phytomonas, que
abriga as espécies de heteroxénicos parasitas de insetos e plantas; e por altimo,
0s 16 géneros descritos como monoxénicos: Crithidia, Leptomonas,
Blastocrithidia, Herpetomonas, Rhynchoidomonas, Sergeia, Angomonas,
Strigomonas, Blechomonas, Paratrypanosoma, Wallacemonas, Kentomonas,
Lotmaria, Lafontella, Jaeinimonas e Novymonas (Wallace, 1966; Vickerman,
1976; Wallace, 1979 Wallace et al., 1983; Camargo, 1999; Merzlyak et al.,
2001; Svobodova et al., 2007; Borghesan et al., 2013; Flegontov et al., 2013;
Votypka et al., 2013, 2014; Kostygov et al., 2014; Schwarz et al., 2015;
Yurchenko et al., 2016).

Enquanto o0s géneros de tripanossomatideos heteroxénicos sao
amplamente estudados por serem patogénicos aos vertebrados, as especies nao
patogénicas recebem uma atencdo consideravelmente menor por serem parasitos
a priori exclusivos de insetos e plantas. Apesar de serem as espécies mais
abundantes na familia, pouco se conhece proporcionalmente a respeito da
bioquimica, biologia celular e genética dos tripanossomatideos monoxénicos.
Dada a diversidade de espécies conhecidas de insetos e plantas que sdo
provaveis hospedeiros, acredita-se que a biodiversidade desses parasitos ainda
esteja subestimada (Podlipaev, 2001; Westenberger et al., 2004; d’Avila-Levy et
al., 2015). E importante salientar que as espécies tipicamente nio patogénicas ao
Homem sdo importantes modelos de estudo para a compreensdo do
comportamento biolégico, bioquimico e molecular dos tripanossomatideos
patogénicos (d’Avila-Levy et al., 2015). Além disso, esses organismos podem
ser usados para o desenvolvimento de vacinas, por exemplo, Phytomonas
serpens confere imunidade protetora contra o Trypanosoma cruzi (Pinge-Filho
et al., 2005; da Silva et al., 2013). Flagelados da familia Trypanosomatidae
também podem ser utilizados como plataforma para a producdo de proteinas
eucaridticas, como por exemplo, a eritropoietina e insulina produzida por
Leishmania tarentolae (Dortay, 2010).



Embora sejam tradicionalmente descritos como ndo patogénicos,
tripanossomatideos a priori exclusivos de insetos, tém sido reportados causando
lesbes cutaneas e viscerais em pacientes HIV positivos (Dedet et al., 1995;
Pacheco et al., 1998; Chicharro & Alvar, 2003; Jimenez et al., 1996; Morio et
al., 2008). Apesar de pacientes imunocomprometidos estarem mais propensos a
infeccdes oportunistas, j& existem relatos na literatura, ainda que raros, desses
organismos em pacientes saudaveis (Boisseau-Garsaud, 2000), o que contraria o
preceito tedrico de ndo patogenicidade. Além disso, tripanossomatideos
monoxénicos estdo sendo repetidamente reportados na co-infeccdo com espécies
de Leishmania em lesdes cutaneas e viscerais, sendo a maioria dos relatos no
subcontinente indiano (Srivastava et al., 2010; Sundar et al., 2012; Ghosh et al.,
2012; Ahuja et al., 2015).

1.3. Proposta das subfamilias Leishmaniinae, Blechomonadinae,
Strigomonadinae e Phytomonadinae

Em 2001, Merzlyak e colaboradores sugeriram uma nova classificacao da
familia Trypanosomatidae baseados nas analises de sequéncia da subunidade
menor do gene ribossomal (SSUrRNA). Analises deste gene mostravam baixas
taxas de divergéncia entre os organismos analisados e este grupo foi
denominado como clado Slowly Evolving (SE, do inglés “de evolug¢do lenta™)
(Merzlyak et al., 2001). Anélises filogeneticas recentes tanto com a subunidade
menor do gene ribossomal (SSUrRNA) quanto com o gene Gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase glicossomal (gGAPDH) revelaram um clado monofilético
dentro da familia Trypanosomatidae, com altos valores de bootstrap. Isto fez
com que pesquisadores sugerissem a criacdo da Subfamilia Leishmaniinae
(Merzlyak et al., 2001; Yurchenko et al., 2006; Maslov et al., 2010; Jirkd et al.,
2012), que inclui os géneros heteroxénicos Leishmania e Endotrypanum,
observado como um clado monofilético e os géneros Wallaceina, Crithidia e
Leptomonas que se mostraram polifiléticos e apresentam-se de forma intercalada
dentro do clado, confirmando a necessidade de revisdo desses géneros (Jirkd et
al., 2012). O género Wallaceina é observado entre os géneros Crithidia e
Leptomonas na arvore filogenética. Em 2014, Kostigov e colaboradores
propuseram uma revisdo desse género e as espécies Wallaceina brevicula e
Wallaceina inconstans foram realocadas no género Crithidia e sinonimizadas
em Crithidia brevicula (Kostigov et al., 2014) (Figura 3).
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Figura 3- Arvore filogenética da familia Trypanosomatidae proposto por Jirki e colaboradores
(2012), enfatizando a posicdo das espécies dentro da nova subfamilia Leishmaniinae
(anteriormente denominado clado “slowly evolving”). A arvore foi inferida a partir da
concatenacdo dos genes gGAPDH e SSUrRNA de 39 espécies selecionadas.



Posteriormente, foi proposta a criacdo de uma nova subfamilia dentre os
tripanossomatideos (Votypka et al., 2013). A classificacdo abriga espécimes
iIsolados do trato digestivo de pulgas da ordem Siphonaptera, coletadas sobre
mamiferos, passaros e morcegos em diferentes localidades na Republica Tcheca.
Foi possivel observar uma grande diversidade de isolados a partir das analises
das sequéncias dos genes Spliced Leader (SL), gGAPDH e SSUrRNA: uma
nova especie do género Trypanosoma, duas espécies de tripanossomatideos
ainda ndo identificados na subfamilia Leishmaniinae, duas espécies do género
Herpetomonas e 11 espécies que se agrupavam em um novo clado na arvore
filogenética das espécies de tripanossomatideos. Este clado foi classificado
como um novo género (Blechomonas), que atualmente conta com 11 espécies
descritas. Além da sugestdo do género, pela posicdo do clado foi sugerido
também a criacdo de uma nova subfamilia dentro da familia Trypanosomatidae:
Blechomonadinae (VVotypka et al., 2013) (Figura 4).
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Figura 4- Arvore filogenética da familia Trypanosomatidae baseada na analise sequéncias
concatenadas dos genes gGAPDH e SSUrRNA. Observa-se em vermelho os espécimes
isolados e identificados na familia Trypanosomatidae. Em vermelho: o clado da nova
subfamilia Blechomonadinae e suas 11 espécies descritas. Retirado de: Votypka et al., 2013
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A subfamilia Strigomonadinae foi sugerida por Votypka e colaboradores
(2014) para agrupar principalmente os tripanossomatideos que albergam
endossimbiontes: Strigomonas, Angomonas e Kentomonas (Figura 5). Além
desta sinapomorfia, 0s membros desta subfamilia também compartilham outras
caracteristicas em comum como um cinetoplasto comprido e uma haste
paraflagelar rudimentar.

Bodonids
Paratrypanosoma g
(n]
<< Trypanosoma -y
{I Blechomonas E
= |
Al‘—é%ergeia a
Wallacemonas o
Clade 2 ®
‘Drosophila’ clade
Herpetomonas
H. marideanei
o Phytomonas -
I <
g=]
‘Jaculum’ clade 2
]
w
o]
3
Blastocrithidia -
o
o
Clade 1
Leptomonas
. @,
Lotmaria w
-
3
Leishmania 3
é.
Crithidia ™
1 w
o
Angomonas "g’
Strigomonas %
Kentomonas s
=]
m

Figura 5- Arvore filogenética da familia Trypanosomatidae baseada na analise sequéncias do
gene SSUrRNA. Observa-se as relacdes evolutivas entre os tripanossomatideos. Na cor verde
estdo representadas as espécies de Bodonideos, usadas como grupo externo. Em amarelo os
parasitas monoxénicos, exclusivos de hospedeiros invertebrados. Em vermelho estdo
representadas as espécies de tripanossomatideos heteroxénicos. Na imagem € possivel observar
as trés subfamilias reconhecidas: Blechomonadinae, Leishmaniinae e Strigomonadinae. Fonte:
Votypka et al., 2014.
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Recentemente, a subfamilia Phytomonadinae foi proposta por Yurchenko
e colaboradores (2016) para alocar espécies dos géneros Phytomonas,
Herpetomonas e Lafontella, género sugerido para redescricdo da espécie
Herpetomonas mariadeanei (Figura 6). Os autores discutem a relagdo estreita
entre 0s géneros e, apesar de apenas o género Phytomonas ser considerado
heteroxénico, algumas espécies de Herpetomonas também ja foram isoladas de
plantas. Acredita-se que os flagelados de plantas tenham tido sua origem a partir
do género Herpetomonas que, ao explorarem um novo habitat, se adaptaram a
ele e passaram a alternar entre insetos e plantas. Uma observacgédo interessante
feita pelos autores € de que as especies Herpetomonas wanderleyi e
Herpetomonas mirabilis sejam as espécies mais proximas do género
Phytomonas, por apresentarem o corpo celular mais alongado e as vezes
contorcido (Borghesan et al., 2013), caracteristico do género Phytomonas.
Adicionalmente, é possivel observar ainda uma posi¢do mais proxima na arvore
filogenética entre os géneros (Yurchenko et al., 2016). Além das caracteristicas
filogenéticas e morfologicas, os membros dessa nova subfamilia compartilham
outras caracteristicas em comum, como por exemplo a auséncia da enzima
arginase (Camargo et al. 1978, 1987; Yoshida e Camargo 1978), responsavel
por catalisar o final do ciclo da uréia (Wu e Morris, 1998).
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Figura 6- Arvore filogenética da familia Trypanosomatidae baseada na analise concatenada das
sequéncias dos genes SSUrRNA e gGAPDH. Observa-se as relagdes evolutivas entre os
tripanossomatideos e a nova subfamilia Phytomonadinae. Fonte: Yurchenko et al., 2016.

