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RESUMO

MELO, Elverson Soares de. Caracterizacdo genOmica ¢ funcional dos elementos de
transposicdo presentes em culicideos vetores de patogenos. 2022. Tese (Doutorado Académico
em Biociéncias e Biotecnologia em Saude) - Instituto Aggeu Magalhaes, Fundagao Oswaldo
Cruz, Recife, 2022.

Elementos de transposi¢do (TEs) sdo sequéncias repetitivas inseridas nos genomas de quase
todos os organismos e que conseguem sintetizar proteinas que auxiliam sua mobilidade pelo
genoma do hospedeiro. Em diversos casos essa movimentagdo pode trazer consequéncias
negativas para o individuo ou espécie, variando desde modificagdo da expressao de um gene
até a perda funcional de uma ORF. Entretanto, em alguns casos a transposi¢ao traz vantagem a
espécie. Por exemplo, em mosquitos, alguns TEs sdo responsaveis por variagdes genéticas que
conferem resisténcia a inseticidas. Apesar da sua importancia, devido ao fato de muitos
mosquitos estarem implicadas na transmissdo de patogenos, muitos deles s6 tiveram seu
genoma conhecido na ultima década. Entretanto, o conjunto de TEs dessas espécies ainda ¢
pouco explorado, e quase nada se sabe sobre 0 modo de heranca e impactos dos TEs nesses
genomas. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi caracterizar os TEs em mosquitos desde o
genoma até o proteoma, avaliando seu modo de heranga e o potencial impacto no hospedeiro.
Para isso foram analisados genomas de 24 espécies de mosquitos, juntamente a 1035 corridas
de RNA-Seq de 12 espécies, além de 704 corridas de espectrometria de massas de trés espécies.
As andlises foram realizadas por métodos computacionais a partir de dados publicos de
experimentos depositados em bases de dados. Os resultados mostraram que os TEs foram
amplamente trocados por transferéncia horizontal (HTT) (172 familias de TEs) entre os
mosquitos nos ultimos 30 milhdes de anos. Pesquisando em mais de 32.000 genomas, também
descobrimos HTTs entre mosquitos e dois diferentes filos, Cnidaria e Nematoda, e dois subfilos,
Chelicerata e Crustacea, identificando o verme Wuchereria bancrofti como provavel vetor da
propagacdo horizontal de um elemento Tc/-Mariner entre varias espécies de Anopheles. A
avaliagdo do transcriptoma dos mosquitos mostrou que muitas das familias de TEs sao
expressas. No entanto, apenas uma minoria dos transcritos tem potencial para codificar
proteinas completas de TEs, a maioria deles parece formar RNAs longos ndo codificantes
(IncRNAs). De fato, mais de um terco dos IncRNAs de Ae. albopictus e Cx. quinquefasciatus
tem alguma relacdo com TEs, incluindo cinco IncRNAs capazes de influenciar genes
relacionados ao sistema de defesa antiviral. Além disso, outros poucos transcritos de TEs
também sdo coexpressos com genes proximos, sugerindo potenciais efeitos de agdo em cis. Os
transcritos de TEs também apresentam expressdo diferencial em algumas situagdes, sendo
fortemente reprimidos nos ovarios dos mosquitos. Entretanto, sob estresse, a ativacdo de sua
expressao nao segue uma regra geral como mostrada em estudos anteriores, sendo dependente
do tipo, intensidade e intervalo pos-estresse analisado. Por fim, poucos TEs sdo expressos ao
nivel de proteina e sua expressdo € altamente tecido especifica. Os resultados da pesquisa
mostram que os TEs ndo sdo estruturas transcricionalmente estaticas nos mosquitos, evadindo-
se dos mecanismos de silenciamento, e que as generalizagdes de seu comportamento, baseadas
em estudos de poucas espécies modelo, sao inadequadas.

Palavra-chave: clementos de DNA transponiveis; retroelementos; transferéncia genética
horizontal; bioinformatica; expressao génica; RNA longo nao codificante.



ABSTRACT

MELO, Elverson Soares de. Genomic and functional characterization of transposable elements
present in Culicidae pathogen vectors. 2022. Thesis (Doctorate in Biosciences and
Biotechnology in Health) - Instituto Aggeu Magalhaes, Fundagao Oswaldo Cruz, Recife, 2022.

Transposable elements (TEs) are repetitive sequences inserted in the genomes of almost all
organisms. They also synthesize proteins that help their mobility through the host genome. In
many cases, this movement can have negative consequences for the individual or species,
ranging from modification of the expression of a gene to the functional loss of an ORF.
However, in some cases, the transposition brings an advantage to the species. For example, in
mosquitoes, some TEs are responsible for genetic variations that confer insecticide resistance.
Despite its importance, since many mosquitoes are involved in the transmission of pathogens,
many of them only had their genome known in the last decade. However, the set of TEs of these
species is still poorly explored, and almost nothing is known about the mode of inheritance and
impacts of TEs on these genomes. Thus, the objective of this work was to characterize TEs in
mosquitoes from the genome to the proteome, evaluating the mode of inheritance of these TEs
and their potential impact on the host. For this, genomes of 24 species of mosquitoes were
analyzed, together with 1035 RNA-Seq samples from 12 species, in addition to 704 mass
spectrometry samples from 3 species. The analyzes were performed using computational
methods using public data from experiments deposited in databases. The results showed that
TEs were largely exchanged by horizontal transfer (172 families of TEs) between mosquitoes
over the last 30 million years. Searching over 32,000 genomes, we also discovered transfers
between mosquitoes and two different phyla—Cnidaria and Nematoda, and two subphyla—
Chelicerata and Crustacea, identifying the worm Wuchereria bancrofti, which acted as a vector
for the horizontal transfer of a Tcl-Mariner element between several Anopheles species.
Evaluation of the mosquito transcriptome showed that many of the TE families are expressed.
However, only a minority of transcripts have the potential to encode complete TE proteins,
most of which appear to form long non-coding RNAs (IncRNAs). In fact, more than a third of
the IncRNAs of Ae. albopictus and Cx. quinquefasciatus has some association with TEs,
including five IncRNAs capable of influencing genes related to the antiviral defense system. In
addition, a few other TE transcripts are also co-expressed with nearby genes, suggesting
potential cis-acting effects. TE-derived transcripts also show differential expression in some
situations, being strongly repressed in the ovaries. However, under stress, the activation of its
expression does not follow a general rule as shown in previous studies, being dependent on the
type, intensity, and post-stress interval analyzed. Finally, few TEs are expressed at the protein
level and their expression is highly tissue-specific. Research results show that TEs are not
transcriptionally static structures in mosquitoes, evading silencing mechanisms, and that
generalizations of their behavior, based on studies of a few model species, are inadequate.

Keywords: DNA transposable elements; retroelements; gene transfer, horizontal;
bioinformatics; gene expression; RNA, long noncoding.
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1 INTRODUCAO

Esta se¢do introduz o objeto de estudo da tese ao leitor, assim como apresenta as questdes e

hipoteses investigadas no trabalho.

1.1 DELIMITACAO DO TEMA

O estudo e caracterizagdo dos genomas revelaram padrdes inesperados, como a presenca
massiva de “parasitas gendmicos”, conhecidos como elementos de transposicao (TEs, do inglés
Transposable Elements), na grande maioria das espécies eucaridticas. Esses elementos utilizam
a maquinaria molecular do organismo hospedeiro (organismo que possui TEs em seu genoma)
para promover sua propria propagacao pelo genoma do individuo (KIDWELL; LISCH, 2001).
Dessa forma, os TEs sdo sequéncias de DNA que podem se mover de um locus gendmico para
outro. Eles foram descobertos por Barbara McClintock no final da década de 1940, no genoma
do milho (MCCLINTOCK, 1950, 1954), mas nao foram muito destacados até a década de 70,
quando foram redescobertos em outras espécies e sua genética e importincia evolutiva
reveladas em todos os ramos da vida (RAVINDRAN, 2012). Estes parasitas sao naturalmente
“confinados” ao genoma dos organismos € consequentemente sao geralmente transmitidos de
uma espécie para outra através de transferéncia vertical, isto €, de espécies ancestrais para
espécies descendentes. No entanto, hd evidéncias de que os mesmos podem sair de um genoma
e invadir novos genomas através do mecanismo de transferéncia horizontal (CHALOPIN et al.,

2015; GILBERT; FESCHOTTE, 2018).

Os TEs sao responsaveis por grande parte do conteudo do genoma de muitos eucariontes
como consequéncia da sua mobilidade e replica¢do. Devido a essa mobilidade, eles sdo capazes
de gerar diferencas estruturais e influenciar diretamente o tamanho dos genomas podendo alterar
a estrutura e regulagao génica (HIRSCH; SPRINGER, 2016). Sabe-se agora que os TEs
remodelam profundamente os genomas de todas as espécies de inimeras maneiras. A natureza
repetitiva dos TEs gera sitios abundantes para rearranjos cromossdmicos. Além disso, sua
transposi¢ao pode ter sérias consequéncias para os genomas do hospedeiro por meio da inser¢ao
em regioes codificadoras de genes hospedeiros ou nos introns. Isso pode dar origem a novas
caudas poli(A), causando pulo de éxon ou criando promotores alternativos (BIEMONT;
VIEIRA, 2006; COWLEY; OAKEY, 2013). Os efeitos desses diversos impactos no hospedeiro

variam entre positivos e negativos.
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As transposicdes de TEs e as potenciais recombinagdes geradas (BENNETZEN; WANG,
2014) podem provocar consequéncias desastrosas para o genoma, como disfun¢do de genes
codificantes. Devido a isso, os organismos desenvolveram um arsenal completo de mecanismos
moleculares que podem silenciar esses elementos (HIRANO; SIOMI, 2015; ITO; KAKUTANI,
2014; SAITO; SIOMI, 2010). Apesar desses mecanismos de silenciamento, algumas familias
de TEs ainda produzem proteinas funcionais que podem, em alguns casos, ser recrutadas para
exercer uma nova fun¢do na fisiologia de um organismo (CHUONG; ELDE; FESCHOTTE,
2017). Tal processo ¢ amplamente conhecido como cooptagdo ou domesticagdo molecular
(JANGAM; FESCHOTTE; BETRAN, 2017). Entre 50 e 100 proteinas de plantas e mamiferos
foram descritas como derivadas de TEs, como por exemplo, as proteinas RAG1 e 2, que
possuem papéis essenciais na recombinacdo para geracdo de variabilidade na resposta
imunologica a novos patogenos do sistema imunologico de mamiferos (KAPITONOV;
JURKA, 2005). Considerando todas as possibilidades, os TEs podem contribuir
significativamente para a formacdo e reestruturacdo de redes génicas regulatorias. Isto ocorre
principalmente pela criagdo de novos sitios de ligacao de fatores de transcricao (TFs) trazidos
pelos TEs, que em camundongos, representam 40% do total de sitios de ligacdo da espécie

(SUNDARAM et al., 2014),

Mesmo que estudos envolvendo analise gendmica, e mais recentemente transcriptomica
de TEs, venham se tornando mais recorrentes, poucos estudos abordam um enfoque capaz de
identificar proteinas derivadas de TEs, havendo apenas um realizado até hoje utilizando
metodologia de larga escala a fim de identificar todo o proteoma derivado de TEs em eucariotos.
Neste estudo, realizado apenas em uma linhagem de cultura de células da espécie Aedes aegypti,
identificou-se 136 proteinas, principalmente de retrotransposons LTR, que podem estar

envolvidos com a defesa antiviral nessa espécie (MARINGER et al., 2017).

Uma parcela significativa do genoma de algumas espécies ¢ composta por TEs. Por
exemplo, estes elementos podem chegar a compor 80% do organismo vegetal modelo Zea mays
(SCHNABLE et al., 2009) e quase metade do genoma do mosquito Aedes aegypti (NENE et
al.,2007). Este ultimo pertence a familia Culicidae, que sdo organismos de extrema importancia
para os humanos uma vez que algumas de suas espécies sdo vetores de arbovirus, tais como:
virus da Dengue, Chikungunya, Zika, febre amarela; e vetores de outros patdégenos, como 0s
protozoarios causadores da malaria e nematddeos causadores da filariose linfatica (BENELLI,
MEHLHORN, 2016). Os culicideos de maior importancia médica pertencem aos géneros

Anopheles, Culex e Aedes. Embora os TEs correspondam a quase metade do genoma de Aedes
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aegypti, eles compdem uma propor¢ao diferente na composicdo do genoma de Anopheles

gambiae (aproximadamente 16%) (ARENSBURGER et al., 2011b).

Nos ultimos 10 anos ocorreu um aumento abrupto no numero de anofelinos com
montagens de genoma disponiveis em bancos de dados publicos, de apenas duas espécies antes
de 2013 para 22 espécies em 2018. Contudo, esses sdo pobremente caracterizados quanto a seu
conteudo e ao impacto dos elementos de transposi¢do. Informagdes mais detalhadas s6 existem
para os primeiros genomas de Culicideos sequenciados: An. gambiae e Ae. aegypti, porém, até

o momento nenhum estudo avaliou o impacto dos TEs na expressao génica dessas espécies.

De fato, avancgos cientificos para entender o papel funcional dos TEs somente existem
para pouquissimas espécies de animais, como o homem e o camundongo. Para os genomas de
Culicideos muitas questoes ainda precisam de averiguacdo como: I) avaliar a proximidade dos
TEs a genes do hospedeiro; I1) avaliar a transcrigao dos TEs; III) avaliar o potencial codificante

dos TEs nestas espécies; [V) avaliar a producao de proteinas derivadas dos TEs no hospedeiro.

1.2 PERGUNTA CONDUTORA

Quais os elementos de transposicdo (TEs) presentes nos genomas de 24 espécies de
culicideos dos géneros Anopheles, Aedes e Culex e dentre esses, quais sdo expressos ou ainda

podem atuar modulando a expressao génica?

1.3 HIPOTESE

Diferentes familias de TEs ocorrem nos mosquitos e parte delas ¢ expressa, impactando
o fenotipo e a expressdao génica ao se inserir nas adjacéncias de genes ou a partir da interagao

de seus produtos com mRNAs e proteinas dessas espécies.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Esta revisdo estd dividida em 8 partes que abordam desde os conceitos basicos sobre as
maiores superfamilias de elementos de transposi¢ao até métodos computacionais para realizar
inferéncias sobre esses elementos. Informagdes sobre seu ciclo de vida, expressao e modo de

transmissdo (heranca vertical ou transferéncia horizontal) também sdo apresentadas.

2.1 ELEMENTOS DE TRANSPOSICAO

Os elementos de transposicao (transposable elements — TEs) sdo sequéncias de DNA
integradas no genoma, que t€ém a capacidade de se movimentar por esse genoma através de
inser¢des em diferentes regides. Eles estdo presentes no genoma de boa parte dos organismos
vivos e, em alguns destes, constituem porgdo significativa do genoma (BIEMONT; VIEIRA,
2006; CHENALIS et al., 2012).

Os TEs foram descobertos na década de 1940 pela pesquisadora Barbara McClintock ao
realizar trabalhos com quebra de cromossomos no milho. Ela observou que os padrdes de
coloracdo do milho mudavam a cada geracdo e a cada cruzamento, atribuindo esse
comportamento a presenca de elementos genéticos que estavam regulando de alguma forma a
expressao de alguns genes. Ela entdo considerou esses elementos como constituintes normais
do genoma do organismo, que eram capazes de controlar a expressdo de genes através de sua
movimentagdo pelo genoma durante a proliferacdo celular e os denominou de Ac e Ds
(BIEMONT; VIEIRA, 2006; CHUONG; ELDE; FESCHOTTE, 2017; MCCLINTOCK, 1950;
RAVINDRAN, 2012).

Esses elementos permaneceram sem muito destaque no campo da genética, até sua
redescoberta, na década de 70, em outras espécies bastante distintas do milho, como em
bactérias e virus bacteriéfagos. Um grande foco na pesquisa de elementos de transposicao
surgiu com o conhecimento do genoma total de diversas espécies a partir do novo milénio. Hoje
sabe-se que alguns organismos possuem mais de 80% do seu genoma constituido por TEs

(BIEMONT; VIEIRA, 2006; RAVINDRAN, 2012).

Os TEs apresentam uma ampla diversidade estrutural, diferindo principalmente em
relagdo a seus mecanismos de transposi¢do. Essa diferenca permite a divisao dos TEs em dois
grupos iniciais: os transposons de DNA e os retrotransposons de RNA. Os transposons de DNA

se transpdem através de um intermedidrio de DNA, ou seja, o proprio elemento ¢ transposto
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para outra regido do genoma. Esse intermedidrio € transposto através do mecanismo conhecido
como “cut and paste”, onde o TE ¢ recortado (do inglés cuf) de um local do genoma e depois
“colado” (do inglés paste) em outra regido do genoma, realizado por uma transposase, ou
através de uma replicagdo “rolling circle” como ocorre nos elementos Helitrons. Os
retrotransposons de RNA, por sua vez, se transpdem através de um intermediario de RNA, ou
seja, o elemento inserido no genoma serve de molde para a transcri¢gdo de um RNA. Esse RNA
¢ entdo reversamente transcrito em DNA por meio de uma DNA polimerase RNA-dependente
e posteriormente inserido no genoma, sendo o processo conhecido como “copy and paste”, pois
o TE ¢ primeiramente copiado (do inglé€s copy) em RNA e transcrito reversamente para DNA
e depois “colado” (do inglés paste) em outra regido do genoma. Entretanto os mecanismos de
transposicdo variam bastante entre os diferentes grupos de retrotransposons de RNA

(BENNETZEN; WANG, 2014; LEVIN; MORAN, 2011).

Devido a imensa gama de tipos de elementos de transposi¢cdo existentes, ha certos
problemas quanto a sua classificagdo. Muitas vezes a classificacdo dos TEs aparenta confusao,
nao existindo apenas um esquema de classificagdo para esses elementos. Cada banco de dados
desses elementos adapta um esquema de classificagdo havendo sobreposi¢des e diferencas.
Exemplos de bancos desse tipo sdo o Repbase (BAO; KOJIMA; KOHANY, 2015; JURKA et
al., 2005), o TEfam (http://tefam.biochem.vt.edu/tefam/index.php), assim como bancos
especificos para TEs de determinadas espécies como o SoyTEdb, no caso da soja (DU et al.,

2010).

Os principais esquemas de classificacdo de TEs sdo: o esquema criado por Kapitonov e
Jurka (2008) para o banco de dados de TEs Repbase, € o esquema proposto por Wicker et al.
(2007). Embora haja diferencas em relacao a alguns conceitos e ao agrupamento de TEs com
base em algumas caracteristicas similares, ha diversos pontos de concordancia entre os
esquemas. O esquema de classificagdo de Wicker et al. (2007) divide os TEs em categorias
similares as usadas na classificacdo taxonomica de espécies. De acordo com ele, os TEs sao
divididos em duas Classes (Classe I — TEs de RNA e Classe II — TEs de DNA), estas podem ter
subclasses, que por sua vez sao divididas em Ordens. Cada Ordem entdo ¢ dividida em uma ou
mais superfamilias, que divergem entre si quanto a presenca de duplicagdes criadas nas bordas
do local de inser¢ao do TE (target site duplications - TSD) e quanto a sua sequéncia de DNA.
A jungdo da classe, ordem e superfamilia gera um codigo de trinca para cada TE (WICKER et

al., 2007).
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Nos préximos topicos dessa revisdo sobre elementos de transposicdo serdo descritos
varios grupos de TEs que foram classificados por Wicker et al. (2007) e que merecem destaque
na andlise do mobiloma de animais. Boa parte desses grupos ainda possui elementos
autonomos, enquanto alguns grupos sdo compostos completamente por elementos nao
autonomos, que perderam toda a maquinaria enzimatica necessaria para a transposi¢ao. O
esquema de classificagdo de Wicker et al. (2007) foi escolhido pois apresenta melhor estrutura
e maior grau de granularidade, principalmente em relagdo a classificagdo dos LINEs, o que

facilita a descri¢do e o entendimento dos grupos de TEs.

2.2 OS ELEMENTOS DE CLASSE I

De acordo com o cddigo proposto por Wicker et al. (2007), os elementos de Classe |
compdem os retrotransposons e se dividem em cinco ordens: LTR, DIRS, PLE, LINE e SINE.
Essas ordens divergem muito entre si quanto a estrutura dos seus elementos de transposicao e
quanto ao mecanismo de inser¢do de suas novas copias. A seguir sdo descritas todas essas

ordens.

2.2.1 Os elementos da Ordem LTR

De acordo com o esquema de classificacdo de Wicker et al. (2007), os elementos LTRs
formam uma Ordem de TEs de Classe I que é muito abundante nos genomas de animais e
principalmente de plantas. Eles possuem longas repeti¢des terminais (LTR), e variam desde
elementos com centenas a dezenas de milhares de nucleotideos. Flanqueando a regido interna
existem duas regides, uma em cada LTR, elas sdo chamadas de PBS (Primer Binding Site) e
sitio PPT (Polypurine Tract). Esses TEs geralmente possuem duas ORFs (open reading
frames), podendo variar em alguns casos. A ORF GAG, produz uma proteina de capsideo, ¢ a
ORF POL produz uma integrase, uma proteinase, uma transcriptase reversa ¢ um dominio de
RNAse H. Os elementos LTR sdo muito similares a retrovirus, sua sequéncia de DNA no
genoma ¢ transcrita pela RNA polimerase II. Ao fim da cadeia de expressdo, esses TEs
produzem proteinas muito similares a proteinas virais. Alguns autores sugerem que esses
elementos deram origem aos atuais retrovirus (PACHULSKA-WIECZOREK; LE GRICE;
PURZYCKA, 2016). O posicionamento filogenético de alguns TEs LTRs, assim como de

outros TEs de Classe I pode ser visto na Figura 1.
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Figura 1 — Arvore esquematica englobando elementos que possuem o dominio de transcriptase

reversa.
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Legenda: O circulo cinza representa elementos de procariotos, enquanto os azuis representam elementos
eucaridticos. Os ramos pretos representam elementos que ainda podem portar capsideo viral (os ramos pretos
tracejados representam os TEs), ja os ramos laranjas indicam elementos que ndo possuem mais capsideos .

2.2.1.1 Superfamilia Copia

Os elementos Copia foram primeiramente caracterizados e bem estudados em Drosophila
melanogaster (FINNEGAN et al., 1978). Inicialmente os pesquisadores descreveram elementos
que possuiam cerca de 5 kb de tamanho e possuiam cerca de 300 pb em cada LTR. Essas LTRs
eram bastante similares a sequéncias do elemento 7y/ de Saccharomyces cerevisiae, € do virus
da necrose esplénica aviaria (LEVIS; DUNSMUIR; RUBIN, 1980). Anos mais tarde,
elementos da superfamilia Copia foram descritos pela primeira vez em plantas, na espécie
Arabidopsis thaliana (VOYTAS; AUSUBEL, 1988). Hoje sabe-se que esses elementos estdo
presentes em plantas, animais, fungos e em protistas.

De acordo com Wicker et al. (2007), os TEs da superfamilia Copia diferem das outras

superfamilias de LTRs na ordem dos dominios proteicos dentro da ORF POL. Os TEs Copia
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possuem a sequéncia de dominios: AP (endonuclease apurinica), INT (integrase), RT
(transcriptase reversa) e RH (RNase H). Enquanto isso, os TEs das outras superfamilias
possuem a sequéncia AP, RT, RH, INT.

Os TEs Copia se replicam através de uma virus-like particle (VLP), que ¢ composta
majoritariamente pela proteina Gag (capsideo e nucleocapsideo) e pelos genes de integrase e
transcriptase reversa imaturos. A proteinase do TE cliva o RNA imaturo preparando-o para a
transcricdo reversa (VOYTAS, 2008). Ainda que produzam particulas similares as particulas
virais, as VLPs desses TEs ndo sdo infectantes principalmente pelo fato desses TEs ndo
produzirem proteinas de envelope viral (KING ef al., 2011). Por serem capazes de produzir
muitas das proteinas virais, autores argumentam que eles apenas ndo sido considerados virus
porque sdo incapazes de infectar novas células como os virus fazem. Apesar disso, diferindo da
classificagdo de Copia como uma superfamilia de TE proposta por Wicker et al. (2007), TEs
desse grupo também sdo classificados como membros da familia Pseudoviridae, de acordo com
o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (International Committee on Taxonomy of

Viruses - ICTV) (KOONIN; DOLJA, 2014), que a divide em trés géneros (KING et al., 2011):

a) Género Pseudovirus: composto de TEs das familias 7yI, Ty2, Ty4 de leveduras, onde
geralmente sdo encontrados em um niimero variando entre 3 e 40 cOpias completas e varios
fragmentos, como solo-LTRs (uma tinica extremidade LTR remanescente do TE completo)

ou copias bastante truncadas. Também compde varios TEs encontrados em plantas.

b) Género Hemivirus: compde os TEs Copia stricto sensu. Esses elementos sdo encontrados
em fungos, algas, e principalmente em insetos, sendo comum em mosquitos, como no

genoma de Ae. aegypti.

c) Género Sirevirus: compde TEs encontrados apenas em plantas. Alguns desses TEs possuem

adicionalmente um gene de envelope viral (env-like gene).

2.2.1.2 Superfamilia Gypsy

Os TEs dessa superfamilia possuem uma organizagao e sequéncia genéticas mais proxima
a retrovirus, que os elementos Copia. Entretanto, diferentemente deste ultimo, os Gypsy
possuem em sua sequéncia o dominio INT logo ap6s os dominios de RT e RH. Assim como os
TE da superfamilia Copia, os Gypsy também sao classificados em uma familia viral pelo ICTV,
sendo conhecidos como membros da familia viral Metaviridae, estando dispersos pelo genoma

de todos os eucariotos estudados (KOONIN; DOLJA, 2014; WICKER et al., 2007).
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Esses TEs sdo elementos bastante grandes, variando entre 4 e 10 kb. Alguns deles
possuem LTRs tdo pequenas quanto 77 pb, enquanto em outros cada LTR pode ultrapassar 2
kb. Seguindo o cédigo de classificagdo viral do ICTV, essa familia (Metaviridae) possui dois

géneros (KING et al., 2011):

a) Género Metavirus: compde o TE 7y3 e TEs com estruturas similares. Esta presente em

plantas, fungos, animais vertebrados e invertebrados;

b) Género Errantivirus: compde os Gypsy stricto sensu € TEs similares. Muitos dos elementos
desse grupo possuem uma ORF que codifica uma proteina similar a proteina do envelope
(env) dos retrovirus, porém com baixa similaridade em nivel de sequéncia de DNA. Esta

presente em muitos invertebrados.

Para varios pesquisadores de elementos de transposi¢cdo, no entanto, essa classificacao
possui diversas inconsisténcias. De acordo com o Gypsy database (LLORENS et al., 2011), os
TEs da superfamilia Gypsy, podem ser divididos em 34 clados baseados em estudos
filogenéticos. Desse total, quatro clados ocorrem entre os Artropodes: Gypsy (stricto sensu),

17.6, 412/mdgl, Micropia/mdg3.

2.2.1.3 Superfamilia Bel-Pao

Esses TEs sao mais ancestrais que os Gypsy e que os retrovirus, formando um clado basal
entre os elementos LTR (Figura 1) (KOONIN; DOLJA, 2014). O elemento Pao foi inicialmente
caracterizado no genoma do Lepidoptera Bombyx mori, contendo repeti¢des em tandem dentro
de suas LTRs e uma ORF com 1158 aminoacidos (XIONG; BURKE; EICKBUSH, 1993). Ja o
elemento BEL foi inicialmente caracterizado no genoma de D. melanogaster durante um estudo
de duplicagdes de sequéncias e outras deficiéncias produzidas em fémeas heterozigdticas

(GOLDBERG et al., 1983).

Além dessas duas linhagens de TEs, essa superfamilia pode ser dividida em mais trés
linhagens de acordo com alguns esquemas de classificagdo: Suzu, Sinbad e Tas. Essas cinco
linhagens podem ser alocadas em trés ramos filogenéticos (LLORENS et al., 2011). O Quadro

1 traz mais informagdes sobre esses TEs e sua divisao.

De acordo com a divisdo de TEs da ordem LTR em familias virais, os TEs dessa

superclasse sdo inseridos na familia Belpaoviridae. Essa familia inclui apenas um género, o
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Semotivirus, que inicialmente foi colocado dentro da Familia Metaviridae (Gypsy) devido a

uma organizagao genética similar (KRUPOVIC et al., 2018; LLORENS et al., 2011).

Quadro 1 — Divisdo taxonomica da superfamilia Bel-Pao

Linhagem | Filos hospedeiros Clado | Envelope
Metazoa (Nematoda e Cnidaria) Tas Presente em alguns

Linhagem 1 elementos
Metazoa (Insecta) Bel Presente em um

elemento

Presente em um

Metazoa (Insecta e Vertebrata) Pao
. elemento
Linhagem 2
Metazoa (Invertebrata) Sinbad | Ausente
Linhagem 3 | Metazoa (Echinodermata e Vertebrata) Suzu | Ausente

Fonte: Adaptado do banco de dados GyDB (LLORENS et al., 2011).

E provavel que os elementos Bel-Pao tenham surgido no inicio da evolucdo dos
metazoarios, sendo o segundo grupo de LTR mais abundante entre esses, atrds apenas da
superfamilia Gypsy. TEs Bel-Pao sdao abundantes em dipteros, ocorrendo em vérias espécies do
género Drosophila. Também ¢ relatado um alto nimero de copias desses TEs no genoma bem

estudado do mosquito 4e. aegypti (DE LA CHAUX; WAGNER, 2011).

2.2.1.4 TRIMs

Esses retrotransposons sao elementos pequenos e nao autonomos que possuem LTRs em
suas extremidades. Seu nome quer dizer retrotransposons de repeti¢do terminal em miniatura
(Terminal-repeat retrotransposons in miniature). Com LTRs variando de 100 a 250
nucleotideos e regido interna variando de 100 a 300 nucleotideos, os TRIMs foram
primeiramente descritos em angiospermas (WITTE et al., 2001), sendo considerados elementos

fosseis no genoma do arroz (BARUCH; KASHKUSH, 2012).

Assim como os outros elementos LTRs, os TRIMs possuem em sua sequéncia os motivos
PBS e PPT, assim como uma duplicagdo (7arget Site Duplication — TSD) na regido
flanqueadora (WITTE et al., 2001). Por outro lado, o dominio interno dos TRIMs, além de ser

pequeno, ndo codifica quaisquer dominios encontrados comumente em outros TEs LTRs
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(WICKER et al., 2007) e diverge muito entre os outros TRIMs de um genoma, a0 mesmo tempo
em que as LTRs dos TRIMs sao muito parecidas (BARUCH; KASHKUSH, 2012). Embora o
comum seja presenca de LTRs nas extremidades dos retrotransposons LTR, alguns TRIMs
possuem de trés até sete LTRs numa mesma copia do elemento, provavelmente derivadas de

recombinagao (LIU et al., 2015)

Ha indicios que os TRIMs podem ter se originado de delecdes das regides internas de
grandes retrotransposons LTR (GAO et al., 2016). Apesar disso, os TEs que lhes deram origem,
TEs parentais, ndo sdo conhecidos nos genomas, o que faz com que essas sequéncias nao
possam ser ligadas a nenhuma superfamilia de TEs, sendo o nome TRIM apenas criado a partir

de suas caracteristicas estruturais e sem significado taxonémico (WICKER et al., 2007).

Os TRIMs sdo capazes de se inserir em introns ou em promotores, sendo sua ocorréncia
bastante enriquecida em regides proximas a genes, onde podem fazer a captura de um éxon de
um gene (GAO et al., 2016). Eles também sdo encontrados em regides codificantes, como nas
familias de plantas Solanaceae e Fabaceae com sobreposicdo a genes conhecidos como P450

em Medicago truncatula e glicolato oxidase no tomate (WITTE et al., 2001).

Embora a grande maioria dos estudos sobre os TRIMs tenham sido realizados em plantas,
eles também j& foram descritos em animais. Por exemplo, no cestoda Echinococcus
multilocularis, onde os TRIMs possuiam LTRs e regido interna de aproximadamente 190 pb e
590 pb, respectivamente, estando presente em alto nimero de copias, embora a maior parte
delas ndo possuisse sitios PBS e ou PPT. Esses mesmos TRIMs também foram identificados
em outros cestodas como as Taenia solium, Taenia asiatica e Taenia taeniaeformis (KOZIOL
et al., 2015). Além desses platelmintos, os TRIMs também ja foram descritos em espécies de
formigas, onde muitas das copias desse grupo de TEs se encontravam proximas a genes
(ZHOU; CAHAN, 2012). Recentemente foi caracterizado um elemento TRIM de 807 pb em D.
melanogaster (RECH et al., 2022), entretanto até o ano de 2020 esse tipo de elemento ndo tinha
sido descrito em espécies dessa ordem (um dos artigos desta tese relata a ocorréncia dessas

estruturas de TEs em diversas espécies de mosquitos).

2.2.1.5LARDs

O nome LARD significa large retrotransposons derivatives (grandes derivados de
retrotransposons). Esses elementos sao similares aos TRIM, porém seu tamanho ¢ bem maior,

em geral eles ultrapassam os 4 kb de comprimento. No genoma do trigo, por exemplo, o
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tamanho médio desses elementos € de cerca de 13 kb (SABOT et al., 2005). Suas terminagdes
sdo compostas por LTRs. Na regido adjacente interna de cada LTR existem as mesmas
estruturas presentes nos outros LTRs: o sitio PBS na regido 5’ e o sitio PPT na regido 3’, que
sao semelhantes em todos os LARDs de plantas. As semelhancas com os outros LTRs terminam
neste ponto. Diferentemente de LTR autonomos, os LARDs ndo possuem quaisquer sequéncias
internas codificadoras, nem mesmo fragmentos de dominios classicos de elementos de
transposi¢cdo. Como exemplo, as ORFs presentes em LARDs de gramineas sao muito curtas e
ndo codificam para nada conhecido. Apesar da caracteristica de auséncia de ORFs classicas dos
TEs LTR, alguns LARDs sao transcritos em diferentes variedades de cevada (KALENDAR et
al., 2004).

Assim como os TRIMs, os LARDs ndo representam um grupo monofilético. De fato, eles
nem mesmo representam um grupo taxonomico. Esses elementos apenas sdo agrupados juntos
por suas caracteristicas estruturais, uma vez que nao se tem conhecimento dos transposons que
os originaram. Além disso, a falta de genes codificantes impede que qualquer analise

filogenética seja feita (WICKER et al., 2007).

Embora bastante comuns no genoma de plantas, esses TEs ja foram identificados em
outros reinos. LARDs foram relatados no genoma do fungo Laccaria bicolor, onde
representavam 0,08% do genoma e ocorriam preferencialmente em regides proximas a genes
(LABBE et al., 2012). Em insetos, dois artigos sobre o genoma de Cx. quinquefasciatus
reportaram a presenca de grandes elementos com LTRs, mas sem regido codificadora
(ARENSBURGER et al., 2010; MARSANO et al., 2012), o que estruturalmente os classifica
como LARD:s.