E importante salientar que a taxonomia da familia Trypanosomatidae esta
em constante revisao e os géneros Wallacemonas, Trypanosoma, Blastocrithidia,
Sergeia, Rhynchoidomonas, Paratrypanosoma, Jaenimonas e Novymonas ainda

nao foram distribuidos em subfamilias.
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2. Taxonomia de tripanossomatideos de insetos e plantas

Ainda hoje, a diversidade de tripanossomatideos tradicionalmente néo
patogénicos é subestimada. Em 1990, Podlipaev publicou um catadlogo com a
descricdo de aproximadamente 350 espécies de tripanossomatideos
monoxénicos e de planta. Os géneros atualmente descritos de
tripanossomatideos de insetos e plantas estdo detalhados abaixo.

2.1. Trpanossomatideos que albergam simbiontes: Angomonas,
Strigomonas (Teixeira et al., 2011) e Kentomonas (Votypka et al., 2014)

Segundo o contexto historico, cinco espécies de tripanossomatideos
monoxénicos que apresentavam bactérias endossimbiontes no citoplasma foram
descritas: Blastocrithidia culicis (Chang, 1975), Crithidia oncopelti (Gill &
Vogel, 1963), Crithidia deanei (Carvalho, 1973), Crithidia desouzai e
Herpetomonas roitmani (Fiorini et al. 1989; Faria e Silva et al. 1991; Motta et
al., 1991). Além de possuirem uma bactéria endossimbidtica em seu interior (o
gue ndo ocorre nas outras especies desses géneros), estas espécies apresentavam
diferencas morfoldgicas, moleculares e bioquimicas (Camargo et al., 1982,
1992; Teixeira et al., 1995; Maslov et al., 1996; Fernandes et al., 1997; Hollar et
al., 1998; Brandao et al., 2000; Merzlyak et al., 2001; d’Avila-Levy et al., 2001,
2004; Merzlyak et al., 2010). Brandao e colaboradores (2000) mostraram que as
espécies Crithidia deanei, Crithidia desouzai, Crithidia oncopelti e
Herpetomonas roitmani apresentam o tamanho do minicirculo do KDNA
consideravelmente diferente de outras espécies de Crithidia, que exibem a forma
coanomastigota. Os autores observaram a heterogeneidade do género e
sugeriram que este fosse dividido em dois grupos: (i) Angomonas, que inclui as
espécies C. deanei, C. desouzai e H. roitmani; (ii) Strigomonas que aloca a
espécie C. oncopelti. Todas estas espécies realocadas apresentavam bactérias
endossimbioticas em seus citoplasmas. Entretanto, diversas espécies de do
género Crithidia ndo se encaixavam nesses grupos (Brandao et al., 2000). Mais
tarde, d’Avila-Levy e colaboradores (2004) corroboraram a existéncia dos dois
grupos, com base em analise de perfis de glicoproteinas das espécies.

Posteriormente, Teixeira e colaboradores (2011) publicaram uma revisao
completa das espécies que apresentam endossimbionte e validaram os géneros
Angomonas e Strigomonas. Através de uma metodologia andloga ao DNA
Barcoding (do inglés “Codigo de Barras de DNA™) utilizando a regido V7/V8 da
subunidade menor do RNAr, além das analises filogenéticas com os alvos
moleculares gGAPDH, SSUrRNA e ITS, os autores descreveram os dois grupos:
0 género Angomonas que abriga as espécies de C. desouzai, reclassificada como
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A. desouzai, e C. deanei, reclassificada como A. deanei, além de H. roitmani em
uma cepa de A. deanei; e 0 género Strigomonas, composto pelas espécies
anteriormente descritas como Blastocrithidia culicis e C. oncopelti. Dois novos
isolados de Lutzomyia almerioi e Chrysomya albiceps (Diptera) coletados em
Mato Grosso do Sul (Brasil), foram descritos como novas espécies dos géneros
recém validados: Strigomonas galati e Angomonas ambiguus, respectivamente
(Teixeira et al., 2011).

Durante a revisdo dos géneros Angomonas e Strigomonas, 0s autores
fizeram um estudo detalhado da filogenética das bactérias endossimbioticas
encontadas em todas as especies descritas no trabalho. As analises filogenéticas
permitiram observar que estes simbiontes formavam dois grupos diferentes, em
consonancia com o género em que se encontravam. Ou seja, foi possivel
identificar o endossimbionte como Canditatus (classificacdo taxondmica para 0s
organismos nado cultivaveis (Murray et Stackebrandt 1995)) do género
Kinetoplastibacterium e a espécie foi descrita de acordo com o hospedeiro
(Teixeira et al., 2011).

Votypka e colaboradores (2014) descreveram um novo género de
tripanossomatideo, isolado de Sarcophaga sp. (Diptera), coletado na provincia
de Sorsogon (Filipinas). O flagelado foi descrito como Kentomonas e apenas
uma espécie foi identificada: Kentomonas sorsogonicus. Esta espécie apresenta
um endossimbionte, que assim como o0s endossimbiontes, Canditatus
Kinetoplastibacterium. No entanto, as analises dos genes 16S e ITS permitiram
a identificacdo de uma espécie distinta das descritas por Teixeira e
colaboradores. Além das diferencas entre 0s simbiontes desses géneros,
Kentomonas, Angomonas e Strigomonas formam clados monofiléticos e
distintos entre si, a partir da analise dos genes SSUrRNA, gGAPDH e ITS.
Ainda foi possivel observar caracteristicas morfologicas particulares como por
exemplo a presenca de sulcos na superficie celular do parasito. Em conjunto,
essas diferencas sustentam a descricdo do novo género Kentomonas. (Votypka et
al., 2014).

2.2. Novymonas (Kostygov et al., 2016)

Recentemente, Kostigov e colaboradores (2016) descreveram um
flagelado isolado do intestino de Niesthrea vincentii (Hemiptera) coletado no
Equador em 2008 como um novo género: Novymonas. O género conta apenas
com uma espécie descrita, Novymonas esmeraldas, e apresenta um
endossimbionte. Diferente dos outros tripanossomatideos que contém
endossimbionte, N. esmeraldas apresenta uma bactéria totalmente inédita
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encontrada nesses organismos e descrita como uma nova espécie através da
analise do gene 16S: Canditatus Pandoraea novymonadis. Além da diferenca
entre as espécies de endossimbionte, a partir da analise filogenética de
tripanossomatideos com base nos genes 18S ribossomal RNA (subunidade
menor), 28S ribossomal RNA (subunidade maior) e Proteina de choque térmico
83 (Hsp83) foi possivel observar a separacao dessa espécie em um clado distinto
daqueles compostos por espeécies de outros géneros conhecidos da familia
Leishmaniinae. Também ¢é importante ressaltar que os autores observaram uma
relacdo endossimbidtica completamente dispar das ja& observadas em
tripanossomatideos: a bactéria preserva a parede celular no interior de seus
hospedeiros; ndo ha uma coordenacdo da divisdo celular da bactéria com o
hospedeiro, e isso resulta em um numero elevado de bactérias por células; o
endossimbionte de Novymonas, diferente de qualquer outro endossimbionte ja
descrito em tripanossomatideos, é cultivado em culturas axénicas, o que
demonstra uma independéncia na relacdo entre endossimbionte- hospedeiro
(Kostigov et al., 2016). Por representarem um novo tripanossomatideo, com
caracteristicas totalmente distintas das espécies descritas que albergam
endossimbionte, Novymonas ndo deve ser considerada na mesma subfamilia das
espeécies ja descritas de Angomonas, Strigomonas e Kentomonas.

2.3. Crithidia (Léger, 1902)

A especie-tipo do género Crithidia € a Crithidia fasciculata (Léger, 1902),
tendo sido caracterizada inicialmente como um tripanossomatideo de insetos,
encontrado em diversos hospedeiros, tanto predadores quanto fitéfagos, e que
apresentava formas coanomastigotas em seu ciclo de vida (Hoare & Wallace,
1966; Wallace, 1966; Camargo 1992) (Figura 2). Esta forma é descrita
apresentando um formato arredondado (semelhante a uma péra), flagelo curto e
cinetoplasto anterior ao nucleo.