2.2.2 Os elementos da Ordem DIRS

De acordo com o sistema de classificagdo de Wicker et al. (2007) essa ordem de
elementos se divide em trés superfamilias: DIRS, Ngaro e VIPER. A principal diferenca desses
elementos para os elementos LTR, ¢ que em todas as superfamilias da ordem DIRS, o dominio
de integrase esta ausente, estando presente o dominio de tirosina recombinase. Isso distancia
essa ordem de todos os outros elementos de Classe I, ja que o modo de integracdo desses TEs

no genoma do hospedeiro ¢ bem distinto dos elementos que codificam a enzima integrase.

Os elementos dessa Ordem nao possuem padrdes nas terminagdes da sua sequéncia de

DNA. Elementos da superfamilia DIRS possuem regides terminais invertidas (TIR), discutidas
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mais adiante, ja elementos Ngaro e Viper possuem outras estruturas conhecidas como split
direct repeats, um tipo especial de terminagdo onde mais de um tipo de repeti¢ao direta ocorre
em uma das extremidades do TE (WICKER et al., 2007). As regides codificantes sao similares
entre as superfamilias dessa ordem, porém diferem quanto a sua disposi¢do no TE. No geral,
esses elementos possuem 3 ORFs, que podem se encontrar sobrepostas umas as outras em

muitos casos (POULTER; GOODWIN, 2005).

O elemento que da nome a ordem foi descoberto na espécie Dictyostelium discoideum,
um organismo unicelular da classe Eumycetozoa, que compreende os slime molds. Ele tem
cerca de 4,5 kb e mais de 40 copias estdo presentes no genoma desta espécie (CHUNG;
ZUKER; LODISH, 1983). Hoje sabe-se que TEs da superfamilia DIRS e Ngaro estio presentes
em muitas linhagens de eucariotos e sdo relativamente comuns em espécies de insetos

(PETERSEN et al., 2019; POULTER; BUTLER, 2015).

2.2.3 Os elementos da Ordem PLE

De acordo com o sistema de classificagdo de Wicker et al. (2007), a ordem PLE possui
apenas uma superfamilia, que ¢ denominada Penelope. Estes elementos possuem uma estrutura
bem distinta dos outros elementos. Esses TEs foram primeiramente descritos em Drosophila
virilis, entretanto estdo presentes em algumas linhagens dessa espécie e ausentes em outras,
mostrando um padrao irregular de distribui¢ao. Além disso, a presenca desse elemento propicia
a ocorréncia da disgenesia hibrida (doenca que causa esterilidade, altas taxas de mutagdo, entre
outros problemas) e a transposi¢do de outros elementos. Esses primeiros elementos descritos
possuiam uma ORF com cerca de 2,5 kb de comprimento, e uma estrutura diversa,
principalmente nas suas terminag¢des, que variavam entre sequéncias diretas (pseudo-LTRs) ou

invertidas (TIRs) (EVGEN’EV et al., 1997).

Embora os primeiros elementos Penelope descritos tivessem uma regido 5’ bastante
variavel, sua regido central possuia um padrao conservado. Parte desses elementos possui uma
unica ORF que codifica uma transcriptase reversa, mais similar a RT da telomerase que dos
outros TEs de Classe I, e uma endonuclease de restri¢ao, que também ¢ diferente de todas as
outras endonucleases de TEs. A outra parte dos elementos apresenta uma grande variabilidade
até mesmo na regido codificante, com diversas insergoes, dele¢des e variagdes de nucleotideo
unico (SNVs). Alguns elementos da ordem PLE contém também trechos de repeticdes

teloméricas proximos da sua regido 3’. Outra caracteristica que os torna bastante diferente de
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varios outros elementos de transposicao ¢ a capacidade que os PLE tém de possuir diversos
introns, em geral de pequeno tamanho (EVGEN’EV; ARKHIPOVA, 2005; GLADYSHEV;
ARKHIPOVA, 2007).

Esses elementos sdo extremamente dispersos entre organismos, estando presentes em
diversos filos de animais, protistas, fungos e plantas (em maior raridade). Seu padrao irregular
de distribui¢do entre as espécies faz com que eles estejam presentes em uma espécie, mas nao
em outras espécies do mesmo género. Isso indica altas taxas de eliminagao no genoma, além de
que levanta a suspeita da existéncia um padrao de transmissao que foge do padrdo tradicional
heranca vertical, onde a geracdo parental passa o gene aos seus descendentes (ARKHIPOVA,
2006; EVGEN’EV; ARKHIPOVA, 2005). Esse padrdo de transmissdo de fato ja foi
comprovado em alguns casos como TEs que se transferiram horizontalmente® entre artrépodes

e coniferas (LIN; FARIDI; CASOLA, 2016).

Embora bastante dispersos entre os insetos, hd algumas discordancias sobre a ocorréncia
dos PLEs em algumas espécies de mosquito. Enquanto Arensburger et al. (2010) afirmaram
ndo haver PLEs nos genomas de An. gambiae e Cx. quinquefasciatus, Peterson et al. (2019)

relataram a presenca desses TEs nestes dois genomas e também no genoma de Ae. aegypti.

2.2.4 Os elementos nao-LTR com terminacoes indefinidas

Esse conjunto abrange alguns pseudogenes, alguns pseudogenes de snRNA (small
nuclear RNA) e SINEs (KAPITONOV; JURKA, 2003a). De acordo com o sistema de
classificagdo de Wicker et al. (2007) eles sdo divididos em duas Ordens: LINEs e SINEs.
Enquanto os primeiros representam elementos que sdo capazes de codificar as proteinas
responsaveis pela sua transposi¢do, embora haja elementos defectivos, os segundos
representam elementos ndo autdbnomos formados através de um processo especifico de fusao

entre estruturas.

2.2.4.1 Elementos Autonomos — LINEs (Long Interspersed Nuclear Element)

Esses TEs sdao muito abundantes em linhagens de eucariotos, e amplamente distribuidos

entre os reinos. Entretanto, inicialmente eles ndo eram reconhecidos como elementos

'O topico de transferéncias de elementos de transposigio sera visto na segio 2.6
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autopropagantes e foram primordialmente agrupados como pseudogenes. Apenas
posteriormente, foi descoberto que esses elementos possuiam ORFs com similaridade com
transcriptases reversas € que provavelmente eram autonomos. Além de poder se inserir dentro

de genes, passando a ser cotranscritos (WICKER et al., 2007).

Eles tém um modo de transposicao distinto dos outros TEs vistos até agora. As principais
diferengas sdo: I) ndo possuem integrase; II) a regido 5’ é geralmente truncada e parece ndo ter
efeito na transposicao; III) as TSD de diferentes copias do mesmo elemento podem ser bem
diferentes. Apds a transcri¢do, a endonuclease dos LINEs faz uma quebra no DNA alvo (todas
as superfamilias de LINEs produzem endonucleases). A regido 3’ do DNA clivado em uma fita
entdo serve como primer para transcricao reversa do TE, fendmeno que é conhecido como
target-primed reverse transcription (TPRT). Apos a extensdo do elemento, a segunda fita do
DNA ¢ clivada, e o RNA do hibrido precisa ser degradado, no entanto apenas poucos elementos
produzem RNAse H. Para os elementos que ndo possuem essa enzima, a degradagao do hibrido
deve ser fruto da atividade da maquinaria celular (EICKBUSH; MALIK, 2002). De acordo com
o sistema proposto por Wicker et al. (2007) existem cinco superfamilias de LINES: RTE, R2,
Jockey, L1 e I.

A flexibilidade do mecanismo de transposicdo parece permitir uma diversidade de
estruturas entre as superfamilias. No geral, superfamilias mais novas possuem duas ORFs,
sendo que pelo menos uma delas, chamada de pol/, codifica para a transcriptase reversa (RT).
A outra ORF, por sua vez, nao tem fung¢ao bem estabelecida em todos TEs, acreditando-se ter
funcao de sitio de ligagdo e atividade de chaperona (EICKBUSH; MALIK, 2002; HAN, 2010).
Enquanto isso, elementos mais ancestrais, na base da filogenia da ordem, possuem apenas a
ORF pol (WICKER et al., 2007). A ORF pol das diferentes superfamilias t€ém diferentes
capacidades de codificagdo, a inica caracteristica comum ¢ que todas elas possuem um dominio
de endonuclease e um dominio de RT, sendo esse ultimo bem conservado. As endonucleases,

por outro lado, s3o de dois tipos, EN (endonuclease) e APE (endonuclease apurinica).

A classificacdo dos LINEs ¢é deveras complicada porque existem diversas linhagens e
diferentes autores as tratam de diferentes formas. E bastante comum a divisdo dos LINEs em
clades (clados). De acordo com dados atuais, o Repbase classifica esses elementos em 31 clados
distintos (GENETIC INFORMATION RESEARCH INSTITUTE, 2022). E interessante notar
que ha um mapeamento entre os esquemas que dividem os LINEs em clados e o esquema de
Wicker et al. (2007). Boa parte dos clados podem ser associados as cinco superfamilias de

LINESs desse ultimo esquema. No entanto, associar novas familias de TEs a uma superfamilia
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ou a um clado ndo ¢ uma tarefa trivial, pois analises baseadas apenas em estrutura podem levar
a erros. Para a tarefa de associagdo, deve-se conduzir uma andlise filogenética a partir do
dominio RT, que ¢ ubiquo entre os transposons ndo-LTRs. Em geral, sdo usados 440 residuos
de aminoacidos de dominio RT com essa finalidade (KAPITONOV; TEMPEL; JURKA, 2009;
WICKER et al., 2007). Um exemplo de filogenia dos LINEs ¢ mostrado na Figura 2a. Nota-se
que alguns clados ddo nome a superfamilia ao qual pertencem. Uma classificagdo com maior

numero de clados e com nomenclatura utilizada no Repbase pode ser vista na Figura 2b.

Os elementos da superfamilia R2 compdem os TEs mais antigos. As relagdes
filogenéticas dos clados que o compde nao sdo totalmente claras, mas sabe-se que esse grupo €
parafilético formado por um grande grupo R2 e um grupo menor CRE. Os elementos dessa
superfamilia se inserem em posigdes especificas. No que diz respeito aos clados, os R2 e R4 se
inserem em regides 28S, ja os CRE e NeSL se inserem em tandem repeats splice leader,
enquanto os elementos Dong parecem se inserir em regides de simple repeats TAA. Esses TEs
parecem ndo causar potenciais impactos ao hospedeiro porque eles se inserem nas vizinhangas
de genes que possuem diversas copias, caso alguma seja desconfigurada, o impacto negativo
nao seria tao grande quanto em genes de copia unica. Elementos da superfamilia R2 realizam a
transcri¢ao reversa mesmo quando ndo ha anelamento entre RNA e DNA. A transcriptase, nesse
caso, aproxima o DNA gendmico do RNA do TE e realiza varias iniciagdes abortivas antes de
estender o elemento. Todos os elementos R2 possuem uma EN C-terminal que geralmente tem
dedos de zinco ou c-myb na regido N-terminal (EICKBUSH; MALIK, 2002; KAPITONOV;
TEMPEL; JURKA, 2009; KOJIMA, 2019). Existe um clado chamado Randl/Dualen, que nao
se adequa ao esquema de Wicker et al. (2007), sendo um clado ancestral como R2, que, assim
como esse, possui apenas uma ORF. Essa ORF, no entanto, ¢ muito grande, ultrapassando os
9kb. Além disso, ela codifica para duas endonucleases, diferindo totalmente dos outros TEs

(KAPITONOV; TEMPEL; JURKA, 2009; KOJIMA; FUIIWARA, 2005).

Os RTE s3ao os menores TEs pertencentes aos LINEs, possuindo a estrutura de
codificacao mais simples. Apresentam regides 3° UTR extremamente pequenas, que terminam
em repeticdes em tandem. Eles ndo sdo sitio-especificos como os R2, € assim como essa
superfamilia, a maior parte dos RTE contém apenas uma ORF. Essa codifica um dominio RT e
uma endonuclease apurinica N-terminal. Apesar disso, alguns dos seus elementos s3o tio
truncados que foram inicialmente confundidos com SINEs. Alguns R7Es sdo também
conhecidos por realizarem transferéncia horizontal entre vertebrados (EICKBUSH; MALIK,

2002; IVANCEVIC et al., 2018; SUH et al., 2016)



34

Os elementos das trés superfamilias restantes, em geral, codificam duas ORFs. Os
elementos da superfamilia L1 sao divididos em trés clados, sendo esta, a superfamilia com o
menor numero de clados: L1, Tx1, Protol. A maior parte dos membros tem baixa especificidade
em relagdo aos sitios alvo e sdo espalhados no genoma de diversas espécies. Entretanto, alguns
elementos possuem um padrao de inser¢do preferencial. O 7dd-3 se insere comumente proximo
a genes de RNA transportadores, enquanto os elementos 7x/ se inserem em regides que causam
pouco dano ao hospedeiro (EICKBUSH; MALIK, 2002; KOJIMA, 2019). O mais estudado de
seus elementos, o L/, ¢ muito comum em mamiferos, onde seu nimero de copias ¢ geralmente
alto, compondo parte significativa do genoma humano. Ele também est4 presente em outros
vertebrados, em insetos, em plantas, onde muitas vezes sdo potencialmente ativos
(IVANCEVIC et al., 2016). Enquanto isso, os elementos Protol, descritos inicialmente em
protistas, nao sao tdo comuns em animais, sendo conhecidos entre os artropodes apenas no
genoma do Pediculus humanus (KAPITONOV; TEMPEL; JURKA, 2009; PETERSEN et al.,
2019).

A superfamilia I forma um grupo que ndo ¢ bem distinto da superfamilia Jockey.
Entretanto, € mais simples distinguir-se quais elementos formam a superfamilia / do que aqueles
que formam a superfamilia Jockey, uma vez que uma das caracteristicas da / ¢ a presenca de
um dominio de RNAse H (Ribonuclease H). Contudo, nem todos os elementos desse grupo
possuem esse dominio, a exemplo de R1 e Tadl, onde possivelmente houve perda da RNAse
H. Os I formam o grupo com o segundo maior nimero de clados. A classificagdao dentro dessa
superfamilia ¢ mais complexa, uma vez que alguns clados sdo parafiléticos (EICKBUSH;
MALIK, 2002; KOJIMA, 2019). Além dos clados mostrados na Figura 2b, essa superfamilia
ainda abriga o clado Vingi (KOJIMA; KAPITONOV; JURKA, 2011). Os elementos / sdo
comuns em artropodes, sendo encontrados em todas as espécies investigadas (PETERSEN et
al., 2019). Loner e Outcast sao dois clados de / muito comuns em mosquitos (BOULESTEIX;
BIEMONT, 2005).

A ultima superfamilia compreende os elementos Jockey. Essa é a mais diversa
superfamilia entre todos os elementos de transposi¢do, com nove clados distintos. Todos os
elementos dessa familia ocorrem em animais, sendo extremamente abundantes em insetos
(EICKBUSH; MALIK, 2002; KOJIMA, 2019). Enquanto a ORF2 desses elementos ¢ mais
conservada e codifica a transcriptase reversa ¢ uma endonuclease, a ORF1 ¢ muito diversa

estruturalmente, dividindo-se em cinco tipos distintos (METCALFE; CASANE, 2014).



Evidéncias mostram que esses elementos sdo capazes de se transferir horizontalmente entre

artropodes, mesmo que em baixa frequéncia (REISS et al., 2019; SIMAO et al., 2018).

Figura 2 — Classifica¢ao dos elementos ndo-LTRs (LINEs)

SLACS- T.bruced
CZAR- T.eruzl
CRE1-C.fasclculata
CRE2- C.fasclculata

CRE

NeSL1- C.clogans NeSL
Daong- Slikmoth
Dong- Medaka fieh R4
R4- Aecarls
F2- D.molanogaster
Eg-g.olrgugxne

- D.yakuba
R2- D R2

R2

100

R2- Earwig
F2-~Slikmoth
R2- Isopod

t1- Ret
£.1- Moueo
- D

09
t.1- Human

L1~ Gorllla

t1-Loris

Swimmor- Medaka tish
Swimmer- Pupfish
DRE- Dictyostellum
Tdd3- Dictyontelium
Tx1- Xenopus

Zopp- Chlorella

Clnd- Maize

Talt- Arabidopsla
Zarrol-G.al b?l?:rlm
Zorrod- C.albicans

L1

BDDF- Cow

JAML- Aedos
$R2- Schistosoma
Rex3-Xiphepharus
RYE1-C.clegann
RTE2-C.elegans
Hvt- Barlay
Colonint- Maize

RTE

Cgt1-3- Glomerella
MQI583- Magnoportti
Mari~ Ascobulis
Tadt- Neurospora

Tad1

100

R1-D.
R1-D.yakuba
R1-D.

"

R1-Sclara

R1- Slikmoth

TRAS!- 8ilkmoth R1
Ri-Tarantula

S#?H-sllkmmh l

|

RT1- Anop

RT2- Anopheles
LOA- D.alivestria
Ltan- Aodos

TRIM- D.miranda
Blibo- D, subobscura

LOA

BGR- Snall
Mostui. Aedes

1- D. tolsslorl
12- D. meianogaster

(ngl- T.bracel
L1Te-Teruzl

Ingi

Jockey- D.metarogaster
Joc.!.(e;- D.funemg

B

G-
Doc-D.
F_og D.malanogastor

YakPS1- Porldromn JOCKey
BS- D.melanognater

TART- D.melanogaster

AMY- Slikmath

JuanA- Aedes

JuanG- Culex

NCRIGIN- Ghironome | ey 8 key

T1-A
Q

CRI- Chicken
CR1- Turtlo

CR1

Sams-C. elegans
Sams3- C.ciegans
Line2- Human
Maul- Fugu

Rex1

Rex1- Fugu

b
Clade Group

CRE
R4
Hero
NeSL
R2
Randl
Protol
L1

Tx1
RTETP
Proto2
RTEX
RTE

Outcast

R2

| RandlI

L1

RTE

Ingi

I
Nimb
Tadl
Loa
R1
Jockey
Rex1
CR1
L2
L2A
L2B
Daphne
Crack

Jockey

Fonte: Adaptado de Eickbush e Malik (2002) (a) e Kapitonov, Tempel e Jurka, (2009) (b).

Legenda: A arvore mostrada em a foi construida a partir do dominio RT, comum a todos os LINEs. Os nomes
das superfamilias estdo em letras maiores a direita dos nomes dos clados (letras menores). Em b esta mostrada
uma divisdo atual de cada superfamilia (Group) de LINE e seus respectivos clados.
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2.2.4.2 Elementos ndo-autonomos — SINEs (Short INterspersed Elements)

Os SINEs ou elementos pequenos interespacados sao transposons nao-LTRs com até 600
pb, embora dois tercos das familias conhecidas de SINEs possuam entre 150 e 300 pb. Eles sao
sequéncias abundantes nos genomas de eucariotos, ainda que ndo estejam presentes em
eucariotos unicelulares, podendo atingir mais de um milhdo de copias em um genoma. Apesar
dessa grande quantidade de copias, esses TEs nao possuem sequéncia codificante e dessa forma
sdo classificados como elementos ndo autdbnomos. Para sua transposi¢do eles usam a RNA
polimerase III e necessitam das RDDP (DNA polimerases dependentes de RNA ou
transcriptases reversas) pertencentes a outros elementos ndo-LTRs autonomos e de sequéncia

similar (KRAMEROV; VASSETZKY, 2011).

Grande parte dos SINEs descritos derivam de tRNAs, enquanto fragdes menores sao
derivadas do 7SL RNA e do 5S rRNA (OHSHIMA; OKADA, 2005). Alguns autores impdem
restricdes adicionais para classificagdo de uma sequéncia como um SINE, como pelo menos
100 copias no genoma e 60% de identidade com algum tRNA, 5S rRNA ou 7SL RNA em pelo
menos 60 nucleotideos de alinhamento (VASSETZKY; KRAMEROYV, 2013). Devido ao seu
tamanho reduzido sua estrutura ¢ simples: regides 5’ e 3’ terminais separadas por uma sequéncia
ndo codificante unica de cada familia e de origem incerta. A regido 5’ possui alta similaridade
com outras estruturas que sao transcritas pela RNA polimerase III, incluindo seus promotores.
Ja a regido 3’ frequentemente possui similaridade com a regido 3° de um TE nao-LTR do
genoma do hospedeiro, dando indicios que essa regido possibilita os SINEs usarem a
maquinaria enzimatica de LINEs similares, num mecanismo de frans mobilizagdo
(KAJIKAWA; OKADA, 2002; KRAMEROV; VASSETZKY, 2011; OHSHIMA; OKADA,
2005). A estrutura geral de um SINE ¢ similar a mostrada na Figura 3, onde se vé a estrutura
de um SINE de tRNA. Embora a maior parte dos SINEs tenha seu evento de transposi¢ao
iniciado com a transcri¢do da copia do SINE por uma RNA pol III, alguns SINEs também
podem ser transcritos por uma RNA pol II em pré-mRNAs (KRAMEROV; VASSETZKY,
2011).

Os SINEs foram descritos inicialmente no inicio da década de 1980 em primatas (4/u) e
em camundongos (B1) onde as copias estavam frequentemente flanqueadas por repeticdes
diretas (SINGER, 1982). Alguns anos depois foi mostrado que os SINEs Alu possuiam muita

semelhanga com os RNAs 7SL. As regides 5° e 3’ desse RNA possuiam homologia com os A/u,
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embora sua regido interna ndo mostrasse qualquer identidade, sendo entdo proposto que o SINE

Alu fosse derivado de delegdo da regido central do 7SL RNA (ULLU; TSCHUDI, 1984).

Figura 3 — Estrutura geral de um SINE de tRNA.

RNA polymerase III
zﬁx B ﬂ( I LINE-derived region
=L I —————r
Direct Direct
repeat tRNA-related region tRNA-unrelated region repeat

Fonte: Ohshima e Okada (2005).

Em 2003 foi entdo descrito um tipo de SINE que ndo era derivado de tRNAs ou de 7SL
RNA, mas sim do 5S rRNA. Esse elemento, o SINE3, esta presente em pelo menos 10* copias
no genoma do peixe zebra, e sua regido 3’, de aproximadamente 60 pb, se assemelha a um TE
do clado CRI, da superfamilia Jockey. Foi entdo criada a hipotese de que esse SINE3 teria
surgido da inser¢cdo de um CR/ truncado na regido 5’ préximo de onde se retrotranspds um
mRNA de 5S rRNA. Um evento de transcricdo pode entdo ter gerado um mRNA quimérico
contendo o 5S rRNA, uma regido do genoma entre o 5S rRNA e o CR/ truncado e por ultimo
o CRI truncado. Finalmente, a transcriptase reversa produzida pelo CRI autdbnomo
reconheceria o fragmento de CR/ e entdo amplificaria essa nova estrutura pelo genoma
(KAPITONOV; JURKA, 2003a). Mais recentemente foi descrito um novo TE cuja regido 5’ €
derivada de um small nuclear RNA (snRNA) sendo classificado pelos descritores como um tipo

alternativo de SINE (KOJIMA, 2015).

Os SINEs podem estar integrados com a regido codificadora de genes, podendo ser
expressos como proteinas quiméricas. Mais de 200 SINEs ja foram encontrados em mRNAs de
humanos, ou como acentuadores e silenciadores de genes (OHSHIMA; OKADA, 2005). E
importante notar que devido ao seu modo de nascimento, novas familias de SINEs parecem

estar surgindo de novo durante a evolugao das espécies (KRAMEROV; VASSETZKY, 2011).

2.3 OS ELEMENTOS DE CLASSE II

De acordo com o codigo proposto por Wicker et al. (2007), os elementos de Classe II se
dividem em duas subclasses. A primeira abrange os chamados “cut and paste” classicos,
contendo as ordens TIR, que possui uma variedade imensa de superfamilias de TE, e a ordem

Crypton. A subclasse II abrange duas ordens: Helitron e Maverick.
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2.3.1 Elementos da Ordem TIR

Elementos dessa ordem sdo vastos. Novos elementos vém sendo descobertos ao longo
dos anos e alguns deles ndo se enquadram nas superfamilias formuladas por Wicker et al.
(2007). De acordo com esse esquema existem nove ordens. Enquanto algumas sdo comuns em
insetos, outras sdo extremamente raras nesses organismos. A caracteristica comum aos

elementos dessa ordem € a presenca de terminagdes repetidas invertidas (TIRs).

2.3.1.1 Superfamilia CACTA

O nome CACTA deriva do motivo mais frequente no inicio das TIRs da sequéncia de
DNA deste grupo de TEs em plantas (WICKER et al., 2007). Os TEs dessa superfamilia
também sdo conhecidos pelo nome FEnSpm. Esse nome ¢ uma abreviacdo de
Enhancer/Suppressor-Mutator, dois elementos que foram descobertos na década de 1950
(MCCLINTOCK, 1954; PETERSON, 1960). O ultimo, o Spm, ¢ um elemento que possui duas
ORFs: uma delas codifica a transposase e a outra codifica uma proteina regulatoria da atividade
do TE (FEDOROFF, 2013). Entretanto, para algumas familias de CACTA, a funcdo da segunda
ORF nio estd comprovada. As proteinas desse elemento podem ser codificadas por diversos
éxons, variando de um a onze, em plantas. Essa diversidade de niumero de éxons reflete
diretamente no tamanho de cada ORF. Enquanto algumas possuem cerca de 500 aminoacidos,
em outras esse valor pode chegar a surpreendentes 4785 aminoacidos (BUCHMANN et al.,
2014). Evidéncias mostram a presenca desses multiplos éxons faz com que possa ocorrer
splicing alternativo para produg¢dao de multiplas isoformas das proteinas destes TEs

(DEMARCO; VENANCIO; VERJOVSKI-ALMEIDA, 2006; MASSON et al., 1989).

Esses elementos s3o um dos mais abundantes em plantas, onde a maior parte dos estudos
sobre esses TEs estd disponivel. Entretanto, eles também ocorrem em menor quantidade em
fungos e em diversos filos de animais como platelmintos, equinodermos, cnidarios, cordados e
artropodes, entre eles, os mosquitos Ae. aegypti e An. gambiae (DEMARCO; VENANCIO;
VERJOVSKI-ALMEIDA, 2006; TANG et al., 2015).

2.3.1.2 Superfamilia PIF-Harbinger

O nome PIF deriva de P instability factor (Fator de instabilidade do elemento P) no
genoma do milho (WALKER et al, 1997) que, juntamente com PlFa (PIF auténomo),
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formaram os primeiros elementos PI/F. Foi visto inicialmente que os elementos PlFa
codificavam uma proteina com homologos em Arabidopsis thaliana, arroz, sorgo, nematodeos
e fungos. O compartilhamento de caracteristicas em espécies distintas e a similaridade dos PIF
com o TE Harbinger em A. thaliana (KAPITONOV; JURKA, 1999) levou a criagdo dessa
superfamilia (ZHANG et al., 2001). Os elementos autdbnomos dessa familia codificam uma
transposase com cinco motivos conservados, além de uma proteina de ligagdo ao DNA com um
dominio SANT/myb/trihelix conservado que € necessario para a expressdao da transposase.
Além disso, esses TEs possuem TIRs que variam de 10 a 700 nucleotideos (KAPITONOV;
JURKA, 2004). Outra caracteristica dos Harbinger ¢ que eles estdo envolvidos com a
transposi¢do de um MITE (Miniature Inverted-repeat Transposable Element, discutidos mais
adiante), o elemento Tourist-like no milho e em outras plantas (ZHANG et al., 2001). O
primeiro consenso de Harbinger identificado em An. gambiae possuia TIRs imperfeitas e
codificava uma transposase de 471 aminoacidos e uma proteina de ligagdo ao DNA de 245
aminoacidos (KAPITONOV; JURKA, 2004). Em outra espécie do género Anopheles, An.
funestus, também ja foi descrita a presenca de Harbinger, inclusive de um Harbinger

transcricionalmente ativo (FERNANDEZ-MEDINA et al., 2017).

Essa superfamilia de TEs esta presente em pelo menos 75 espécies de plantas, animais e
fungos, com 88 familias potencialmente ativas, estando ausente nos mamiferos, aves, esponjas,

tubardes e celacantos (HAN et al., 2015).

2.3.1.3 Superfamilia TcI/-Mariner

Essa superfamilia de elementos de transposicao ¢ composta pelos TEs mais amplamente
dispersos nas formas vivas, desde fungos a plantas, protozoarios e diversos tipos de animais
(PLASTERK; IZSVAK; IVICS, 1999). Ela é composta por familias como T¢I, um elemento
primeiramente descrito em diferentes linhagens de Caenorhabditis elegans, com um tamanho
de 1,7 kb, alta variacdo do numero de copias e estrutura similar aos elementos IS de bactérias
(EMMONS et al., 1983); mariner um elemento descrito inicialmente em Drosophila
mauritiana com 1286 nucleotideos codificando uma ORF de 356 aminoacidos, € que causava
muta¢do na cor dos olhos dessa espécie JACOBSON; MEDHORA; HARTL, 1986); pogo um
elemento primeiramente caracterizado em Drosophila melanogaster com tamanho variando de
cerca de 1 kb a cerca de 2 kb, com multiplas copias truncadas de cerca de 200 nucleotideos e

que foi inicialmente colocado em um grupo de TEs que incluia o elemento P e o elemento hobo
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(TUDOR et al., 1992); tigger um elemento de 2,5 kb de tamanho e com duas ORFs cujo produto
¢ muito similar ao do pogo, sendo descrito inicialmente no genoma humano (SMIT; RIGGS,
1996); gambol, uma familia descoberta em An. gambiae, e que € similar aos Tcl (COY; TU,

2005).

Outra denominagdo para essa superfamilia ¢ dada pela sigla ITm, onde o T representa a
familia 7Tc/, o m a familia mariner ¢ o I o elemento IS630 de bactérias (SHAO; TU, 2001). Os
elementos dentro dessa superfamilia divergem bastante em relagdo a sequéncia primaria da sua
transposase, com até cerca de 85% de divergéncia, embora exista uma provavel origem
monofilética. A regido N-terminal das transposases dessa superfamilia possui motivos de
hélice-volta-hélice, que estdo relacionados a ligagdo com DNA e que variam em quantidade de

acordo com a familia considerada (PLASTERK; [ZSVAK; IVICS, 1999).

O dominio catalitico das transposases dessa superfamilia possui o motivo DDE ou DDD.
O D representa o aminoacido aspartato, enquanto o E representa o aminoacido glutamato. Esses
aminoacidos ndo se seguem um apos o outro na sequéncia primaria da proteina, eles sao
intercalados com outros aminodcidos. A distancia entre os dois primeiros Ds ¢ variavel, ja entre
o segundo D e o ultimo D ou E ¢ frequentemente invariavel dentro de uma familia de ITms
(SHAO; TU, 2001). De acordo com essas caracteristicas e com andlises filogenéticas, foram

identificadas familias com oito motivos diferentes como mostrado no Quadro 2.

2.3.1.4 Superfamilia hAT

Os primeiros elementos de transposicdo foram identificados no genoma do milho na
década de 1940, eles foram chamados de Ac/Ds. Os elementos Ac (Activator) sio membros da
superfamilia #4T. Desta forma, esta ¢ a superfamilia que conhecemos hd mais tempo. Nao
apenas sua descoberta ¢ antiga, mas a propria superfamilia possui uma origem ancestral. Esses
elementos possuem TIRs pequenas, variando no geral entre 5 e 17 nucleotideos, e seu tamanho
total € de cerca de 4 kb. Os 74T também possuem uma caracteristica de gerar duplicagdes de
oito nucleotideos no seu sitio de inser¢ao (KEMPKEN; WINDHOFER, 2001). A ORF dos AT
possuem quatro dominios funcionais: o dominio BED, um dominio de ligagdo de DNA
presentes em todas as transposases dos 247, um segundo dominio de ligacdo; um dominio
catalitico; um dominio de inser¢do entre o segundo D e o E da triade DDE, uma das regides

menos conservadas dos 24T (ATKINSON, 2015).
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Quadro 2 — Diferentes transposases da superfamilia Tc1-mariner

Motivo Familias e subfamilias Referéncias
DD34D Mariner (Hsmarl, Himarl, | JACOBSON; MEDHORA; HARTL,
Mos1, Hsmar2) 1986; TELLIER; BOUUAERT, 2015)
DD37D maT (CLAUDIANOS et al., 2002)
DD39D Soymarl (ancestral dos | JARVIK; LARK, 1998; TARCHINI et al.,
mariner), OSMARI 2000)
DD41D rosa, leidyi (PUZAKOV; PUZAKOVA, 2019;
ZHANG et al., 2016)
DD34E Tcl, Gambol (COY; TU, 2005; EMMONS et al., 1983)
DD35E 1S630 (MATSUTANI et al., 1987; TENZEN;
MATSUTANI; OHTSUBO, 1990)
DD37E ITmD37E (BIEDLER; SHAO; TU, 2007; SHAO; TU,
2001)
DDDxD pogo, Tigger (SMIT; RIGGS, 1996; TUDOR et al.,
1992)

Fonte: Elaborado pelo autor

Apesar de ser uma superfamilia conhecida h4 bastante tempo, poucos TEs completos e
com TIRs e ORFs intactas sdo conhecidos. Um deles € o elemento Buster em Ae. aegypti. O
uso de ferramentas biotecnoldgicas pode auxiliar na ressurreigdo de #hAT inativos,
transformando-os em elementos capazes de se transpor e que assim podem ser utilizados como
vetores biotecnologicos, como foi realizado com o transposon SPIN (LI et al., 2013b). Por ter
uma capacidade de se inserirem e permanecerem ativos no genoma de diferentes espécies, 0s
hAT vem sendo constantemente usados como ferramentas de transferéncia de genes

(ATKINSON, 2015).

Os elementos da superfamilia 24T sdo dispersos entre as mais variadas espécies de
eucariotos, abrangendo fungos, plantas, animais, e alguns protistas, como as amebas. Ha
diferencas significativas entre as ORFs dos 44T, sugerindo uma divisao em dois grupos bem
definidos (ambos com diferencas claras de especificidade de sitio alvo): os Buster, mais comuns
em animais e os Ac, mais dispersos em diversos reinos de eucariotos (ARENSBURGER et al.,
2011a; ATKINSON, 2015). Um terceiro grupo de 24T, chamado de Tip, também foi proposto.
Ele ¢ mais proximo aos Buster, que ao Ac e ¢ encontrado em plantas, cnidarios e insetos das

ordens Lepidoptera, Hemiptera, Hymenoptera, Coleoptera e Diptera (ROSSATO et al., 2014).
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2.3.1.5 Superfamilia PiggyBac

Essa superfamilia teve uma peculiaridade em sua descoberta, 20 anos se passaram entre
a descoberta do primeiro elemento, numa mariposa, € a descoberta do segundo elemento em
outra espécie. O periodo de 20 anos entre a descoberta do primeiro e o segundo elemento
ocorreu numa época em que muitos elementos de transposi¢ao passaram a ser descobertos e
estudados, entre os anos 1980 e 2000. Esse primeiro elemento foi identificado gragas a uma
transferéncia do proprio elemento realizada a partir do genoma da mariposa para o genoma de
um virus que a infectava. Ele tinha TIRs muito pequenas com 13 pb e seu tamanho médio era
de 2475 pb. Sua ORF com 1800 pb codificava uma transposase de aproximadamente 600
aminoacidos (YUSA, 2015).