Anadlises filogenéticas recentes fundamentadas em sequéncias de DNA
revelaram que o género Crithidia é polifilético (Teixeira et al., 2011; Yurchenko
et al., 2014), o que chamou a atencdo da comunidade cientifica, e tem suscitado
estudos de revisdo taxonémica do grupo. Atualmente, fazem parte do cenario de
revisdo taxondmica as espécies Crithidia deanei e Crithidia desouzai, que foram
reclassificadas no género Angomonas e Crithidia oncopelti, reclassificada no
género Strigomonas (Teixeira et al., 2011). Além das reclassificacbes em outros
géneros, duas espeécies do extinto género Wallaceina (Wallaceina brevicula e
Wallaceina inconstans) foram sinonimizadas e realocadas no género Crithidia
como Crithidia brevicula (Yurchenko et al., 2014; Kostgov et al., 2014). O
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género tem novas espéecies sendo frequentemente descritas, isoladas de
diferentes hospedeiros e em diversas localidades (Leger 1902; Hanson, 1961;
Langridge 1967; Yourth et al., 2006; Yurchenko et al., 2008, 2009, 2014;
Schmid-Hempel et al., 2010; Jirkt et al., 2012; Kostygov et al., 2014; Runckel
et al., 2014; Schwarz et al., 2015).

2.4. Herpetomonas (Kent, 1880)

O género Herpetomonas, que tem como espécie-tipo Herpetomonas
muscarum (Leidy, 1856) e é composto por tripanossomatideos monoxénicos que
apresentam formas promastigotas e opistomastigotas (Figura 2). Entretanto, essa
ultima forma € raramente vista em insetos e até mesmo em cultura. Por outro
lado, as formas promastigotas podem ser observadas em outros géneros, como
Leptomonas e Phytomonas, gerando ambiguidades na classificacdo taxondmica
do género Herpetomonas, principalmente na época em que somente a taxonomia
classica era realizada (Teixeira et al., 1997; Borghesan et al., 2013).

Os tripanossomatideos desse género podem ser encontrados em diversas
espécies de insetos das ordens Diptera e Hemiptera e também em algumas
espécies de plantas (Teixeira et al., 1996; Fiorini et al., 2001; Borghesan et al.,
2013). Além destes hospedeiros, isolados deste género tém se tornado de grande
importancia médica devido a isolados encontrados em pacientes infectados com
HIV, apresentando um aspecto clinico semelhante aos ocasionados por parasitos
do género Leishmania (revisto por Chicharro & Alvar, 2003).

Assim como aconteceu com o género Crithidia, analises filogenéticas
baseadas em dados gendmicos revelaram que o género Herpetomonas também é
polifilético (Teixeira et al., 1997; Borghesan et al., 2013), e da mesma forma, a
taxonomia desse grupo tem sido revisada. Além da constante descricdo de novas
espécies, algumas espécies ja descritas foram realocadas neste género, como é o
caso de Leptomonas samueli e Leptomonas costoris (Borghesan et al., 2013).
Outras espécies validadas como Herpetomonas passaram por reclassificacdes e
foram agrupadas em outros géneros de acordo com analises filogenéticas
(Borghesan et al., 2013).

2.5. Leptomonas (Kent, 1808)

O género Leptomonas tem como espécie-tipo Leptomonas seymouri
(Wallace, 1977), e apresenta diversos hospedeiros invertebrados, que incluem
nematddeos, moluscos, rotiferos e insetos. Durante muito tempo, utilizou-se
como parametro para identificacdo do género, alem do ciclo de vida
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monoxeénico, a presenca exclusiva de formas promastigotas (Figura 2). Analises
filogenéticas atuais mostram que o grupo € polifilético e diversos taxons foram
nomeados indistintamente como Leptomonas (Kolesnikov et al., 1990; Camargo
et al., 1992), assim como ocorrera com Crithidia (Yurchenko et al., 2008, 2009;
Jirka et al., 2012; Kostygov et al., 2014) e Herpetomonas antes da reviséo
taxondmica (Borghesan et al. 2013). Existem algumas espécies do género que
sdo filogeneticamente mais proximas as espécies de Crithidia e outras que
claramente estdo mais relacionadas com espécies de Leishmania (Yurchenko et
al., 2006, 2008, 2009; Maslov et al., 2010; Jirkd et al., 2012; Votypka et al.,
2012, 2013). Algumas espécies também ja foram reclassificadas como
Herpetomonas (Borghesan et al., 2013). Tendo isso em vista, é evidente a
necessidade de revisdo do género.

2.6. Phytomonas (Donovan, 1909)

O género Phytomonas apresenta insetos fitofagos e plantas como
hospedeiros e, por essa razdo, € o Unico grupo de heteroxénico abordado nesse
trabalho.

O primeiro relato de Tripanossomatideos em plantas aconteceu em 1909
pelo pesquisador francés Alexandre Lafont. Ha relatos histéricos de que Lafont
estudava as propriedades medicinais da planta Euphorbia pilulifera
(Malpighiales) como possivel tratamento para a ‘“surra”, doenca causada em
animais domésticos e selvagens pelo protozoario Trypanosoma evansi. Devido a
conversas pessoais com outros pesquisadores que sugeriram que o latex de
plantas poderia ser um meio de cultura viavel de espécies do género
Trypanosoma, Lafont solicitou a seu técnico, Sr. Davi, que examinasse o latex
de Euforbias por meio de microscopia. As observacdes do técnico permitiram o
isolamento de um flagelado. Como apenas 0s @éneros Trypanosoma,
Leishmania, Herpetomonas, Crithidia e Leptomonas eram descritos ha época,
Lafont chamou o novo flagelado de Leptomonas davidi (Lafont, 1909 apud
Camargo, 1999).

O género Phytomonas foi proposto por Donovan (1909) para acolher a
descricdo de diversos flagelados isolados de plantas depois da descoberta de
Lafont. No entanto, pesquisadores da época ndo adotaram a nova nomenclatura.
A primeira espécie de Phytomonas foi descrita apenas 20 anos depois e recebeu
0 nome de Phytomonas francai (Aragdo, 1927), especie tipo do género. Foi
apenas na década de 70 que o género Phytomonas teve a aceitacdo da
comunidade cientifica (Jankevicius et al., 1988), e a partir de entdo, os isolados
obtidos de plantas e que apresentavam a forma promastigota em cultura foram
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associados ao género Phytomonas (Vickerman, 1976). Entretanto, é sabido que
ndo apenas este género pode ser encontrado parasitando plantas, ja havendo
relato da presenca de Leptomonas, Crithidia e Herpetomonas ocasionalmente
nesta classe de hospedeiro (Conchon 1989; Teixeira et al., 1996; Camargo,
1999; Serrano et al., 1999).

Assim como aconteceu para outros tripanossomatideos, a distin¢ao entre
as espécies encontradas em plantas sO foi possivel a partir da utilizacdo de
ferramentas moleculares. O género Phytomonas constitui um clado
monofilético e atualmente apresenta apenas trés espécies descritas (Dollet et al.
2012; Maslov et al. 2013; Sturm et al. 2007; Frolov et al. 2016).

2.7.Wallacemonas (Kostygov et Yurchenko, 2014)

O género descrito como Wallaceina foi criado para albergar uma espécie
(Wallaceina inconstans) que apresentava formas coanomastigota (Figura 2) e
endomastigota e que fora previamente descrita como Crithidia brevicula (Frolov
et Malysheva, 1989). Posteriormente, sete espécies foram descritas como
pertencentes ao género Wallaceina a partir de formas endomastigotas em
cultura. Em 2014, Yurchenko e colaboradores sugeriram a redefinicédo do género
Wallaceina. Anélises filogéticas com base nos genes 18S, gGAPDH e SL
mostraram que o0 género era polifilético, e se dividia em dois clados distintos.
Um dos clados, contendo quatro dessas espécies, estava associado a subfamilia
Leishmaniinae (Podlipaev et al., 2004; Yurchenko et al., 2014). No mesmo ano,
um outro grupo de pesquisadores também prop6s a revisdo do género
Wallaceina (Kostigov et al., 2014). Os autores concluiram que as espécies que
compunham o clado pertencente a subfamilia Leishmaniinae eram, na verdade,
apenas isolados de uma mesma espécie, sem relagdo com as outras espécies
descritas no género. Sendo assim, sugeriram que estas quatro espécies fossem
sinonimizadas e renomeadas em C. brevicula, nome original do grupo (Kostigov
et al., 2014). Além disso, os autores também sugerem que o nome Wallaceina
seja abolido e as trés espécies que permaneceram no género sejam realocadas
em um novo género, nomeado Wallacemonas. Este género tem como espécie-
tipo Wallacemonas colossoma (Kostygov et al., 2014).

2.8.Lotmaria (Evans et Schwarz, 2014)

Género criado para acomodar uma espécie isolada do ileo de Apis
melifera (abelha) que apresenta a forma coanomastigota, mas que €
filogeneticamente distinta de outra espécie isolada do mesmo hospedeiro,
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Crithidia mellificae. Lotmaria passim € a espécie-tipo e Unica representante do
género (Schwarz et al., 2015).