Sabe-se hoje que os elementos dessa superfamilia ndo possuem transposases com o
motivo catalitico DDE conservado que ocorre na maior parte das transposases dos elementos
da ordem TIR. Ao invés disso, eles possuem um motivo DDD-D/G (quatro aspartatos (D) com
tolerancia para uma glicina (G) ou um glutamato (E) na ultima posi¢do) (BOUALLEGUE et
al.,2017; KOJIMA, 2019).

Boa parte dos elementos dessa superfamilia mostra uma insercdo preferencial,
transpondo-se para as adjacéncias de sequéncias TTAA. Entretanto, transposigdes raras para
outros 5 sitios também sdo encontradas. Uma andlise envolvendo dezenas de elementos dessa
superfamilia mostrou que as TIRs desses elementos estdo entre as menores dos transposons,
possuindo cerca de 14 pb, além disso esses TEs podem chegar a cerca de 8500 pb de tamanho.
Uma caracteristica interessante ¢ que esses TEs podem ter estruturas como repetigoes diretas
ou TIRs subterminais associadas as terminagdes TIRs cldssicas. Devido a essas variagdes foi
proposta a divisdo dessa superfamilia em 4 grupos estruturais. Enquanto algumas espécies

possuem apenas um dos grupos, outras possuem todos eles (BOUALLEGUE et al., 2017).

Os TEs dessa superfamilia sdo bastante dispersos em animais, entre eles, muitos insetos
(PETERSEN et al., 2019). Entretanto, eles também ocorrem em uma diversidade de eucariotos
como protozoarios, algas vermelhas, mamiferos, chegando a colonizar até mesmo alguns virus.
A Unica excegdo ¢ a sua auséncia em genomas de plantas (BOUALLEGUE et al., 2017). Sua
ampla dispersdo e estudo possibilitou o amplo uso desse TE como ferramenta biotecnoldgica
em todos os filos de eucariotos, principalmente entre animais, com destaque para 5 ordens de

insetos (YUSA, 2015). Entre eles, vetores de relevancia na saude publica, como mosquitos dos



43

géneros Anopheles e Aedes, onde os TEs PiggyBac foram usados como promoter-traps (LOBO

etal.,2001; REID et al., 2018).

2.3.1.6 Superfamilia Transib

Esses elementos foram inicialmente caracterizados no genoma de D. melanogaster. Eles
eram TEs pequenos e degenerados, com menos de 2,2 kb cujas TIRs possuiam cerca de 45 pb
e ORFs que codificavam transposases com tamanho variando entre 400 e 600 pb. Sabe-se hoje
que formas autonomas desses TEs possuem entre 3 e 4 kb, ORFs com cerca de 2,1 kb e TIRs
que podem ultrapassar os 500 pb (CHEN; LI, 2008; KAPITONOV; JURKA, 2003b). Esses
elementos também j& foram encontrados no genoma de varias outras espécies do género
Drosophila, em vespas Nasonia, no besouro Tribolium castaneum, em An. gambiae, Ae.
aegypti, alguns vermes nematddeos, lepidopteros, fungos e hidrozoarios (CHEN; LI, 2008;
KAPITONOV; JURKA, 2003b, 2005).

Todos os elementos dessa superfamilia possuem apenas uma ORF, com uma
peculiaridade que os colocou em bastante destaque no estudo de TEs. Isso deriva do fato da
transposase codificada por elementos dessa superfamilia possuir caracteristicas bastante
distintas das transposases dos outros TEs. Ao invés da similaridade com TEs, a transposase dos
Transib possui alta similaridade com cerca de 600 aminoacidos da proteina RAG1 do sistema

imune de gnatostomados (KAPITONOV; JURKA, 2005).

Além da similaridade de sequéncia de aminoacidos, a transposase dos Transib realiza
uma funcdo molecular igual a fungdo exercida pela RAG1 no que diz respeito a clivagem do
DNA. Além disso, a transposase do Transib ainda possui estruturas adicionais que realizam um
papel similar a fungdo da proteina RAG2 (ambas RAG1 e RAG2 sdo proteinas necessarias para
arecombinagdo V(D)J). Essas estruturas adicionais, similares a RAG2, dao a transposase desse
TE, uma capacidade de realizar um papel complexo em sua transposi¢do, uma vez que essa
unica proteina do TE ¢ capaz de realizar fungdes moleculares que sdo realizadas por um par de
proteinas (RAG1 e RAG2) dos vertebrados (LIU; YANG; SCHATZ, 2019). Apesar dessa
diferenca de ntimeros, a alta similaridade entre esse TE e as proteinas RAG permitiram a
proposicao de que tanto as proteinas RAG1 quanto as RAG2 evoluiram a partir de um unico
Transib ancestral, que possuiria duas regides codificantes em sua sequéncia nucleotidica

(KAPITONOV; KOONIN, 2015).
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2.3.1.7 Superfamilia Mutator

Os elementos dessa superfamilia foram primeiramente descobertos no genoma do milho.
Seu nome possui uma relagdo direta com seu efeito, eles sdo altamente mutagénicos. Nessa
espécie, suas terminagdes possuem um tamanho longo, cerca de 220 nucleotideos, ja sua regiao
interna ¢ variavel (LISCH, 2002). Considerando todas as familias de Mutator conhecidas, suas
TIRs variam de 14 a 500 nucleotideos, havendo algumas familias que nem mesmo possuem
TIRs. Embora eles sejam extremamente dispersos em angiospermas, também existem em
fungos, protistas e animais. Recentemente foram descobertas duas familias de Mutator em
insetos: Ghost e Spectre, entretanto sua ocorréncia ¢ mais comum em besouros e afideos. Os
autores do estudo, todavia, sugeriram que muitos elementos Mutator ainda estdo aguardando
sua descoberta em artropodes (DUPEYRON et al., 2019). Essa superfamilia também ja foi
encontrada em mosquitos. No ano de 2017, foi descoberto um Mutator, o Mutal, que
potencialmente se encontra ativo no genoma de Ae. aegypti (LIU; WESSLER, 2017).

Devido ao seu carater mutacional, esses elementos tiveram suas propriedades bem
estudadas e se tornaram uma importante ferramenta genética no estudo de elementos de

transposi¢ao e seus efeitos (LISCH; JIANG, 2009).

2.3.1.8 Superfamilia Merlin

Essa ¢ uma superfamilia pouco estudada, estando seus elementos majoritariamente
presentes em animais, com bem menos ocorréncia em fungos Zygomycota e plantas licofitas
(YUAN; WESSLER, 2011). Um grupo muito similar de TEs, os elementos IS/0/6, ocorrem
em bactérias. Com os elementos IS/016, os Merlin compartilham TIRs similares e duplicacdes
de insercdo de 8 a 9 nucleotideos. Além disso, possuem cerca de 50% de similaridade entre
suas sequéncias proteicas, com uma regido conservada na regido C-terminal da proteina

transposase (FESCHOTTE, 2004).

2.3.2 Elementos TIR nao inclusos no esquema de Wicker et al. (2007)

Desde a criacdo do esquema de classificagdo por Wicker et al. (2007) alguns transposons

que possuem TIRs foram descobertos. Parte deles ndo se encaixam neste sistema e formam

grupos separados, enquanto outros sao agrupados como elementos das superfamilias existentes.



45

Uma filogenia consenso inferida a partir da presenca ou auséncia dos residuos de aminoacidos
altamente conservados das transposases ¢ mostrando diversos grupos de TIRs pode ser vista na
Figura 4. Alguns novos grupos de TEs que possuem TIRs sdo Novosib, Kolobok, ISL2EU,
Sola, Zator, Gingerl, Ginger2, Academ, Zisupton, IS3EU, Chapaev e Mirage (YUAN;
WESSLER, 2011).

Figura 4: Arvore consenso dos elementos TIRs
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Legenda: Os valores numéricos proximos aos nos representam os valores de bootstrap.

Os ISL2EU sao TEs muito similares aos PIF-Harbinger e, dessa forma, inseridos nesta
superfamilia. A descoberta de outros elementos como o Spy, que estaria evolutivamente
relacionado com esses dois grupos, levou a proposicao de uma grande superfamilia PHIS que
englobaria todos esses TEs (HAN et al., 2014). Os elementos Rehavkus sao muito similares a
superfamilia Mutator, e dessa forma foram inseridos nela. Outro caso de similaridade de novos
grupos a superfamilias bem estabelecidas ¢ o agrupamento de CACTA, Chapaev ¢ Mirage no
mesmo clado (Figura 4), o que levou a proposi¢do da superfamilia CMC (CACTA, Mirage,
Chapaev) (YUAN; WESSLER, 2011).

Sabe-se muito pouco de alguns elementos. Alguns deles foram descritos apenas no banco
de dados Repbase, como Novosib, Academ e IS3EU. Outros grupos também nao sao muito
estudados, como Kolobok, que existem em algumas plantas, animais e protozoarios; Zisupton,
que sdo encontrados em cordados, hemicordados, urocordados, alguns fungos e algas; Ginger,
um grupo de TIRs estritamente relacionados com o LTR Gypsy que esta presente em animais e
plantas que n3o produzem sementes (BOHNE et al., 2012; KOJIMA, 2019; YUAN;
WESSLER, 2011)

Enquanto Novosib e Kolobok parecem agrupar com hAT, P e Mutator (Figura 4), os
grupos Academ e Ginger parecem ndo ser relacionados com nenhuma outra superfamilia

descrita e ndo possuem caracteristicas estruturais similares a nenhum outro grupo (YUAN;
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WESSLER, 2011). Outro grupo que ndo possui qualquer similaridade com qualquer outra
superfamilia descrita por Wicker et al. (2007) sdo os Sola, que sdo formados por 3 linhagens:
Solal, Sola2 e Sola3. O grupo interessantemente esta presente tanto em procariotos quanto em
eucariotos. Nesses ultimos eles ocorrem em protistas, plantas e animais, dentre eles os
mosquitos (BAO et al., 2009; GOUBERT et al., 2015). Outros TEs de ocorréncia em mosquitos
sd0 0s Zator, um grupo que ocorre em protistas e animais € que provavelmente evoluiu de um
TE bacteriano. Esse grupo de TEs aparentemente possui alguma relagcdo com a superfamilia

Tcl-Mariner (BAO et al., 2009)

2.3.3 MITEs

Alguns dos TEs de Classe II sdo muitos pequenos, possuem TIRs, mas nao codificam
proteinas que auxiliam na sua transposi¢ao, esses elementos sao dificeis de classificar uma vez
que pouco se sabe sobre as peculiaridades com que cada familia se multiplica dentro de um
genoma. A esses elementos se deu o nome de MITEs, ou elementos de transposi¢do de
repeticdes invertidas em miniatura (Miniature Inverted-repeat Transposable Elements). Esses
elementos estdo presentes em grande niumero de copias dentro do genoma das espécies, uma
parte deles muito provavelmente surgiu de delecdes de elementos TIRs completos, como o
MITE Emigrant no genoma de A. thaliana (FESCHOTTE; MOUCHES, 2000) ¢ o elemento
mPing que deriva de um elemento Ping autonomo (KIKUCHI et al., 2003). Entretanto, o grande
numero de copias das familias de MITEs presentes nos genomas de muitas espécies nao se
deriva de delecdes diretas de TEs autonomos (FATTASH et al., 2013). Deve-se separar o
momento em que um MITE surge, de sua amplificagdo. E possivel que TEs ndo autdnomos
precursores de MITEs surjam a partir de delecdes de elementos autonomos que foram
eliminados do genoma, e que o grande niumero de cépias derivado de diversas mobilizacdes

seja fruto do uso da maquinaria enzimatica de outros elementos (JIANG et al., 2004).

Um dos primeiros MITEs estudados foi o elemento Tourist, que foi caracterizado no
genoma do milho, esse elemento tem 128 nucleotideos de extensdo e elementos de sua familia
tem tamanhos proximos, ele também possui TIRs conservadas flanqueadas por repeticdes
diretas, e sdo frequentemente encontrados em associagdo com genes no milho (BUREAU;
WESSLER, 1992). MITEs também sdo frequentemente encontrados dentro de genes em outras

espécies além do milho e alguns se sobrepde diretamente com regides codificantes (0,3% dos
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MITEs de Oryza sativa), por esse motivo eles foram implicados com impacto direto em

mecanismos de regulacdo génica e na estrutura génica (OKI et al., 2008).

Um MITE bastante estudado € o Stowaway. Esse elemento, extremamente abundante no
genoma de plantas, se multiplica a partir do uso de uma transposase de um TE relativamente
distante, um Mariner denominado de Osmar, através de um mecanismo de cross-mobilization
(mobilizag¢dao por um elemento semelhante, porém de origem diferente), que pode ser o mesmo
mecanismo usado pelos MITEs para se amplificar dentro dos genomas de diversos outros

hospedeiros (YANG et al., 2009).

Poucos MITEs ativos ja foram identificados, d7stul pertencente a familia Stowaway ¢
capaz de se mobilizar no genoma do Tomate, se inserindo dentro de um éxon de um gene
(MOMOSE; ABE; OZEKI, 2010). Entretanto, o MITE ativo mais estudado ¢ o mPing (Ping
em miniatura) que ¢ associado ao elemento Ping, um PIF-Harbinger, que se move pelo genoma
do arroz, O. sativa. O mPing ¢ derivado de dele¢des do Ping (KIKUCHI ef al., 2003) e para
sua transposi¢do € necessaria a expressdo das ORF1 e ORF2 desse elemento Ping ou do
elemento Pong através de um mecanismo conhecido como cross-mobilization, onde um

elemento nao autdbnomo ¢ transposto utilizando-se das enzimas de um elemento funcional de

outra linhagem (YANG et al., 2007).

Os MITEs estao presentes em varios dos grandes grupos de organismos como plantas,
animais, fungos e bactérias, entretanto, nao existe correlacdo entre o numero de MITEs e o
percentual de TEs de um organismo (FATTASH et al, 2013). Mais recentemente foi
demonstrado que ¢ comum a ocorréncia de MITEs em algumas familias de virus, como
Ascoviridae, Poly-dnaviridae (PDV) and Pandoraviridae. Em um dos virus da ultima, os
MITEsS estao presentes em até 251 copias, 1,5% do genoma viral. Esses MITEs provavelmente

colonizam virus através de transferéncia génica entre virus e hospedeiros (ZHANG et al., 2018).

MITE:s ja foram encontrados no genoma de Ae. aegypti e An. gambiae (TU, 2001). Nesta
ultima espécie, alguns MITEs derivam de elementos da superfamilia P que invadiram o genoma
de A. gambiae, porém a regido interna desses MITEs, regido entre as TIRs, ndo apresenta
similaridade com os elementos parentais, provavelmente tendo origem numa sequéncia
ectopica (QUESNEVILLE; NOUAUD; ANXOLABEHERE, 2006). Em 4. aegypti ja foram
reportados 143 familias de MITEs correspondendo a 16% do genoma da espécie (NENE et al.,

2007), algumas delas possivelmente ativas como as familias Aton-I e Aton-II que possuem 112
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pb e 144 pb respectivamente, e 294 e 317 copias, muitas delas idénticas entre as copias das

familias, indicando uma atividade recente (YANG; WONG; ROOKE, 2012).

2.3.4 Elementos da Ordem Crypton

Esta ordem de TE possui apenas uma superfamilia, de mesmo nome. Esta superfamilia
de TEs ¢ bastante distinta das outras familias de TE da Classe II. Os TEs Crypton ndo possuem
dominios de transposase, dominios de RT ou até mesmo regides terminais marcadas por
estruturas bem definidas como LTRs ou TIRs. Em sua estrutura principal, eles possuem apenas
um dominio de Tirosina recombinase, que ¢ frequentemente encontrado em bactérias, porém
raro em eucariotos, sendo descritos apenas compondo TEs (KOJIMA; JURKA, 2011; WICKER
et al.,2007). Esse tipo de elemento de transposicao foi originalmente descrito em varios fungos
patogénicos, tendo tamanho aproximadamente de 4 kb e presente em baixo nimero de copias.
O elemento originalmente descrito também possuia uma longa ORF interrompida por pequenos

introns (GOODWIN; BUTLER; POULTER, 2003).

Os Cryptons foram posteriormente identificados em diversas outras espécies. Dentre elas,
estao presentes espécies de fungos, stramenopiles, diatomaceas e animais, incluindo artrépodes,
cordados, equinodermas, moluscos e cnidarios, onde geralmente representam copias nao
autonomas (KOJIMA; JURKA, 2011). Eles inclusive estdo presentes de forma inativada e em
baixo nimero de copias no genoma humano (KOJIMA, 2018). Em insetos, os Cryptons
possuem uma estrutura um pouco distinta da estrutura encontrada em outros animais,

provavelmente derivada de uma evolu¢do mais rapida (KOJIMA; JURKA, 2011).

2.3.5 Elementos da Ordem Maverick

Assim como a ordem Crypton, a ordem Maverick também possui apenas uma
superfamilia, de mesmo nome. Embora possuam terminagdes repetitivas invertidas (TIR) eles
sdo isolados numa ordem separada, porque possuem caracteristicas proprias e bem distintas de
quaisquer TEs de classe I (WICKER et al., 2007). Esses elementos também sdo chamados de
Polintons e sao conhecidos desde 2005. Por primeiramente se encontrar apenas uma de suas
ORFs em diversas espécies e pela pressao de selecao negativa observada, inicialmente esse TE

foi classificado erroneamente como mais um gene do organismo. Entretanto, caracteristicas
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como a presenca de TSD e TIRs indicaram que se tratava de um elemento de transposi¢ao

(FESCHOTTE; PRITHAM, 2005).