2.9. Lafontella (Kostygov et Yurchenko, 2015)

O género foi criado recentemente para melhor descrever a espécie
Herpetomonas mariadeanei (Yoshida, 1978). Analises filogenéticas mostraram
que esta espécie ndo agrupa com nenhuma espécie do género Herpetomonas e
nem outro género conhecido. Apresenta formas promastigota, opistomastigota e
endomastigota (Figura 2). Atualmente tem uma Unica espécie descrita:
Lafontella mariadeanei, que é a espécie-tipo do género (Yurchenko et al.,
2016).

2.10.Rhynchoidomonas (Patton, 1910)

O género Rhynchoidomonas, que tem como espécie-tipo
Rhynchoidomonas luciliae foi primeiramente descrito por Patton (1910) para
alocar tripanossomatideos que apresentam formas tripomastigotas com
membrana ondulante isolados de insetos das ordens Lepdoptera e Diptera.
Wallace (1966) descreveu seis especies para o género Rhynchoidomonas e Page
e colaboradores (1986) publicaram a Ultima espécie descrita do género, isolada
de um inseto da ordem Lepidoptera. Esta ultima descrigdo, Rhynchoidomonas
operophterae, foi baseada apenas em caracteres morfologicos e sua lamina
conservada ainda esta depositada no Museu de Historia Natural de Londres
(d’Avila-Levy et al., 2016). Desde entédo, ndo houve mais nenhuma descricéo de
espécies, e alguns autores sugerem que este género seja descartado pela auséncia
de sequéncias de DNA.

2.11. Sergeia (Svobodova, 2007)

O género foi descrito a partir de andlises filogenéticas com a utilizacao de
ferramentas moleculares e composto apenas de uma Unica espécie e também
espécie-tipo do género, Sergeia podlipaevi, isolada do intestino do inseto
hematdfago Culicoides festivipennis (Diptera) (Svobodova et al., 2007).

2.12. Blastocrithidia (Laird, 1959)

Os tripanossomatideos do género Blastocrithidia apresentam a forma
epimastigoma predominantemente em seu ciclo de vida, embora seja possivel
observar outros morfotipos em cultura (Sousa, 1994). Tem como espécie tipo
Blastocrithidia gerridis, isolada de Gerris fossarum (Hemiptera) (Patton 1908;
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apud Tieszen et al., 1983). Assim como espécies do género Trypanosoma, O
flagelado Blastocrithidia também é encontrado infectando triatomineos, mas
diferente de seu parente heteroxénico, Blastocrithidia também parasita outros
insetos. A espécie Blastocrithidia triatomae (Cerisola et al., 1971) ¢
frequentemente encontrada em triatomineos e estudos j& comprovaram a
patogenicidade deste flagelado ao hospedeiro, bem como sua competicdo com T.
cruzi, podendo ser este um importante candidato ao controle bioldgico da
doenca de Chagas (Schaub et al., 1988, 1990). Atualmente, o grupo conta com
sete espécies que formam um clado distante e basal dentro da familia
Trypanosomatidae (Merzlyak et al., 2001; Hamilton et al., 2004, Yurchenko et
al., 2008; Maslov et al., 2010; Votypka et al., 2012).

2.13. Blechomonas (Votypka et Sukova 2013)

Género descrito por Votypka e colaboradores (2013) para descrever
espécies de monoxénicos que até 0 momento foram isolados apenas em insetos
da ordem Siphonaptera (pulgas). Tem como espécie tipo Blechomonas ayalai.
Atualmente contam com a descricdo de oito novas espécies do género, além da
redescri¢do de Leptomonas pulexsimulantis em Blechomonas pulexsimulantis.
Podem apresentar formas coanomastigotas e promastigotas (Fig. 2) e sua
descricéo foi feita a partir de analises filogenética e morfologica dos isolados.

2.14. Paratrypanosoma (Votypka et Luke$ 2013)

Género descrito a partir da observacdo e isolamento de formas
promastigotas no intestino de Culex pipiens (Diptera). Tem apenas uma espécie
descrita, Paratrypanosoma confusum, e atualmente é considerado o elo histérico
evolutivo entre os tripanossomatideos parasitos de insetos e seus ancestrais de
vida livre através de analises filogenéticas (Flegontov et al., 2013). A nova
espécie P. confusum foi isolada a partir de fémeas mosquitos, 0 que pode gerar
dubiedade quanto a classificagdo em monoxénico da espécie, ja que o inseto
pode ter adquirido o parasito do hospedeiro vertebrado. Além disso, as analises
filogenéticas possibilitaram observar a posicdo desta espécie entre o clado
monofilético dos Trypanosomas e o clado do grupo externo, ancestral de vida
livre Bodo saltans, sendo P. confusum mais relacionado aos tripanosomatideos
do que com o grupo ancestral de vida livre. (Flengotov et al., 2013).
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2.15. Jaenimonas (Hamilton, 2015)

Este novo género foi descrito a partir do isolamento de um
tripanossomatideo em Drosophila (Diptera). A espécie descrita como
Jaenimonas drosophilae € a especie-tipo e foi o primeiro flagelado da familia
Trypanosomatidae a ser isolado deste grupo de inseto (Hamilton et al., 2015).

3. Utilizagdo de genes para as andlises taxondmicas e filogenéticas de
tripanossomatideos

Nas ultimas décadas, uma abordagem integrativa entre 0s parametros
taxondmicos classicos e aqueles fundamentados na analise gendmica tem se
revelado eficiente para a reconstrucdo da histéria evolutiva dos diferentes
organismos, mas especialmente dos microrganismos.

Com o advento da biologia molecular e o surgimento de técnicas de
sequenciamento (Sanger, 1975), automacdo destas técnicas (Hood, 1987) e
mais recentemente as novas metodologias de analise gend6mica em larga escala
(revisto por Shokralla et al. 2012) foi possivel observar um aumento
consideravel no conhecimento sobre a biodiversidade.

Diversas sequéncias de genes vém sendo utilizadas no estudo da
taxonomia e filogenia da familia Trypanosomatidae. Dentre os mais utilizados e
citados na literatura, em especial na andlise taxondmica e filogenética dos
tripanossomatideos exclusivos de insetos e plantas, estdo o gene que codifica a
subunidade menor do ribossomo (SSUrRNA), o gene glicossomal Gliceraldeido
3-fosfato dehsidrogenase (QGAPDH), o gene Spliced Leader (SL) e o0 gene do
Espacador Interno Trancrito (ITS) (Maslov et al. 1996; Croan et al. 1997; Lukes
et al. 1997; Hollar et al. 1998; Yurchenko et al. 2000; Merzlyak et al. 2001,
Hamilton et al. 2004; Teixeira et al. 2011; Borghesan et al. 2013). A utilizacao
destes marcadores permite a identificacdo de espécies em compara¢do com
sequéncias disponiveis em banco de dados publicos. Entretanto, se ndo houver
disponibilidade da sequéncia do marcador utilizado e/ ou da espécie analisada, a
identificacdo dependerd das interpretagcbes do pesquisador a partir das
reconstrucdes filogenéticas (d’Avila-Levy et al., 2015).
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3.1. Genes utilizados para analises taxonémicas dos tripanossomatideos de
insetos e plantas depositados na COLPROT

3.1.1. O gene Ribossomal

Atualmente, o gene ribossdmico tem sido utilizado como ferramenta na
inferéncia filogenética da familia Trypanosomatidae (Vickerman 1994;
Merzlyak et al., 2001). Uma das razdes que justifica o uso do gene ribossémico
como um oOtimo marcador em inferéncias filogenéticas, € que as diferentes
regibes das unidades de repeticdo do DNA ribossomal evoluem em taxas
diferentes (Hillis & Dixon, 1991). Ou seja, as regides de repeticdo do gene
contém partes conservadas e variaveis (Hillis & Dixon, 1991). A estrutura
basica do gene ribossomal é conservada em todos os eucariontes. Os genes de
RNA ribossomal séo transcritos como como 18S (subunidade menor), 5.85 e o
28S (subunidade maior) (Perry, 1976; Dietrich et al., 1993). As subunidades
maior e menor sdo formadas por sequéncias muito conservadas e separadas por
dois espacadores internos transcritos (ITS-1 e ITS2) e um espacador externo
transcrito (ETS) (Hernandez et al., 1990; Dietrich et al., 1993; Mukha et al.,
2002).

Em tripanossomatideos a regido analoga ao codificante 28S se divide em
dois RNAs maiores (24a e 24p) e outras quatro moléculas menores (S1, S2, S4
e S6) (White et al., 1986; Campbell et al., 1987; Hernandez et al., 1988;
Dietrich et al., 1993). A subunidade menor (18S) por sua vez, é formada por
oito regides conservadas (U1-U8) e por outras nove regides altamente variaveis
(V1-V9) (Hernandez et al., 1990; Dietrich et al., 1993).

Além dos diferentes niveis de conservacao deste gene, o que faz com que
este alvo seja bastante utilizado na identificacdo da familia Trypanosomatidae,
0 gene ribossomal apresenta uma ampla disponibilidade em banco de dados
publicos, permitindo a comparacdo entre sequéncias depositadas e novas
sequéncias.

3.1.1.1. Regido V7V8 SSU RNAr

A regido variavel V7V8 SSUrRNA vem sendo amplamente utilizada
como ferramenta de cddigo de barras de DNA (Barcoding) na analise da
diversidade de tripanossomatideos (Maia da Silva et al., 2004; Ferreira et al.,
2008; Viola et al., 2009; Lima et al., 2012; Teixeira et al., 2011; Borghesan et
al., 2013). A regido apresenta caracteristicas importantes na utilizacdo de
estudos comparativos, tais como o tamanho do fragmento que facilita a
amplificacdo pela PCR (em tripanossomatideo pode chegar até 2 mil pares de
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base, aproximadamente), a presenca de regides variaveis, flanqueadas por
regiGes conservadas que auxilia no alinhamento das sequéncias, além de ter uma
grande base de dados de diferentes espécies da familia depositadas em bancos
publicos de informacdo genébmica, 0 que permite a comparagdo entre espécies ja
descritas e novos isolados.

3.1.2. O gene Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase glicossomal
(gGAPDH)

A GAPDH é uma enzima muito importante no processo da glicélise
(reacOes metabdlicas resultando na degradacdo da glicose ou de outros
carboidratos para producdo de energia). Na maioria das células eucariéticas, este
processo ocorre no citoplasma. No entanto, em cinetoplastideos esse prcesso
ocorre em organelas especializadas, conhecidas como glicossomos (Fothergill
Gilmore & Michels, 1993; Hannaert et al., 1998). Na familia Trypanosomatidae,
existem dois genes que codificam isoformas glicossomal (gGAPDH) dessa
enzima e uma citosolica (cCGAPDH) (Michels et al., 1986). E importante
salientar que ambas as cépias de GAPDH tém alta similaridade e por ser um
gene codificante de proteina com atividade enzimatica, 0 GAPDH apresenta
baixa taxa de evolucdo quando comparado com o gene ribossomal. Além disso,
este gene € altamente conservado entre as espécies de tripanossomatideos,
tornando-se um bom marcador no estudo da taxonomia e inferéncia filogenética
(Hamilton et al., 2004, 2005, 2007; Stevens et al., 2008). Diversos trabalhos
indicam a concordancia na topologia de analises filogenéticas entre os genes
gGAPDH e SSUrRNA. (Hamilton et al., 2004, 2007; Viola et al., 2009;
Voltypka et al. 2015; d’Avila-Levy et al., 2015). Assim como 0 SSUrRNA, o
GAPDH também conta com a disponibilidade de vasto nimero de sequéncias
disponiveis em bancos publicos de sequéncias.

3.1.3. O gene mitocondrial Citocromo Oxidase | (COl)

A utilizacdo de sequéncias curtas de DNA na caracterizacdo rapida e
precisa de espécies isoladas é denominado DNA Barcoding (Herbert et al.,
2003). As regides do gene mitocondrial Citocromo Oxidase, subunidade | (COI)
tém sido amplamente utilizadas como barcode para metazoarios. I1sso porque a
mitocondria, ou cinetoplasto (estruturaequivalente em cinetoplastideos), sao
produtoras de energia para célula e tém o seu proprio genoma. Além disso, se
apresentam em um elevado nimero de copias por célula, taxas de mutacéo
diferentes entre espécies distintas e ndo sofre recombinacdo génica. Devido a
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falta de consenso entre pesquisadores de que um Unico marcador seja capaz de
classificar todas as espécies existentes no planeta, principalmente para grupo de
microorganismos, tem sido proposto marcadores especificos de acordo com o
grupo de estudo, o que se aplica ao estudo de protistas e particularmente a
kinetoplastideos (Pawlowski et al. 2012; Voltypka et al. 2015). Apesar de COI
parecer separar bem espécies proximas de eucariotos, como alguns
tripanossomatideos (Nassonova et al., 2010; Stern et al., 2010; Kher et al.,
2011), estes marcadores tém se mostrado ineficazes na caracterizagcdo de
espécies de diversos microorganismos (Begerow et al., 2010; Pawlowski et al.,
2012; Lebonah et al., 2014).

Devido a dificuldade de amplificacdo para alguns taxons, COIl néo
apresenta uma biblioteca de sequéncias robusta em banco de dados, e sua
utilizacdo em estudos taxonémicos e filogenéticos esté atrelado ao uso de outros
marcadores para corroboracdo (Bueno-Silva, 2012). Nesse sentido, diversos
pesquisadores da Fiocruz integraram a iniciativa da Rede Brasileira de
Identificacdo Molecular da Biodiversidade (BrBol), iniciando um trabalho
pioneiro no estudo desse marcador em protozodrios da familia
Trypanosomatidae, tendo como objetivo maximo a formacdo de um banco de
dados de COI e testar a aplicabilidade do marcador como cddigo-de-barras de
DNA para esse grupo de organismos. Os resultados preliminares demonstraram
gue o marcador é capaz de distinguir espécies e linhagens proximas de
tripanossomatideos (Morelli et al, in prep.).

4. Colecdes Bioldgicas

As colecdes bioldgicas abrigam conjuntos de organismos (atuais, fésseis
ou parte deles) ou material genético com o objetivo de preservar, armazenar e
fornecer informac0es a respeito de cada especime depositado (procedéncia, ano
de coleta, identificacdo, localizacdo geografica, etc.). Atualmente, as colegdes
bioldégicas sdo uma das principais formas de inventariar e manter a
biodiversidade sendo uma importante ferramenta para a obtencdo de
informacdes, distribuicdo e conteudo dessa principalmente para fins da pesquisa
cientifica. Portanto, uma colecdo biologica deve promover um facil acesso aos
dados, ter uma infraestrutura adequada, garantir a preservacdo, além de
solucionar problemas, como a qualidade da identificagdo do acervo (d’Avila-
Levy et al. 2016; http://www.sibbr.gov.br/areas/?area=colecoes).

Atualmente, com o advento da biologia molecular, algumas colecdes
cientificas agregam dados gendmicos aos seus depositos bioldgicos. Esse
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conjunto de dados é particularmente relevante as cole¢des de microorganismos,
que por muitas vezes sdo de dificil cultivo e conservacdo (Suarez & Tsutsui
2004).

A Colecédo de Protozoarios da Fiocruz (Fiocruz-COLPROT) foi iniciada
em 1991 com a preservacdao de membros da familia Trypanosomatidae e recebia
0 nome de Colecdo de Tripanossomatideos (CT-IOC). Em 2009, a colecéo
sofreu uma restruturacdo institucional do acervo, passando a preservar
protozoarios de outras familias, como por exemplo Trichomonadidae,
Euglenaceae, Blastocystidae, entre outros. Apenas em 2010, foi reconhecida
institucionalmente sob o nome de Colecdo de Protozoarios da Fiocruz
(www.colprot.ficruz.br). Atualmente, seu acervo conta com mais de 400
espécimes de protozoarios de diversas familias, sendo a maioria representantes
da classe Kinetoplastea, principalmente membros da familia Trypanosomatidae
(Figura 7). A colecdo conta com diversos projetos que visam a ampliacdo do
acervo através de coletas em diversos biomas, aléem da curadoria dos espéecimes
depositados ao longo dos anos. Essa curadoria € realizada principalmente pela
identificacdo molecular dos espécimes.

M Cryptobiidae

M Bodonidae

M Euglenaceae

M Trichomonadidae
M Trypanosomatidae
M Blastocystidae

Fig. 7- Representagdo grafica do atual acervo COLPROT.
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Il. OBJETIVOS
1) Objetivo geral

o Realizar a curadoria das espécies de tripanossomatideos isolados de
insetos e plantas depositadas na Colecdo de Protozoarios da Fiocruz (Fiocruz-
COLPROT) através da informacdo gendmica de sequéncias parciais dos genes
gGAPDH, das regides V7/V8 do SSUrRNA e COIl, que sdo comumente
utilizados na identificacdo molecular de tripanossomatideos (DNA Barcoding).

2) Objetivos especificos
- Resgatar e sistematizar o registro historicodas especies analisadas.

- Sugerir um limiar minimo para a porcentagem de divergéncia genética
suficiente para separar as especies e géneros analisados através de sequéncias
depositadas no Genbank dos principais marcadores utilizados na literatura:
gGAPDH e SSUrRNA.

- Realizar a identificacdo taxondmica dos isolados depositados na COLPROT
ainda ndo caracterizados, através de abordagem DNA Barcoding, assim como
identificar novas espécies, corrigir possiveis erros de identificacdo e sugerir
sinonimizacao das espécies geneticamente semelhantes.

- Avaliar a aplicabilidade do marcador COIl na taxonomia de
tripanossomatideos.
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I11. METODOLOGIA
1) Origem das amostras

1.1. Tripanossomatideos a serem estudados e método de cultivo

Alguns dos critérios de escolha dos organismos que seriam sequenciados
foram a disponibilidade, rastreabilidade e qualidade das informacdes do
depdsito. Do total de depositos da familia Tripanosomatidae (167 parasitos
isolados de insetos e plantas) da COLPROT, nos realizamos a extracdo do DNA
de 136 espécimes. A identificacdo inical dos taxons foi feita de acordo com as
informac6es disponiveis no registro da Colecdo. Os seguintes géneros de
tripanossomatideos foram estudados: Blastocrithidia (n = 3), Crithidia (n = 32),
Herpetomonas (n = 15), Leptomonas (n = 12), Strigomonas (n = 4), Angomonas
(n = 5), Phytomonas (n = 18), Kentomonas (n = 1) e Sergeia (n = 2), alem de
amostras isoladas de invertebrados ainda nédo identificadas (n = 44), que estdo
criopreservadas e depositadas na Cole¢do de Protozoarios (COLPROT) da
Fundacdo Oswaldo Cruz. As ampolas contendo o0s especimes foram
descongeladas e seu conteudo cultivado em meio bifasico NNN/LIT (Nicolle-
Novy-Neal/ Liver Infusion Tryptose; Nicolle, 1908) suplementado com 10% de
soro fetal bovino. As espécies foram mantidas a 26 °C através de repiques
semanais em meio LIT. As identificacOes inicias utilizadas foram aquelas
fornecidas pelos proprios depositantes, catalogadas nos registros do acervo.