Os Mavericks sao elementos muito grandes, um dos maiores entre todos os TEs, sendo
conhecido como um dos transposons gigantes (ARKHIPOVA; YUSHENOVA; ANGERT,
2019). Seu tamanho também reflete na sua complexidade. Um Maverick pode chegar a 40 kb
de tamanho e codificar mais de uma dezena de ORFs. Suas proteinas mais comuns sdo uma
DNA polimerase B e uma C-integrase, contudo ainda possuem uma série de proteinas nao bem
caracterizadas (PRITHAM; PUTLIWALA; FESCHOTTE, 2007). Alguns elementos dessa
superfamilia s3o capazes de expressar proteinas com a mesma estrutura de um capsideo viral e
dessa forma potencialmente geram virions. Adicionalmente eles codificam proteinas
homologas a proteinas virais: FtsK-ATPase e cysteine protease. Assim como alguns elementos
LTRs sdo considerados um misto de virus de RNA com elementos de transposi¢ao, os
Mavericks passaram a ser considerados por alguns autores como um tipo especial que alterna
entre “estilo de vida” como TE ou como virus de DNA, chamados de Polintonvirus
(KRUPOVIC; BAMFORD; KOONIN, 2014). Foi proposto entdo que os Mavericks evoluiram
a partir de bacteriofagos e originaram os atuais virus gigantes da ordem Megavirales assim
como Adenovirus e virus de invertebrados da familia Bidnaniridae, como mostrado na Figura

5 (KOONIN; KRUPOVIC; YUTIN, 2015; KRUPOVIC; KOONIN, 2016).

Esses elementos sdo comuns em animais ndo mamiferos, mas sdo raros em outros reinos
e nao sao encontrados em plantas. Em algumas espécies eles podem ocupar grande parte do
genoma, como em 7Trichomonas vaginalis, onde cerca de 30% do genoma ¢ formado por
Mavericks (PRITHAM; PUTLIWALA; FESCHOTTE, 2007). Esses elementos sdo comuns no
género Drosophila, ocorrendo em nove espécies. Uma analise filogenética com as proteinas
DNA pol-B e C-integrase mostrou que duas linhagens diferentes de Mavericks existem em
insetos, essas linhagens sdo tdo antigas que provavelmente divergiram antes dos ancestrais dos

Cnidarios (HAAPA-PAANANEN; WAHLBERG; SAVILAHTI, 2014).

2.3.6 Elementos da Ordem Helitron

Esses elementos, assim como Maverick, representam uma superfamilia que € o unico
componente de uma ordem que leva o mesmo nome. Diferentemente da maior parte dos outros
TEs, os Helitron nao produzem duplicagdes nos flancos do elemento. Eles também nao

possuem limites muito bem definidos, uma vez que nao possuem LTRs nem TIRs. Esses
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elementos foram definidos no ano de 2001 no genoma de plantas e no verme C. elegans. No
geral sdo elementos muito grandes, podendo alcangar cerca de 15 kb de comprimento, alguns
com introns e €xons. No entanto, a maior parte dos Helitrons se encontra na forma de elementos
ndo autdbnomos de tamanho bem menor, mas que conservam caracteristicas que permitem que

sejam transpostos por helicases de Helitrons autonomos (KAPITONOV; JURKA, 2001).
Figura 5 — Origem e evolugdo proposta para os Mavericks (Polintons)
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Legenda: Segundo o esquema proposto, os Mavericks (Politons) sdo formas de Polintonvirus que perderam a
capacidade de produzir o capsideo viral. Estes possivelmente evoluiram a partir de bacteriéfagos da familia
Tectiviridae, ao adquidir genes de cisteino protease e integrase de transposons de Classe II da superfamilia
Ginger. E provavel que no passado, Mavericks que permaneceram com o capsideo tenham gerado os atuais
Adenovirus, através da perda do gene de integrasse adiquirido, ou virus de fita de simples de DNA como os
Bidnavirus. Através do escape do ambiente nuclear da célula e da adiquisicdo de genes de transcriptase reversa e
genes da maquinaria de adigdo do Cap, os Polintonvirus evoluiram até os atuais virus gigantes da ordem
Megavirales.
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Existem 4 variantes estruturais (a exemplo de Helentrons) e diversas familias de
Helitrons. Estas diferem em suas terminacdes e na quantidade de proteinas e tipos de dominio
que possui. Algumas familias possuem em sua sequéncia at¢ mesmo multiplas repeticdes em
tandem. Entretanto, sua caracteristica principal, e que define todos esses TEs, ¢ a presenga de
um gene que codifica para uma proteina com caracteristica de helicase, ao invés de sequéncias
para transcriptases reversas ou transposases caracteristicas dos TIR. Além do dominio de
helicase, que desenrola o DNA, a proteina do Helitron também possui um dominio de
endonuclease, que estd envolvido na quebra do DNA e um motivo de dedo de zinco que ¢
responsavel pela ligagdo ao DNA. Diferentes variantes de Helitrons podem carregar diferentes
ORFs, algumas com fun¢ao desconhecida, em adi¢do a ORF principal que codifica a Helicase

(THOMAS; PRITHAM, 2015).

Em seu modo de replicacao préprio, o Helitron cliva uma das fitas de DNA de sua
sequéncia, a excisa e a insere em outro local do genoma. Esse modo de replicagdo s foi
elucidado em 2016 a partir da reconstru¢do de um Helitron ativo. Devido ao seu modo de
transposicdo, esses TEs ndo raramente capturam genes do hospedeiro e os integram em sua
sequéncia. Isso gera uma disseminagao de genes e elementos regulatérios por todo o genoma,
assim como facilita a constru¢do de transcritos quiméricos. Essa captura também se deve ao
fato de algumas familias se inserirem preferencialmente em regides de promotores génicos,
embora ndo haja preferéncia por regides com maior adensamento génico (GRABUNDZIJA et

al., 2016).

Os elementos dessa ordem s@o dispersos entre os diversos reinos de eucariotos, embora
evidéncias indiquem que os Helitrons tenham se originado de elementos similares a plasmideos
que colonizavam genomas procarioticos, tendo invadidos os genomas dos eucariotos logo no
inicio da evolucao desse grupo (HERINGER; KUHN, 2022). Interessantemente os Helitrons
sdo extremamente raros em mamiferos, mas muitos comuns em genomas de invertebrados.
Petersen et al. (2019) encontraram evidéncias da presenca de Helitrons em 62 genomas de
artropodes (100% das espécies do estudo). Além de eucariotos, estes TEs também ja foram
encontrados em virus da familia Polydnaviridae, que ¢ composta por virus que infectam vespas,
ao mesmo tempo em que foram encontrados nos seus hospedeiros (COATES, 2015; THOMAS;
SCHAACK; PRITHAM, 2010).
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2.4 OS CULICIDEOS

Os mosquitos compdem os organismos da familia Culicidae. Eles representam mais de
3500 espécies conhecidas e mais uma provavel grande quantidade ainda desconhecida. Essa
familia faz parte da ordem Diptera, que provavelmente se originou ha 260 milhdes de anos e
parte da infraordem Culicomorpha, que forma um clados basais dos dipteros (WILKERSON;
LINTON; STRICKMAN, 2021).

Eles possuem um ciclo de vida que passa por quatro etapas, ovo, larva, pupa e adulto, ou
seja, sao holometabolos. As trés primeiras fases sdo aquaticas, diferentemente do adulto. As
larvas passam por quatro fases L1, L2, L3 e L4, e possuem muitas caracteristicas morfologicas
que auxiliam na taxonomia de cada espécie. A maior parte das pupas possui forma similar, um
corpo com fusdo de cabega e torax, formando um cefalotorax. J& os adultos sao alados, com um
par de asas alongadas, e corpo dividido em trés grandes partes, cabeca, torax ¢ abdomen. Na
cabega estdo os olhos, palpos, antenas e o aparelho bucal em forma de uma longa proboéscide,
que ¢ uma das pecas bucais mais especializadas entre organismos picadores. Ja o térax ¢ uma
unidade rigida que liga a cabega € 0 abdomen e onde estdo ligadas as patas e as asas. O abdomen,
por sua vez, ¢ uma regido flexivel, com capacidade de expansdo, formada por segmentos

visiveis (FOSTER; WALKER, 2019).

Uma fragdo dessas espécies de mosquito tem o sangue de organismos vertebrados como
parte de sua alimentagdo. Por conta disso ha mais facilidade no carregamento de patogenos,
sendo os mosquitos, os primeiros artropodes descritos como hospedeiros de parasitos de
vertebrados (FOSTER; WALKER, 2019). Dessa forma, vérias espécies mostram competéncia
vetorial, ou seja, sdo capazes de se infectar ou permitir que agentes infecciosos se repliquem
dentro delas. Parte destes mosquitos é capaz de levar diversos patdgenos causadores de doencas
ao homem, agindo de fato como vetores no campo por mostrar capacidade vetorial

(CLEMENTS, 2012).

Os mosquitos habitam quase todos os continentes do planeta, exceto a Antartida, no
entanto o nimero de espécies € maior em regides de clima tropical, sendo o numero de espécies
inversamente proporcional a latitude do planeta. A grande dispersdo dos mosquitos com
capacidade vetorial estd intimamente ligada a dispersdo de doencgas causadas pelos patdogenos
transmitidos por eles. Exemplos de doencas causadas por esses patdgenos sdo Dengue,

Chikungunya, Zika, febre amarela, malaria e filariose linfatica. Essas sdo doengas mais comuns,
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entretanto os mosquitos também estdo envolvidos na transmissao de diversos outros patdgenos

menos conhecidos (BENELLI; MEHLHORN, 2016).

A Familia Culicidae esta dividida em duas grandes subfamilias. A maior € com maior
diversidade de espécies ¢ a subfamilia Culicinae, que ¢ dividida em 11 tribos, as quais por sua
vez sdo divididas em varios géneros (diferentes esquemas de classificagdo divergem em relacao
a quantidade de géneros existentes). Dentro dessa subfamilia estd uma das espécies de mosquito
mais conhecidas, em grande parte por sua incriminagdo na transmissao de diversos patogenos,
0 Ae. aegypti. Junto com outra espécie do mesmo género, o Ae. albopictus, sdo capazes de

transmitir diversos patégenos (FOSTER; WALKER, 2019; HARBACH, 2013).

Até poucos anos atrds se acreditava amplamente que o Ae. aegypti tivesse se originado
em regides distribuidas pela Africa subsaariana, onde a forma ancestral chamada Ae. aegypti
formosus (considerada uma subespécie) ainda poderia ser encontrada (POWELL;
TABACHNICK, 2013). No entanto, com o aumento dos dados de sequenciamento de
populacdes dessa espécie ficou claro que Ae. aegypti provavelmente originou-se nas ilhas do
sudoeste do Oceano Indico, nas proximidades da ilha de Madagascar, mas adaptou-se a
convivéncia doméstica e se dispersou através das regides tropicais do globo, chegando as
Américas através de embarcagdes (SOGHIGIAN et al., 2020). Ja o Ae. albopictus surgiu no
extremo oriente asiatico, no entanto nos ultimos 40 anos ele se espalhou rapidamente por todos
as massas territoriais, exceto a Antartida, invadindo o Brasil no ano de 1986, logo se espalhando
por diversos estados (BONIZZONI et al., 2013). A dispersdao de Ae. albopictus por diversas
regides temperadas do globo foi facilitada pela expressdao de genes de diapausa, que permitem
que o mosquito sobreviva as estagdes mais frias do ano. Um estudo ja relatou que essa
caracteristica foi fortemente influenciada pela presenga de elementos de transposicao proximos
aos genes relacionados a diapausa (GOUBERT et al., 2017). Ambas as espécies estao se
dispersando cada vez mais no globo causando um aumento nos surtos de arboviroses (KAMAL

et al.,2018). A distribuicdo dessas espécies no globo pode ser vista na Figura 6.

Outra espécie da subfamilia Culicinae e que ¢ bastante conhecida ¢ o Cx.
quinquefasciatus. Ela faz parte de um género que contém 769 espécies conhecidas e pertence
ao complexo de espécies Cx. pipiens. As espécies desse complexo possuem habitos de
alimentacdo generalista, alimentando-se de sangue de uma gama de mamiferos. No entanto,
esse habito diverge dentro das espécies do complexo. Enquanto Cx. pipiens, que nao ¢
distribuido pelo Brasil, possui habitos ornitofilicos, o Cx. quinquefasciatus, que esta presente

em nosso pais, possui habitos de predominéncia antropofilica, ocasionalmente alimentando-se
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de sangue de aves ou outros mamiferos. Sua presenca também estd bastante relacionada a
atividade humana, visto que se desenvolve em dentro ou ao redor de ambientes domésticos, em
agua limpa ou mais comumente em suja, rica em materiais organicos derivados das mais
diversas fontes resultantes de atividades humanas (WILKERSON; LINTON; STRICKMAN,
2021).

Figura 6 — Distribuicdo das espécies Ae. aegypti € Ae. albopictus

Aedes albopictus { .

Fonte: Kamal et al. (2018).
Legenda: A regido marcada em azul corresponde a area de distribuig@o das espécies.

No hemisfério Sul, esta espécie, que provoca bastante incomodo por suas picadas,
geralmente se alimenta de sangue humano com o crepusculo vespertino. Por esse habito
hematofagico ele ¢ capaz de se infectar e transmitir a Wuchereria bancrofti no Brasil, sendo o
vetor da filariose linfatica. Em outras areas das Américas, o Cx. quinquefasciatus também
transmite uma série de outros patogenos, como o arbovirus causador da encefalite Saint Louis,
e outros flavivirus que também causam encefalites, além da Febre do Nilo Ocidental (BRASIL,
2011). Sua distribuicdo potencial abrange areas tropicais e subtropicais como pode ser visto na

Figura 7 (SAMY et al., 2016).
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Figura 7 — Predi¢do da distribui¢ao de Culex quinquefasciatus no globo
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Fonte: Samy et al. (2016)
Legenda: A regido marcada em azul corresponde a area de distribuicdo da espécie.

A outra subfamilia da familia Culicidae, ¢ a subfamilia Anophelinae. Ela possui trés
géneros e ¢ considerada o grupo primitivo dos culicideos, tendo divergido dos Culicinae ha
cerca de 195 milhdes de anos (FOSTER; WALKER, 2019; TANG et al., 2018). O maior dos
géneros dessa subfamilia € o Anopheles. Com mais de 465 espécies, esse grupo engloba
diversos hospedeiros intermediarios de patdogenos, sendo os mais comuns, parasitas do género
Plasmodium, causadores da maldria. Cerca de 70 espécies de Anopheles sdo capazes de
transmitir os patogenos causadores da malaria aos seres humanos, com destaque para 41
espécies que se apresentam como vetores dominantes. Entre elas hd destaque para o complexo
An. gambiae, que ¢ formado por oito espécies geneticamente distintas, sendo o An. gambiae o

mais antropofilico e mais estudado de todos.

Os mosquitos desse género estdo dispersos em todo o globo, atingindo até mesmo areas
temperadas e bastante frias como partes da Russia, Finlandia, Suécia e partes do Canada. Por
ter ampla distribuicdo geografica (Figura 8) e por transmitir a parasitose de maior impacto na

Terra, a Maldria, muita atencao foi dada a mosquitos do género Anopheles (SINKA, 2013).
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Figura 8 — Predigao da distribuicao de 34 espécies de Anopheles transmissores de Plasmodium
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Fonte: Sinka (2013)

2.5 BANCO DE DADOS GENOMICOS E OS GENOMAS DOS CULICIDEOS

O principal banco de dados para montagens de genomas ¢ o NCBI Assembly
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly). Ele fornece informagdes sobre a estrutura e outros
metadados de genomas montados, relatorios estatisticos das montagens (apresentam métricas
como N50, quantidade de contigs, entre outras) e links para os dados de sequéncia gendmica.
Dependendo da qualidade do genoma também ¢ disponibilizado ao usuario a predicao génica,
assim como suas sequéncias nucleotidicas e proteicas. As montagens nesse banco podem
possuir as mais diversas qualidades, desde montagens extremamente fragmentadas até genomas
completos. Estes tltimos sdo representados pela jungao de: I) montagem primaria, conta com
as sequéncias de todos os cromossomos nucleares da espécie; II) montagem de DNA
mitocondrial; III) grupo de unidades de montagem de locus alternativo (KITTS et al., 2016).
Atualmente (junho de 2022) ha por volta de 24 mil montagens de genomas de eucariotos no
banco NCBI Assembly, destas 8.819 pertencem a espécies de animais, sendo apenas 2
totalmente completas: Caenorhabditis elegans € Homo sapiens. Ha, no entanto, redundancias

de espécies no quantitativo total de montagens, uma vez que uma espécie pode ter varias
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montagens de genoma. Existem 98 montagens de genomas de culicideos atualmente
disponiveis no NCBI, sendo 36 em nivel de cromossomo, 45 em nivel de scaffold e 17 em nivel
de contig. Estas sdo representativas de 34 espécies (Quadro 3), 8 das quais sé tiveram as
montagens de seus genomas disponibilizadas nos ultimos 5 anos e embora muitas dessas
possuam genoma montado em nivel de cromossomo, seu score de N50 € muito baixo, indicativo

de montagens muito fragmentadas (NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY

INFORMATION,

2022).

Quadro 3 — Lista de montagens de genomas representativos, depositados no NCBI, das

espécies de mosquito (Continua).