2) ldentificacdo molecular

A identificacdo molecular das amostras foi realizada utilizando dois genes
nucleares (gGAPDH e V7V8 SSUrRNA), que amplificam 800-pb cada
(Borghesan et al., 2013) e um mitocondrial (COIl) desenvolvido pelo nosso
grupo e colaboradores, que amplifica aproximadamente 600 pb.

Etapas da caracterizacdo molecular:

a) Extracéo e quantificacdo de DNA

No meio da fase log de cultivo, 1 x 107 células foram obtidas por
centrifugacao (1500 x g, 15 min, 4 °C) e lavadas duas vezes em tampao fosfato-
salino (PBS; NaCl 137 mM, fosfato dissédico 10 mM, KCI 2,7 mM, pH 7.4). A
extracdo do DNA foi realizada com o kit Wizard® Genomic (Promega,
Wisconsin, EUA), seguindo as instrucgdes do fabricante. O DNA foi quantificado
em Nanodrop (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA).
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b) Reacado em cadeia da polimerase

As reacdes em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas em
termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems, Califérnia, EUA) e
foram submetidas a testes e ajustes quanto a temperatura, concentracdo de
magnésio e condi¢des de ciclagem para amplificacdo da regido de cada um dos
marcadores moleculares utilizados para cada espécie analisada. As
concentracdes de reagentes utilizadas para cada marcador estdo descritas nas
Tabelas 2, 3 e 4. Os ciclos de amplificacdo além das sequéncias de cada
iniciador estdo descritos na Tabela 5:

Tabela 2: Concentracdes e volumes dos reagentes utilizados para amplificacdo do alvo
gGAPDH

Reagentes Concentracao inicial Volume inicial
Tampao 1x 2,5 uL
MgCl: 1,5mM 0,75 pL
dNTP 200 uM 2 UL
gGAPDH F 0,4 uM 1puL
gGAPDH R 0,4 uM 1puL

Taqg platinum 15U 0,3 puL
Agua estéril para PCR - 15,45 pL
DNA 15 ng/uL 2 uL
TOTAL 25 ulL

Tabela 3: Concentracdes e volumes dos reagentes utilizados para amplificacdo do alvo
SSUrRNA

Reagentes Concentracao inicial Volume inicial
Tampao 1x 2,5 uL
MgCl> 2,5 mM 1,25 L
dNTP 250 uM 2,5 uL
SSUrRNA F 0,2 uM 0,5puL
SSUrRNA R 0,2 uM 0,5puL
Taqg platinum 15U 0,25 pL
Agua estéril para PCR - 15,5 pL
DNA 15 ng/pL 2 uL
TOTAL 25 uL
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Tabela 4: ConcentracGes e volumes dos reagentes utilizados para amplificacdo do alvo COI

Reagentes Concentracdo inicial Volume inicial
Tampao 1x 2,5 uL
MgCl2 2,5mM 1,25 uL
dNTP 250 uM 2,5uL
COI F 0,25 uM 0,63 pL
COiR 0,25 uM 0,63 pL
Taq platinum 1U 0,2 puL
Agua estéril para PCR 15,29 pL
DNA 15 ng/uL 2 uL
TOTAL 25 uL

Tabela 5: Descricdo dos iniciadores

Gene e Oligonucleotideos

Condicdes iniciais para amplificacéao

COl - 626 pb (manuscrito em preparagao)

COI F (5CCWACWACAAACATRTGRTGCYGC

3’)

COIR (5 TCCHGATATGGTWTTKCCYCG 3°)

gGAPDH — 800 pb (Borghesan et al. 2013)
gGAPDH F (5GGBCGCATGGTSTTCCAG3’)

gGAPDH R (5’CCCCACTCGTTRTCRTACC3’)

V7V7 SSU rRNA- 800 pb (Borghesan et al. 2013)

V7V8 SSU rRNA F

(5'CACCCGCGGTAATTCCAGC3') V7V8 SSU

rRNA R (5'CTGAGACTGTAACCTCAA3)

Desnaturacéao: 95 °C- 3 min (1 vez)
Desnaturacéo, anelamento e extensao: 95 °C-
1 min; 52-60 °C- 30 seg; 72°C- 1 min (35
ciclos)

Extensao final: 72 °C- 10 min (1 vez)

Desnaturacédo: 94 °C- 3 min (1 vez)
Desnaturacéao, anelamento e extensao: 94 °C-
1 min; 52-60 °C- 2 min; 72°C- 2 min (30
ciclos)

Extensao final: 72 °C- 10 min (1 vez)

Desnaturacéo: 94 °C- 5 min (1 vez)
Desnaturacéao, anelamento e extensao: 94 °C-
30 seg; 52-60 °C- 2 min; 72°C- 2 min (35
ciclos)

Extenséao final: 72 °C- 10 min (1 vez)

c) Eletroforese de DNA em gel de agarose

Os fragmentos de DNA amplificados por PCR foram adicionados de
tampdo de amostra DNA Gel Loading Dye [Tris-HCI 10 mM pH 7,6; azul de

bromofenol 0,03%:; xilenocianol 0,03%:

glicerol 60%; é&cido etilenodiamino

tetra-acético (EDTA) 60 mM] (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA) e o
intercalante de DNA GelRed™ (Biotium) e submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% em tamp&o TBE (Tris 1,1 M; Acido Bérico 0,9 M; EDTA 25 mM,
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pH 8.3) por 50 min a 90 V. Apdls a eletroforese, os fragmentos de DNA
amplificados foram visualizados e fotodocumentados em equipamento UVP
Bioimaging Systems (DNR Bio-Imaging Systems Ltd., Jerusalém, Israel).

d) Purificacdo do produto de PCR
A purificacdo da solucdo dos produtos da reacdo de PCR foi realizada
atraves de kit de purificacdo Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega, Wisconsin, EUA), utilizando o protocolo do fabricante.

e) Sequenciamento

O sequenciamento foi realizado na plataforma de sequenciamento
RPTO1A- PDTIS/Fiocruz (ABI 3730XL Applied Biosystem) através do método
de Sanger (Sanger et al. 1975). A reacdo de sequenciamento foi realizada com
uso do kit de extragdo BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready
Reaction (Applied Biosystems, Califérnia, EUA), utilizando a reacdo adaptada
com 2 uL de DNA molde (5-20 ng), 1,88 uL de Tampdo 5% (Applied
Biosystems, California, EUA), 0,25 uL de BigDye e agua Milli-Q qsp 5,37 uL.
A ciclagem da reacdo consiste em 35 ciclos de 96 °C por 15 s, 50 °C por 10 s e
60 °C por 4 min. As amostras foram processadas na plataforma de
sequenciamento e submetidas ao processo de precipitacdo e desnaturacdo da
reacdo de sequenciamento.

f) Analise das sequéncias

Os cromatogramas gerados no sequenciamento foram avaliados quanto a
qualidade, editados e alinhados no programa DNAstar (SeqMan) (Lasergene,
1994). A edicéo das sequéncias consistiu em identificar regides de alta qualidade
e informativas (picos livres de ruidos), e remover as regifes de flanqueamento
dos iniciadores. As sequéncias obtidas para os alvos COIl e gGAPDH editadas
das espécies do acervo da COLPROT foram alinhadas utilizando o programa
BioEdit (Hall, 1999) atraves da ferramenta Clustal W (Thompson et al., 1994).
As sequéncias geradas para SSUrRNA foram alinhadas no MAFFT (Katoh et
al., 2013) utilizando os parametros pré-estabelecidos no software. As sequéncias
dos alvos gGAPDH e SSUrrNA foram comparadas com sequéncias de
tripanossomatideos disponiveis Genbank (Tabela 6) através do algoritmo Blastn
usando o servidor NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), que realiza a
busca por similaridade das sequéncias, para curadoria. Essas sequéncias tambéem
foram utilizadas no alinhamento desses alvos. Em seguida foram submetidas a
anélises filogenéticas. Como ndo ha sequéncias disponiveis em banco de dados
para o alvo COl, essa compara¢do néo foi possivel.
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Tabela 6: Sequéncias do Genbank utilizadas para comparagdo taxonémica.

NUmero de acesso no Genbank

Organismos
Nomenclatura SSU rRNA gGAPDH
atualizada
Crithidia
Crithidia fasciculata - AF047493
Crithidia deanei Angomonas deanei - EF546792
Crithidia otongatchiensis KC205989 KF482058
Crithidia brachyflagelli JF717840 JF717835
Crithidia confusa JF717837 JF717832
Crithidia insperata EU079125 EU076605
Crithidia expoeki KM980187 GU321193
Crithidia bombi KM980185 GU321192
Crithidia permixta EU079127 EU076607
Crithidia abscondita EU079126 EU076606
Crithidia brevicula KJ443353 KJ443343
Crithidia luciliae AF053740
Crithidia praguensis KC205988 KF482060
Crithidia mellificae - KJ713339
Leptomonas
Leptomonas tenua KF054114 KF054086
Leptomonas barvae FJ968532 FJ968529
Leptomonas spiculata JF717838 JF717833
Leptomonas pyrrhocoris JN036653 JN036651
Leptomonas podlipaevi DQ383649 DQ019001
Leptomonas jaderae EU079123 EU076603
Leptomonas lactosovorans Herpetomonas - EU076602
samueli
Leptomonas tarcoles EF546786 EF546787
Leptomonas seymouri AF153040 KP717896
Leptomonas costaricensis DQ383648 DQ383650
Leptomonas acus DQ910923 DQ910926
Leptomonas bifurcata DQ910925 DQ910928
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Leptomonas moramango

Angomonas
Angomonas deanei

Angomonas desouzai

Angomonas ambiguus

Strigomonas
Strigomonas culicis

Strigomonas galati
Strigomonas oncopelti

Herpetomonas
Herpetomonas muscarum

Herpetomonas mirabilis
Herpetomonas modestus
Herpetomonas costoris
Herpetomonas samueli
Herpetomonas tarakana

Herpetomonas
samuelpessoai
Herpetomonas isaaci

Herpetomonas puelarum
Herpetomonas elegans
Herpetomonas trimorpha
Herpetomonas ztiplika
Herpetomonas roitmani

Lafontella
Lafontella mariadeanei

Phytomonas
Phytomonas serpens

Phytomonas sp.

Phytomonas nordicus

KC205990

HM593011

HM593017

HM593015

HM593009
HM593010
AF038025

JQ359731
JQ359729
JQ359726
JQ359728
KR868691
JQ359716

JQ359720
JQ359723
JQ359725
EU179326
AF416560
AF038023

JQ359714

AF016320

KT223609

KF482059

HM593022
HM593023
HM593024
EU079131
EU079130

HMS593020
HM593021
HM593019

EU079137
HM593018
EU079135

DQ092548
JQ359739
JQ359736
JQ359738
JQ359742
KR868692
JQ359747

JQ359745
JQ359734
JQ359735
F1850241
FJ850242
EU079130

JQ359741

HQ685123

EU084895
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Wallacemonas

Wallacemonas collosoma AF153038 EU084898
JN582046 EU084899
Wallaemonas raviniae KC205996 KF482057
Kentomonas
Kentomonas sorsogonicus KM242075 KM242072
Lotmaria
Lotmaria passim KM066239 KJ713352
Sergeia
Sergeia podlipaev DQ394362 DQ394365
Jaenimonas
Jaenimonas drosophilae KP260534 KP260535
Blechomonas
Blechomonas keeling KF054132 KF054110
Blechomonas maslovi KF054125 KF054106
Blechomonas englundi KF054120 KF054108
Blechomonas luni KF054115 KF054103
Novymonas
Novymonas esmeraldas KT944309 KT944300
Bodo
Bodo saltans AF208889 DQ915847

g) Analises filogeneticas

O alinhamento das sequéncias nucleotidicas geradas para cada marcador
molecular juntamente com todas as sequéncias de tripanossomatideos isolados
de insetos e plantas no Genbank (Tabela 6) foi feito no programa BioEdit (Hall,
1999). Os resultados dos alinhamentos foram realizados utilizando o software
MEGA versdo 7 (Tamura et al., 2011) e uma arvore de distancia foi construida
utilizando o modelo de substituicdo nucleotidica Kimura 2-parametros (Kimura
1980). Este modelo leva em consideracao dois tipos de substituicdes (transicéo e
transversdo) e foi 0 modelo adotado para analises do tipo Barcode. A partir desta
informacéo, foi gerada uma arvore baseada no método de distancia de Neighbor
Joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987). A consisténcia da topologia da arvore é
testada através de 1000 replicacdes de bootstrap (Felsenstein, 1985), assumindo
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a partir de 70% como um valor confidvel. Para a construcdo da arvore
filogenética foi empregado o método probabilistico de Maxima Verossimilhanca
(Maximum Likelihood - ML) utilizando o programa Mega versao 7. A escolha
do modelo evolutivo de substituicdo nucleotidica foi feito utilizando o programa
JModelTest versdo 2.1 (Darriba et al., 2012). O modelo mais adequado para as
sequéncias dos trés marcadores utilizados de acordo com o critério de
informacdo Akaike (AIC) foi GTR+1+G (sitios invariaveis (I) + 4 parametros de
distribuicdo gamma (G).

h) Andlise da divergéncia genética

A fim de estipular um valor limitrofe da porcentagem de divergéncia
genética que atenda tanto as mudancas de classificacdo taxonémica quanto as
sinonimias entre espécies de tripanossomatideos, sobre tudo para 0S
representantes de insetos e plantas, foram analisadas as sequéncias dos
marcadores mais utilizados na literatura para este grupo de organismos. Apds a
realizacdo de uma extensa pesquisa bibliografica, os géneros e espécies eleitos
para analise foram Angomonas, Herpetomonas, Phytomonas, Blechomonas,
Leptomonas, Lotmaria e Crithidia (Tabela 6). As espécies foram escolhidas
principalmente por apresentarem uma taxonomia ja descrita e bem definida
segundo os autores. Os genes analisados foram o gGAPDH e SSU por
apresentarem numerosas sequéncias disponiveis em banco de dados. As
sequéncias foram adquiridas a partir do Genbank. Comparacéo par-a-par foram
realizadas com a finalidade de observar os valores minimos utilizados pelos
autores na descricdo de novas espécies e géneros e na sugestdo de sinonimias.
As analises de distancia genética realizada foram as mesmas utilizadas para as
amostras da COLPROT descritas no item “f Analise das sequéncias”.

1) Pesquisa histdrica dos depdsitos da Colecdo de Protozoarios

Para cada depdsito da COLPROT utilizado neste trabalho, um resgate
historico foi realizado através de consulta ao livro tomo da Colec¢éo, pesquisas
em artigos cientificos publicados, resumos de congressos e, quando possivel,
entrevista/ conversa com o0s depositantes. Os dados provenientes da pesquisa
alimentaram o banco de dados interno Sicol (http://sicol.fiocruz.br/), tornando
toda a informacéo a respeito dos depdsitos da colecdo disponivel publicamente
no site da COLPROT (www.colprot.fiocruz.br).
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Taxonomia molecular

Marcadores moleculares vém sendo cada vez mais utilizados como
ferramenta auxiliar na taxonomia de tripanossomatideos devido a enorme
diversidade do grupo e auséncia de marcadores fenotipicos capazes por si s6 de
diferenciar espécies. Porém, analisar um unico marcador molecular ndo é
suficiente para inferir a filogenia e realizar a classificacdo taxonémica desses
organismos, uma vez que esta abordagem nos permite conhecer a historia
evolutiva apenas do gene analisado, e ndo das espécies em questdo. A
abordagem multilocus prevé um consenso dos marcadores utilizados a respeito
da histdria evolutiva das espécies analisadas, buscando reduzir os efeitos da
evolucdo génica individual. Uma taxonomia integrativa polifasica (que une as
ferramentas da taxonomia molecular com o0s conhecimentos da taxonémica
classica morfologica) é o almejado para maior acuracia na descricdo e re-
descricdo de espécies (Voltypka et al. 2015). Analises morfoldgicas,
comportamento em cultivo, caracteristicas bioquimicas, desenvolvimento no
hospedeiro e demais informagdes, como presenca de simbionte, devem sempre
ser consideradas e ndo um limiar absoluto baseado unicamente em padrdo de
divergéncia genética.

1.1.Marcadores moleculares utilizados na literatura

Analises das sequéncias dos genes SSU rRNA e gGAPDH sdo
comumente utilizadas no estudo filogenético dos tripanossomatideos, e sao
propostas como barcode de tripanossomatideos (Hamilton et al., 2004, 2005a,
2005b; Viola et al., 2009; Maslov et al., 2010; Teixeira et al., 2011; Votypka et
al., 2015). Em nossas analises utilizamos iniciadores que amplificaram um
produto de aproximadamente 800 pb das regiGes variaveis (V7V8) da
subunidade menor do gene ribossomal, e um fragmento de aproximadamente
800 pb do gene gGAPDH. O resultado gerado para ambos os marcadores se
mostrou congruente (Figuras 8, 9, 10 e 11). No entanto, o gene gGAPDH se
mostrou mais resolutivo em comparacdo ao gene ribossdmico. 1sso porque o
gene ribossémico ndo foi capaz de separar espéecies que sdo evolutivamente mais
proximas (Anexo I, maiores detalhes na secdo 3). Isso se deve ao fato de a
subunidade menor do gene ribossomal apresentar uma taxa de evolugdo menor
do que o restante do gene (Hillis & Dixon, 1991).
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Figura 8- Analise

’995‘ COLPROT 669 Crithidia brachyflagelli

100| COLPROT 606 Trypanosomatidae sp.

de Neighbor-joining para o gene gGAPDH

741 2\ JFT17833 Leptomonas spiculata
; /\ DQ910926 Leptomonas acus

/\ EF546787 Leptomonas tarcoles

COLPROT 672 Leptomonas tarcoles
A(COLPROT 628 Trypanosomatidae sp.