Codigo de acesso Nome Tamanho da | Contig N50 | Nivel da Data da
montagem |(N° de bases)| montagem submissao
GCF_000005575.2 |An. gambiae 265.011.681 85.548|Cromossomo 16/10/2006
GCA _000349145.1|4n. dirus 216.307.690 76.300|Scaffold 28/03/2013
GCA _000349105.1|4n. epiroticus 223.486.714 88.996|Scaffold 28/03/2013
GCA _000349025.1|{4An. minimus 201.793.324 123.292|Scaffold 28/03/2013
GCA_000349065.1|4n. quadriannulatus | 283.828.998 39.415|Scaffold 28/03/2013
GCA 000349165.1|4n. christyi 172.658.580 8.461|Scaffold 02/04/2013
GCA_000439205.1\4n. nili 98.320.046 2.278|Scaffold 22/07/2013
GCA_000473375.1|4n. culicifacies 202.998.806 13.414|Scaffold 30/09/2013
GCA _000211455.3|4n. darlingi 136.935.538 115.072|Contig 20/12/2013
GCA _000473445.2|4n. farauti 183.103.254 161.110|Scaffold 17/01/2014
GCA_000473525.2|4n. melas 224.162.116 11.312|Scaffold 17/01/2014
GCA _000441895.2|4n. sinensis 220.777.669 30.137|Scaffold 14/07/2014
GCA _000956275.1|4n. koliensis 151.110.088 4.659|Contig 19/03/2015
GCA_000956255.1|4n. punctulatus 146.157.495 10.256|Contig 19/03/2015
GCA _002091845.1|4n. cracens 326.465.827 9.003|Scaffold 14/04/2017
GCA _002091835.1|{4n. maculatus 462.688.933 38.030|Scaffold 14/04/2017
GCF _002204515.2 |4e. aegypti 1.278.715.314| 11.758.062|Cromossomo 22/06/2017
GCA_002846955.1|4n. aquasalis’ 162.944.031 14.431|Scaffold 21/12/2017
GCA_003951495.1|4n. funestus 444.530.063 107.489|Cromossomo 20/12/2018
GCF _006496715.1 |4e. albopictus 2.538.371.206]  1.184.735|Scaffold 28/06/2019
GCA _007018985.1|4n. bwambae' 288.964.812 20.985|Scaffold 16/07/2019
GCA_008817895.1|4n. fontenillei' 232.626.592 18.769|Scaffold 03/10/2019
GCF _013141755.1 |4n. stephensi 243.460.342| 38.117.870|Cromossomo 09/06/2020
GCF_013758885.1 |4n. albimanus 172.602.732| 25.000.043|Cromossomo 06/08/2020
GCF _015732765.1 |Cx. quinquefasciatus| 573.214.445| 2.875.282|Cromossomo 04/12/2020
GCA _016170015.1|4n. longipalpis’ 347.073.236 27.950|Cromossomo 22/12/2020
GCA 016254315.1|4n. parensis’ 278.978.218 44.720|Cromossomo 22/12/2020
GCA _016170025.1|4n. vaneedeni 308.699.844 40.521|Cromossomo 22/12/2020




Quadro 3 — Lista de montagens de genomas representativos, depositados no NCBI, das
espécies de mosquito (Conclusao).

Codigo de acesso Nome Tamanho da | Contig N50 | Nivel da Data dz~1
montagem (N° de bases) montagem submissao
GCF_016801865.1 |Cx. pipiens pallens' | 566.659.442 838.087|Contig 02/02/2021
GCF _016920715.1 |An. arabiensis 256.807.969| 23.935.993|Cromossomo 10/03/2021
GCF _016920705.1 |4n. coluzzii 273.408.546| 8.269.537|Cromossomo 10/03/2021
GCF_017562075.2 |An. merus 294.364.394|  2.729.089|Cromossomo 24/03/2021
GCA _018908115.1{4n. rivulorum® 321.482.242 25.213|Cromossomo 17/06/2021
GCA _914969975.1|4n. atroparvus 277.747.802| 44.960.226|Contig 28/09/2021

Fonte: Elaborado pelo autor
Legenda: ' Espécies cujo genoma s6 se tornou conhecido nos ultimos 5 anos.

Do total de montagens, encontram-se disponiveis genomas sequenciados de 30 espécies
do género Anopheles, 21 dos quais foram analisados nesta tese? (o restante apenas se tornou
disponivel para acesso apds o inicio das analises ou entdo possuiam qualidade muito baixa).
Além dos Anopheles spp., outros dois géneros de mosquito possuem espécies com seus
genomas sequenciados: o género Aedes, representado por Ae. aegypti, Ae. albopictus e o género
Culex, representado por Cx. quinquefasciatus e Cx. pipiens pallens. Este ultimo nao foi

investigado neste trabalho, uma vez que seu genoma s6 se tornou disponivel apenas no ano de

2021.

Uma outra fonte de dados de genoma de mosquitos ¢ o banco de dados VectorBase
(www.vectorbase.org). Esse ¢ um banco de dados especifico de informagdes sobre animais
invertebrados vetores de patdogenos. Além da sequéncia gendmica, varios outros recursos sao
disponibilizados, como por exemplo dados de expressdo génica, dados de gendmica
comparativa, dados de vias metabdlicas, entre outros (GIRALDO-CALDER()N et al., 2015).
No geral, o VectorBase possui dados mais acurados e informativos sobre os genomas dos
mosquitos que o NCBI Assembly e por isso ¢ mais utilizado pelos estudiosos de vetores.
Recentemente o VectorBase teve sua estrutura alterada e passou a fazer parte do EuPathDB,
formando assim o VEuPathDB, com novas funcionalidades (GIRALDO-CALDERON et al.,
2022). Diferentemente do NCBI, o VectorBase possui genomas com processamento adicional,
como remoc¢do de sequéncias redundantes devido aos processos de montagem do genoma.
Devido a essas etapas de processamentos adicionais esse banco contém o genoma de apenas 22

espécies de mosquito: Ade. aegypti, Ae. albopictus, An. albimanus, An. arabiensis, An.

2 Mais detalhes sobre as espécies analisadas nesta tese estio disponibilizados na se¢io de Materiais e Métodos. A
tabela contendo as versdes dos genomas investigados neste trabalho esta disponibilizada no Apéndice C.
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atroparvus, An. christyi, An. coluzzii, An. culicifacies, An. darlingi, An. dirus, An. epiroticus,
An. farauti, An. funestus, An. gambiae, An. maculatus, An. melas, An. merus, An. minimus, An.
quadriannulatus, An. sinensis, An. stephensi e Cx. quinquefasciatus (THE VEUPATHDB
PROJECT TEAM, 2022).

A diferenca do nimero de espécies sequenciadas entre Anophelinae e Culicinae também
se deve em parte a diferenca de tamanho do genoma dos individuos desses dois grupos. No
geral, os genomas dos Culicinae sdao bem maiores que os dos Anophelinae (por volta de 3 a 8
vezes maiores). O aumento do tamanho do genoma se dd em parte pelo aumento do repertorio
de genes ligados a captacao de feromonios, a receptores gustativos e a genes de resposta imune
e resisténcia a inseticidas (RUZZANTE; REIJINDERS; WATERHOUSE, 2019). Esses dois
ultimos grupos tém ganhado bastante atenc¢do, principalmente na tentativa de encontrar genes
chave na relagdo parasita’hospedeiro que possam gerar novos métodos de controle da
transmissdo de doencas por esses vetores. Esse objetivo, juntamente com a diminui¢cdo dos
custos das tecnologias de sequenciamento de larga escala, permitiu que fossem realizados
diversos estudos de transcriptomica através da técnica de RNA-Seq. Hoje, cada vez mais se
tornam comuns os estudos de protedmica nessas espécies. Todavia, esses estudos de expressao
focam, em sua maioria, os conjuntos de genes codificantes anotados, com um menor numero
visando o estudo de pequenos RNAs e RNAs longos ndo codificantes (IncRNAs), e
pouquissimos sobre a fragdo modvel do genoma (mobiloma), composta por elementos de

transposi¢ao (RUZZANTE; REIJNDERS; WATERHOUSE, 2019).

O mobiloma ¢ justamente um outro fator importante para a diferenca no tamanho do
genoma entre Anophelinae e Culicinae. Embora ndo tdo bem caracterizados a nivel de
superfamilia para muitas espécies, o total de TEs em muitos genomas foi estimado. Enquanto
em Culicinae o conteudo de TEs representa mais de um quarto do genoma (ARENSBURGER
et al.,2010; NENE et al., 2007), nos Anophelinae a propor¢ao de TEs raramente ultrapassa os
10% de todo o genoma (HOLT et al., 2002; NEAFSEY et al., 2015).

2.6 TRANSFERENCIA HORIZONTAL DE TRANSPOSONS (HTT)

Os elementos de transposicdo sdao geralmente passados através das espécies por
intermédio da heranca parental. Assim, estima-se que os TEs da maioria das espécies atuais de
eucariotos tenham sido herdados de seus ancestrais. No entanto, alguns TEs podem passar de

um organismo para outro por um meio que nao envolve troca sexual ou heranga parental. Esse
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método é conhecido como transferéncia horizontal de transposons (HTT) (WALLAU; VIEIRA;
LORETO, 2018). Como apresentado anteriormente, existe uma diversidade enorme de
elementos de transposi¢cdo. Da mesma forma, hd também uma diferenca na quantidade e
propensao funcional para se transferir horizontalmente para outra espécie. Entretanto, todos os

tipos de TE podem vir a realizar esse processo (SILVA; LORETO; CLARK, 2004).

Existem algumas caracteristicas que contribuem na identificacdo de casos de
transferéncia horizontal. A primeira delas diz respeito a alta similaridade entre duas copias de
TEs em genomas de espécies distintas. Para exemplificar, quando essas espécies sao distantes
filogeneticamente, assumindo-se que um determinado gene ndo sofre selecdo negativa, ndo €
esperado que copias deste gene sejam altamente similares em nivel de nucleotideo a outro gene
na espécie mais distante. Quando essa alta similaridade ¢ vista entre TEs, que na maioria dos
casos nao colabora para o fitness do hospedeiro e evolui de forma neutra, temos um indicativo
de transferéncia horizontal. Esse ¢ o pré-requisito mais comum de deteccdo de HTTs (SILVA;

LORETO; CLARK, 2004).

A segunda caracteristica ¢ de facil visualizagdo, a HTT pode ser detectada através de
incongruéncias entre a filogenia das espécies construida a partir de genes nucleares e uma
filogenia construida a partir de TEs. Quando as arvores resultantes possuem topologias
distintas, ¢ possivel se indagar sobre um caso de transferéncia horizontal. Essa visualizagdo
pode ser feita com o uso de ferramentas como o tanglegram, implementado em muitos
programas como o Dencroscope (HUSON; SCORNAVACCA, 2012) e Dendextend (GALILI,
2015). Essas ferramentas permitem verificar com facilidade diferengas existentes na topologia
real da filogenia das espécies (arvores bem suportadas e construidas a partir de um conjunto de

genes) em relagdo a uma topologia de arvore construida a partir das sequéncias de TEs.

A terceira caracteristica se da através da percepcao de um comportamento chamado de
“patchy distribution” de um TE. Neste caso, um elemento estd presente em uma espécie, mas
ausente em outras espécies muito proximas. Isso pode ser um indicativo que ele ndo foi herdado
verticalmente, ou entdo que ele foi perdido nessas espécies irmas. Entretanto, uma vez que
muitos TEs ndo sdo estritamente essenciais para a sobrevivéncia de uma espécie, eles podem
ser naturalmente perdidos durante o tempo evolutivo, enfraquecendo o poder de discriminagao

dessa caracteristica (SILVA; LORETO; CLARK, 2004).

Quando um TE possui todas essas trés caracteristicas (a presenga de apenas algumas delas

nao da poder de discriminagdo): I) similaridade maior que a esperada entre as copias de duas
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espécies; 1) incongruéncia filogenética; III) distribuicdo totalmente desigual entre o maior
nimero de espécies proximas possiveis (do mesmo gé€nero) ou entre linhagens da mesma
espécie, ¢ muito provavel que ele tenha sido transferido horizontalmente entre as espécies.
Entretanto, ¢ muito dificil avaliar a presenga dessas caracteristicas em espécies muito proximas.
Alguns métodos foram desenvolvidos para avaliar quantitativamente todos os casos de
transferéncia horizontal, até mesmo entre espécies bastante proximas. Um método bastante
robusto ¢ implementado pelo software VHICA. Ele compara o sinal de transferéncia vertical
que ¢ mostrado por genes ortdlogos herdados verticalmente e o sinal gerado por um elemento
de transposicdo entre um par de espécies. Esses sinais sdo derivados de medidas como o desvio
do uso de codons dos genes e sua dS (taxa de substituicdo sindnima), podendo quantificar com

precisdo a significancia de um evento de HTT (WALLAU et al., 2016).

Para que um elemento de transposi¢@o seja transferido horizontalmente e fixado numa
espécie nao € necessaria apenas a troca de material genético entre duas espécies, o elemento
também deve conseguir se integrar ao genoma. Na maioria dos animais, essa troca deve ocorrer
especificamente na linhagem celular germinativa da nova espécie, de outra forma a aquisi¢cao
do novo TE seria eliminada da populagao assim que o individuo receptor da transferéncia fosse
eliminado da populagdo. Para que a troca de DNA aconteca, também ¢ necessario contato
intimo entre duas espécies, assim como ocorre em casos de transferéncia horizontal de genes
ndo ligados a TEs. Esse contato pode ocorrer devido a algumas relagdes ecologicas como a
simbiose, a infecgdes virais de virus generalistas, entre outras (WALLAU; VIEIRA; LORETO,
2018).

E possivel que haja também relagdo da interacio parasita-hospedeiro com eventos de
HTTs. Recentemente foi reportado um potencial caso de transferéncia de um retrotransposon
ndo LTR pertencente a superfamilia RTE, denominado AvViRTE, entre vermes filariais e
algumas espécies de aves. Esse TE esta presente em copias autdbnomas em sete clados de
passaros e dois clados de nematodeos. Evidéncias como patch distribution, centenas de copias
nos genomas, alta similaridade entre os consensos das copias desse TEs presentes nos genomas
reforcam a ideia da ocorréncia de transferéncia horizontal. Espécies de mosquitos e insetos do
género Chrysops (conhecidos como mutucas) foram levantados como os potenciais vetores

dessas transferéncias (SUH et al., 2016).
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2.7 ELEMENTOS DE TRANSPOSICAO, TRANSCRICAO E EFEITOS NA EXPRESSAO
DE GENES DO HOSPEDEIRO

Além da capacidade de se replicar dentro de um genoma e de ser capaz de se mover de
uma espécie para outra, os elementos de transposi¢ao podem causar diversos impactos em seus
hospedeiros. Na maioria das vezes esses impactos geram consequéncias negativas, ja em outros
casos, os TEs podem contribuir trazendo uma vantagem adaptativa ao hospedeiro e podem
influenciar a evolucdo das espécies. Assim como qualquer outro gene, os elementos de
transposi¢cdo devem transcrever seus genes em RNAs mensageiros. Estes sdo entdo traduzidos

em proteinas essenciais para a transposi¢ao do TE.

2.7.1 Mecanismos do hospedeiro para regulacao da expressao de TEs

Ao expressar proteinas integras, os TEs sdo capazes de mover-se para outras regioes do
genoma, o que pode levar a um dano (derivado da mutagénese causada pela inser¢cdo do TE em
uma nova regido) no espécime hospedeiro. Essa insercdo, juntamente com rearranjos
cromossomicos causados pelos TEs, pode gerar varias consequéncias negativas para um
organismo, como exemplo, diversos tipos de cancer em seres humanos (BELANCIO; ROY-
ENGEL; DEININGER, 2010; LEVIN; MORAN, 2011; MARASCA et al., 2020). Devido ao
alto potencial deletério da transposicao para os espécimes (se a transposicao ocorrer em tecidos
somaticos) ou para a espécie (se a transposicao ocorrer em células germinativas, € assim ser
transmitida aos descendentes), os organismos desenvolveram uma série de mecanismos
moleculares de defesa contra os TEs. Esses mecanismos agem tanto em nivel de regulagdo

transcricional como pds-transcricional (CHUONG; ELDE; FESCHOTTE, 2017).

Uma das formas de prevenir a expressao de elementos de transposi¢do ¢ aumentar a
compactagdo do DNA nas regides em que ocorrem, formando heterocromatina, e
consequentemente dificultando a agdo da maquinaria de transcri¢do. Essa compactagdo muitas
vezes ¢ um fendomeno que estd ligado a metilagao das histonas. Além disso, nessas regides, o
DNA geralmente também se encontra metilado. Isso se torna claro quando mutagdes nos genes
das metiltransferases de 4. thaliana, onde muitos TEs encontram-se metilados, sdo responsaveis
por permitir a transposi¢ao de alguns TEs (ITO; KAKUTANI, 2014; LIPPMAN et al., 2004).
Hipoteses indicam que ¢ possivel que a metilacdo de DNA tenha, inclusive, surgido como uma

forma de defesa contra transposi¢do (CHUONG; ELDE; FESCHOTTE, 2017).
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Um dos mecanismos de regulacdo de TEs mais bem conhecidos ¢ o controle pds-
transcricional de elementos de transposicdo através de uma classe de pequenos RNAs nao
codificantes, os PIWI-interacting RNAs (piRNAs). A inativacdo desses piRNAs levam ao
descontrole e ativagdo dos TEs. Alteragdes nos genes que sdo envolvidos nas vias desses
piRNAs também levam ao descontrole dos TEs. Esses RNAs, cujo tamanho geralmente varia
entre 26 e 32 nt, sdo carregados dentro das proteinas PIWI, que sdo proteinas da familia das
Argonautas, proteinas ligadas a clivagem de sequéncias de mRNA. Dessa forma os piRNAs
formam o complexo piRISC, e silenciam os TEs através do pareamento de bases e clivagem
dos mRNAs dos elementos de transposi¢ao. Em vertebrados as proteinas PIWI sdo expressas
apenas nas células germinativas. A perda dessas proteinas, por exemplo, leva a célula a
apoptose no peixe zebra, onde hd piRNAs com similaridade apenas a TEs de Classe 1. Esse
alinhamento em uma unica classe de TEs nao ¢ uma constante para os piRNAs ja que em
Xenopus existe uma grande propor¢do desses RNAs mapeando em TEs de Classe II. Embora
haja menos piRNAs alinhando em TEs em mamiferos, ja foi mostrado que essa via também
tem algum papel no silenciamento de TEs (HOUWING et al., 2007; SAITO; SIOMI, 2010).
Sendo mostrado que a via do piRNAs tem papel importante no controle do TE L/ em células

germinativas de seres humanos (FRIEDLI; TRONO, 2015).