L. tarcoles

dol 2\ KF482058 Crithidia otongatchiensis C. otongatchiensis
B4l COLPROT 673 Crithidia otongatchiensis

/\ JF717835 Crithidia brachyflagelli .
} C. brachyflageli
- /\ AF047493 Crithidia fasciculata ]
COLPROT 184 Cirithidia ricardoi

COLPROT 053 Crithidia luciliae
/\ AF053740 Crithidia luciliae C. fasciculata
COLPROT 213 Trypanosomatidage sp.
— COLPROT 0571 Crithidia guilhermei
COLPROT 048 Crithidia fasciculata
COLPROT 050 Crithidia fasciculata
991 COLPROT 670 Crithidia insperata
/\ EUO076605 Crithidia insperata
— A\ DQI910928 Leptomonas bifurcata
COLPROT 676 Crithidia confusa
o7 || COLPROT 689 Cirithidia lucilia thermophila
COLPROT 688 Crithidia hutneri
88| COLPROT 056 Crithidia sp.
COLPROT 054 Crithidia luciliae thermophila
COLPROT 018 Crithidia hutneri
/\ EF546792 Crithidia deanei
COLPROT 703 Trypanosomatidae sp.
92l A\ JF717832 Crithidia confusa
1001 COLPROT 035 Crithidia mellificae
/\ KJ713339 Crithidia mellificae
/\ EU076606 Crithidia abscondita
001 COLPROT 677 Crithidia abscondita
COLPRQOT 016 Crithidia flexonema
100 | COLPROT 042 Crithidia acanthocephali | C. flexonema
COLPROT 254 Crithidia sp.

} C. insperata

C. luciliae thermophila

} C. mellificae

:| C. abscondita

’/ /\ KJ713352 Lotmaria passim
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81 86

COLPROT 685 Crithidia expoeki
COLPROT 686 Crithidia expoeki
100 COLPROT 679 Crithidia expoeki | C. expoeki
COLPROT 687 Crithidia expoeki
/\ GU321193 Crithidia expoeki
/\ GU321192 Crithidia bombi
COLPROT 684 Crithidia bombi
100 COLPROT 678 Crithidia bombi
COLPROT 683 Crithidia bombi
COLPROT 512 Trypanosomatidae sp.
COLPROT 026 Leptomonas pyrrhocoris
1001 A JNO36651 Leptomonas pyrrhocoris
COLPROT 706 Trypanosomatidage sp.
961 COLPROT 705 Trypanosomatidae sp.
100 } COLPROT 277 Leptomonas seymouri | L. seymouri
/\ KP717896 Leptomonas seymouri
9| COLPROT 344 Leptomonas sp.
DQ019001 Leptomonas podlipaevi
COLPROT 674 Leptomonas jadarae
99l A EU076603 Leptomonas jaderae

1001 COLPROT 671 Crithidia permixta

C. bombi

71

L. pyrrhocoris

J L. podlipaev
] L. jaderae

o , C. permixta
100| L A\ EUO76607 Crithidia permixta

/\ KF482060 Crithidia pragensis
/\ KF054086 Leptomonas tenua
COLPROT 110 Crithidia brevicula
100 COLPROT 111 Crithidia brevicula C. brevicula
/\ KJ443343 Crithidia brevicula
/\ KF482059 Leptomonas moramango
/\ FJ968529 Leptomonas barvae
COLPROT 151 Endotrypanum monterogei
/A DQ092549 Leishmania tarentolae
/\ KT944300 Novymonas esmeraldas
COLPROT 060 Herpetomonas dedonderi
COLPROT 616 Trypanosomatidage sp.
/\ DQ383650 Leptomonas.costaricensis
100L COLPROT 627 Trypanosomatidae sp.

79

] L. costaricensis

Ir COLPROT 696 Kentomonas sorsogonicus

1000 A\ KM242072 Kentomonas sorsogonicus
100

} K. sorsogonicus

S. culicis
— —— A HM593018 Strigomonas galati

QA
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COLPROT 055 Strigomonas oncopelti
o COLPROT 019 Strigomonas oncopelti | S. oncopelti
/\ EU079135 Strigomonas oncopelti
[ COLPROT 100 Trypanosomatidae sp.
100L COLPROT 101 Trypanosomatidae sp.
—— COLPROQT 079 Phytomonas nordicus
COLPROT 011 Phytomonas francai
100} /\ EU084895 Phytomonas sp. P. frangai
100 COLPROT 082 Phytomonas sp.
o3| COLPROT 083 Phytomonas sp. ]
— /\ HQ685123 Phytomonas serpens
821 COLPROT 181 Herpetomonas macgheei
COLPROT 161 Herpetonas macgheei
100l COLPROT 080 Phytomonas sp.
COLPROT 174 Phytomonas serpens
COLPROT 186 Phytomonas serpens P. serpens
COLPROT 187 Phytomonas sp.
COLPROT 188 Phytomonas sp.
COLPROT 189 Phytomonas serpens
COLPRQT 675 Phytomonas serpens
COLPROT 245 Trypanosomatidae sp.
88! COLPROT 247 Trypanosomatidae sp.
o1 2\ EU084899 Wallacemonas collosoma
ﬂi{ /\ EU084898 Wallacemonas collosoma W. collosoma
COLPROT 073 Leptomonas collosoma
L—— /\ KF482057 Wallaceina raviniae
/\ DQ394365 Sergeia podlipaevi
1001 COLPROT 062 Herpetomonas mariadeanei

} Tripanosomatidae sp.

97

9

©

] ] Lafontella mariadeanei
A\ JQ359741 Herpetomonas mariadeanei

/\ KP260535 Jagnimonas drosophilae

COLPROT 021 Herpetomonas muscarum ingenoplastis
| g4/ COLPROT 109 Angomonas desouzai
COLPROT 708 Angomonas desouzai
/\ HM593021 Angomonas desouzai A. desouzai
1998 A HM593020 Angomonas desouzai
COLPROT 704 Trypanosomatidae sp.
/\ HM593019 Angomonas ambiguus
100L COLPROT 702 Angomonas ambiguus
100 /\ HM593023 Angomonas deanei _|

] A. ambiguus
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/\ HM593024 Angomonas deanei
100| 1 COLPROT 212 Herpetomonas roitmani
A\ EU079131 Angomonas deanei
/\ EU079130 Herpetomonas roitmani A. deanei
- COLPROT 044 Angomonas deanei
/\ HM593022 Angomonas deanei
COLPROT 698 Angomonas deanei
[COLPROT 226 Trypanosomatidae sp. |
/\ KF054110 Blechomonas keelingi

7 A\ KF054106 Blechomonas maslovi
g?,_E /\ KF054108 Blechomonas englundi
98 /\ KF054103 Blechomonas luni

100] COLPROT 024 Leptomonas mirabilis
A\ JQ359739 Herpetomonas mirabilis
1001 2 JQ359736 Herpetomonas modestus
99 _L COLPROQOT 707 Trypanosomatidae sp.
] COLPROT 022 Leptomonas costoris
W‘ A\ JQ359738 Herpetomonas costoris
COLPROT 023 Leptomonas lasctosovorans
COLPROT 288 Leptomonas wallacei
COLPROT 074 Leptomonas samueli H. samueli
190f A JQ359742 Herpetomonas samueli
/\ EU076602 Leptomonas lactosovorans
73| ——— /\ KR868692 Herpetomonas tarakana
COLPROT 223 Trypanosomatidage sp.
COLPROT 067 Herpetomonas samuelpessoai

100

] H. mirabilis

] H. modestus

J H. costoris

83

100
os[ COLPROT 227 Herpetomonas sp. H. samuelpessoai

COLPROT 059 Hemetomonas anglusteri
/\ JQ359747 Herpetomonas samuelpessoai
COLPROT 710 Trypanosomatidage sp.
83| COLPROT 711 Trypanosomatidae sp.
1001t A\ JQ359745 Herpetomonas isaaci
COLPROT 682 Trypanosomatidage sp.

H. isaaci

—— /\ JQ359734 Herpetomonas puelarum
8 COLPROT 211 Trypanososmatidae sp.
L _i H. elegans
100l A\ JQ359735 Herpetomonas elegans
COLPROT 033 Herpetomonas megaseliae
o COLPRQT 081 Phytomonas sp.
I COLPROT 076 Phytomonas davidi
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COLPROQOT 185 Trypanosomatidae sp.
COLPROT 020 Herpetomonas muscarum H. muscarum
3| COLPROT 013 Trypanososmatidae sp.

2\ JQ359748 Herpetomonas muscarum
COLPROT 229 Phytomonas serpens

COLPROT 276 Herpetomonas samuelpessoai |

— /\ FJ850241 Herpetomonas trimorpha
100 A FJ850242 Hempetomonas ztiplika
/\ DQ915847 Bodo saltans

—
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Figur