O mecanismo de controle via piRNAs ¢ particularmente bem conhecido em Drosophila
melanogaster, onde foi descrito o mecanismo de “ping-pong”. A agdo dessa via ¢ essencial para
protecdo dos gametas e da fertilidade (SIOMI; MIYOSHI; SIOMI, 2010), mas além disso os
piRNAs também realizam a regulacdo de TEs em células somadticas. Nesta espécie, cerca de
50% dos piRNAs possuem similaridade com regides de copias de TEs. Entretanto, isso ndo ¢
uma realidade para todos os organismos. Em Ae. aegypti, também da ordem Diptera, apenas
19% de todos os piRNAs possuem alguma similaridade a transposons. A maior parte desses
RNAs alinham com virus e genes do hospedeiro. O que pode indicar diferengas entre o sistema
de piRNAs de mosquitos e das moscas do género Drosophila. De fato, em Ae. aegypti o
pareamento de outro tipo de pequenos RNAs, os short interfering RNAs (siRNAs) sao mais
comuns em TEs do que o pareamento de piRNA em TEs (ARENSBURGER et al., 2011b).

Ha hipdteses que algumas regides do genoma (regides de até 200kb, conhecidas como
clusters de piRNA) funcionem como uma armadilha de TEs, se um TE se inserir nessas ilhas, fica
imobilizado na regido. Caso esse evento ocorra em células germinativas, havera transmissao dessa
nova estrutura para as proximas geracdes. Entdo, esse TE acabara funcionando como fonte de

novos piRNAs para silenciar outros TEs. Segundo o modelo, se um TE for muito ativo ele terd
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mais chance de se inserir nestes clusters, gerando, dessa forma, mais piRNAs que vao atuar

regulando o proprio TE (HIRANO; SIOMI, 2015; SAITO; SIOMI, 2010).

2.7.2 Elementos de transposi¢io que escapam do controle transcricional

O mecanismo de silenciamento de TEs ndo ¢ 100% eficaz, pois alguns TEs conseguem
expressar RNA e proteinas e realizar sua transposi¢cdo. Geralmente os TEs sdo mais expressos
em tecidos embrionarios, onde vias metabolicas alternativas sdo ativadas, reduzindo o controle
sobre a expressao desses elementos. No entanto, alguns elementos também conseguem
expressar seus produtos proteicos e se transpor em tecidos somaticos. Em humanos, onde os
TEs sdo amplamente estudados, sabe-se que ha expressao de ERV1 em diversos tecidos. Um
estudo realizado em seres humanos indicou que cerca de 2% dos TEs sdo expressos. Mesmo
em um nimero tdo baixo, essa fracdo possui representantes de cerca de 95% de todas as
subfamilias de TEs presentes no genoma humano. Nesta espécies também foi observado que
muitos LINEs e SINEs sdo expressos e possivelmente tém papel regulatorio sobre diversos
genes, além disso evidenciou-se uma relagao entre a idade de um individuo e o nimero de TEs

expressos (BOGU et al., 2019).

A expressdo de TEs parece ocorrer nos mais diversos organismos de diversos reinos. No
milho, onde cerca de 85% do genoma ¢ composto por TEs, diversos elementos sdo expressos:
LINEs, MITEs, TRIMs, véarios elementos das superfamilias Copia, CACTA e principalmente
Gypsy (VICIENT, 2010). Em culicideos, alguns estudos identificaram TEs expressos em
algumas espécies dos géneros Anopheles e Aedes. Em Ae. fluviatilis, algumas ORFs de
elementos de transposicdo (codificando para transposase e transcriptase reversa) foram
encontradas diferencialmente expressas entre mosquitos sadios e infectados com bactérias do
género Wolbachia (CARAGATA et al., 2017). Cerca de 15 TEs também foram encontrados
expressos no sialotranscriptoma (transcriptoma da glandula salivar) de An. sinensis (FANG;
YAN; CHEN, 2018). Entretanto, poucos estudos focam exclusivamente na investigagdo do
mobiloma expresso. Um estudo com esse escopo revelou resultado semelhante ao visto em
humanos, a maior parte das superfamilias de TEs presentes em An. funestus, possui a0 menos
uma sequéncia expressa, sendo a grande maioria (85%) pertencente a TEs de Classe I,

principalmente retrotransposons com LTRs (FERNANDEZ-MEDINA et al., 2017).

Além dos RNA mensageiros tradicionais da expressao de um TE como: transposases,

transcriptases reversas e outras proteinas especificas para cada superfamilia; e dos pequenos
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RNAs, os TEs também estdo envolvidos na transcricdo de RNAs longos ndo codificantes
(IncRNAs), compondo parte do transcrito. Em humanos, cerca de 83% dos RNAs longos
intergénicos ndo codificantes possuem sobreposicdo com TEs e cerca de 42% sdo derivados de
elementos de transposi¢@o. Os IncRNAs possuem papel na regulagao do processamento celular,
e IncRNAs ligados a TEs possuem uma maior capacidade de diversificagdo que os que nao
estdo ligados (KELLEY; RINN, 2012). Além disso, estudos em vertebrados mostram que
insercoes de TEs podem estar envolvidas com a criagdo de novos IncRNAs, bem como
estabilizam a estrutura secundaria dos IncRNAs, possivelmente contribuindo para a obtengao
de sua correta conformacdo. Dessa forma, os TEs parecem ser capazes de influenciar o

transcriptoma nao codificante de um organismo (KAPUSTA et al., 2013).

Alguns autores argumentam ainda que os TEs sdo diretamente responsaveis pelos
dominios de atividade dos éxons dos IncRNAs. Essa contribui¢do pode ser dada através do
fornecimento de sitios de ligagdo a fatores de transcrigdo, fatores de reparo do DNA, proteinas
de ligacdo ao RNA, RNA Polimerase II, todos originalmente presentes na estrutura basica do
TE. Outra possibilidade ¢ a agdo por complementaridade de bases com regides especificas do
genoma onde estdo as outras copias do mesmo TE que estd inserido no IncRNA (JOHNSON;
GUIGO, 2014). Essa complementaridade entre as sequéncias de IncRNA e o DNA gendmico
pode resultar na formacao de estruturas chamadas de R-loops, onde se forma um hibrido DNA-
RNA, ficando uma das fitas do DNA sem anelamento, ou na formagao de triplex RNA-DNA.
Ambas as estruturas podem atuar na regulagdo da expressdo génica (MARCHESE;
RAIMONDI; HUARTE, 2017).

2.7.3 Impacto de TEs no organismo hospedeiro

Os TEs podem ser expressos fusionados a mRNAs codificantes da espécie. Em alguns
casos, parte de éxons de genes do hospedeiro sdo englobados por uma familia de TE, essa nova
estrutura se multiplica e se transforma em uma nova familia, como o transposon CpG-SVA que
possui 76 copias no genoma humano (BANTYSH; BUZDIN, 2009). Em outros casos € o éxon
do TE que ¢ capturado pelo gene do hospedeiro, criando um novo gene, como ocorreu com o
gene SETMAR, quando o gene SET se fundiu com a transposase do TE Hsmarl em primatas
antropoides (CORDAUX et al., 2006). O transcriptoma de um organismo pode conter diversos
transcritos fusionados a elementos de transposicao. Por exemplo, em A. thaliana, cerca de 7,8%

dos transcritos (2373 genes) mostram alguma regido com alta similaridade com elementos de
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transposi¢do que variam entre Helitrons, TIRs, LINEs, SINEs, e LTRs (LOCKTON; GAUT,
2009). Entretanto, em outras espécies o nimero de transcritos fusionados pode ser muito baixo,
apenas 63 transcritos de D. melanogaster parecem estar fusionados com TEs, sendo observado
que as fusdes variam entre diferentes linhagens dessa mosca. A frequéncia de ocorréncia de TE
quiméricos mais baixa que o esperado para D. melanogaster evidencia o potencial deletério de
algumas insercdes de TEs, que por causar efeitos negativos para o fitness de um espécime, estao
presentes em apenas algumas linhagens, visto que a alteracao de um produto génico pode causar

a morte de um organismo (LIPATOV et al., 2005).

Ao formar um transcrito quimérico, os transposons podem afetar diretamente o fenotipo
de um organismo. Esses transcritos podem ser originados de diversas formas pelos TEs. Eles
podem se inserir diretamente na ORF de um gene, alterando a estrutura final da proteina
expressa ou gerando uma proteina truncada pela inser¢ao de um ou mais cdédons de parada. Em
outras situagdes os TEs podem se inserir em um intron do gene, podendo causar variagao nos
mecanismos de splicing desse gene ou criar um novo éxon para o mesmo. Além disso, essa
insercao em introns também pode alterar o fim da transcrigao, onde o TE inserido pode passar
a se comportar como uma nova cauda poli(A) causando o encurtamento do mRNA.
Alternativamente, ao se inserir a montante (upstream) de um gene, o TE também pode causar
alteracdes no promotor do mesmo. Como o TE precisa recrutar fatores de transcricdo para
expressao de suas proteinas, quando proximo a um gene, ele pode doar seus sitios criando varios
novos sitios de ligagdo para fatores de transcricdo. Além dessa alteragdao na regido promotora
de genes, os TEs podem até mesmo criar um promotor alternativo derivado de sua sequéncia

(COWLEY; OAKEY, 2013).

Além dessas implicagdes, os TEs também podem impactar a expressdo génica ao agir
como acentuadores, isoladores ou repressores da expressdo. Esses efeitos descritos, sdo
conhecidos como efeitos em cis, porém eles ndo s3o os tnicos que um TE pode causar. H4d uma
outra classe, denominada de efeitos em trans, onde os produtos de um TE (RNAs e proteinas)
agem impactando um gene que esta bem distante dele (Figura 9). Por exemplo, a transposase
de um TE ativo pode, além de atuar na sua propria transposi¢do, atuar transpondo genes
fusionados a TEs, onde o sitio de reconhecimento da transposase ainda se encontra integro.
Evidéncias concretas dos efeitos de TEs na expressdo de genes no hospedeiro podem ser
verificados através de diversas técnicas, por exemplo com o uso de genes reporter e knockout
génico. Essas técnicas, entretanto, ndo se aplicam em andlises de larga escala onde ha uma

grande quantidade de TEs a ser testada (CHUONG; ELDE; FESCHOTTE, 2017).
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Figura 9 — Tipos de influéncia exercidas pelos TEs nos genes do hospedeiro.
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Fonte: Adaptado de Chuong, Elde e Feschotte (2017).

Legenda: O painel da direita indica potenciais efeitos em cis dos TEs, como inser¢do na regido promotora e
alteracdo do controle de expressdo de um gene, silenciamento do gene pela formacdo de heterocromatina gerada
com a finalidade de silenciar o TE. Ja o painel a esquerda mostra os potenciais efeitos em trans dos TEs sobre os
genes, como por exemplo realizar controle pos-transcricional de genes fusionados a TEs através de pequenos
RNAs, ou transpor regides de genes que estdo fusionados a regides terminais de um TE, uma vez que estas podem
ser reconhecidas por proteinas de TEs produzidas por copias integras em trans.

Ha casos descritos sobre o impacto de TEs sobre alguns genes em insetos, principalmente
em organismos bem estudados como as moscas do género Drosophila. A inser¢ao do
transposon Accord da ordem LTR upstream no gene Cyp6gl, um gene citocromo P450, em D.
melanogaster esta relacionada com o aumento da resisténcia ao inseticida Dicloro-Difenil-
Tricloroetano (DDT) (CHUNG et al., 2007). Em outro caso, um transposon de DNA da familia
Tcl, inserido na regido intergénica dos genes Jheh, estd associado ao aumento da expressao
desses genes e ao aumento da resisténcia ao estresse oxidativo em populagdes de D.
melanogaster (GUIO; BARRON; GONZALEZ, 2014). A influéncia de TEs nos genes também
pode ser vista na mariposa, onde a insercdo de um grande TE no intron do gene corfex gerou
um aumento do melanismo, auxiliando na adaptacdo ao ambiente urbano das mariposas que
possuiam essa inser¢ao (HOF et al., 2016). Em mosquitos Ae. albopictus, a presenga de TEs
influencia a expressdo de genes de diapausa, o que trouxe vantagens adaptativas a espécie,

facilitando a invasdo de ambientes temperados (GOUBERT et al., 2017).

Por diversos efeitos no hospedeiro, as insercoes de TEs podem afetar diretamente as redes
regulatdrias e de transcri¢do de um organismo. A inser¢@o do mesmo TE préximo a diversos
genes pode ocasionar a ativagdo em conjunto desses genes, ja que o TE ird requerer os mesmos
fatores de transcrigdo. Um exemplo desse impacto ¢ a capacidade de engravidar que os

mamiferos apresentam. Essa adaptacdo € provavelmente originaria de efeitos da transcrigdo de
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TEs. Isso se deu uma vez que o inicio da via de sinalizacdo responsavel por formar a decidua
esta relacionado ao hormdnio progesterona, que apresenta moléculas sinalizadoras cujos sitios
de ligagdo se originaram a partir de insercdes de TEs, que dessa forma foram capazes de alterar

a rede génica regulatoria pré-existente (COWLEY; OAKEY, 2013).

2.7.4 Expressao de elementos de transposicao sob diferentes condicoes

Assim como os genes nucleares que compdem o organismo, os elementos de transposicao
também sofrem variagdes de expressao sob diferentes condi¢des a que um organismo pode ser
exposto. Uma das mais classicas condigdes reportadas na literatura € o estresse. Num cenario
de estresse, ¢ possivel que haja risco de morte para o organismo, logo a expressao de TEs
poderia gerar variabilidade genética, potencialmente trazendo algum beneficio para a espécie.
Em varios casos ja reportados, uma condi¢ao de estresse ¢ capaz de elevar a expressdao de
elementos de transposi¢do. Em muitos deles, a elevacdo da expressdao de alguns TEs também
gera elevagdo na expressdo de genes em regides flanqueadoras desses TEs. O estresse, no
entanto, pode ser gerado por uma série de fatores, como calor, pouco alimento, baixa

oxigenagdo e exposicdo a radiagdio (HORVATH; MERENCIANO; GONZALEZ, 2017).

Em Drosophila melanogaster, a exposicao a altas doses de radia¢do € capaz de elevar a
expressao de diversas familias de TEs. Da mesma forma, outros tipos de estresse como estresse
oxidativo (exposi¢cdo ao formaldeido e dioxina) também elevam as taxas de exposicdo dos
elementos de transposi¢do, apesar disso, no geral, a fracdo de TEs com diferenga de expressao
¢ bem menor que o total de TEs existentes nessa espécie (OLIVEIRA et al., 2021). A exposi¢ao
ao calor também parece favorecer a superexpressdo de elementos de transposicdo, em 7 de 10
ecoOtipos de A. thaliana expostos a crescimento sob temperatura de 38° C houve aumento

consideravel da expressao de TEs (BARAH et al., 2013).

Um outro estimulo que ¢ capaz de alterar as taxas de expressdo de elementos de
transposi¢do de um organismo ¢ a sua infec¢do por virus. Seis dias apos a infec¢do das moscas
D. melanogaster ¢ D. simulans com o virus SINV (Sindbis virus), a expressdo de diversas
familias de TEs se torna reduzida no corpo, ao mesmo tempo que a expressao de pequenos
RNAs derivados de elementos de transposicdo aumenta. Isso ocorre uma vez que a resposta
antiviral por meio de pequenos RNAs também atua silenciando a expressdo de elementos de
transposi¢ao nessas espécies. Embora uma infecgao viral possa afetar a expressao de elementos

de transposi¢do em tecidos somaticos, a expressao de TEs ndo ¢ afetada em tecido germinativo
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(ovarios) de D. melanogaster e D. simulans, o que provavelmente € resultado de uma ja presente
repressao da expressdo de TEs nos ovarios (ROY et al., 2020). Assim como os ovarios de
moscas do género Drosophila, diversos tecidos em diferentes organismos vertebrados também
apresentam um padrao diferenciado de expressdo de elementos de transposi¢ao (PASQUESI et

al., 2020).

2.7.5 Domesticacio ou cooptacio de TEs

Os TEs podem ser parasitas gendmicos, podem ser fontes de sitios de ligagao a fatores de
transcri¢do, podem influenciar a variedade de IncRNAs, assim como podem agir em cis € em
trans de diversas formas sobre as regides codificantes do organismo. Mas além disso, em nivel
proteico, os TEs também podem contribuir para o fitness das espécies hospedeiras. Quando ha
uma adaptagao favoravel a espécie, o TE ou suas proteinas podem ser cooptados (domesticados)
para uma funcdo diferente da original (JANGAM; FESCHOTTE; BETRAN, 2017). Em
camundongos, por exemplo, varios TEs foram domesticados e atualmente funcionam como

acentuadores da expressao génica tecido especifica (TODD et al., 2019).

Diversos elementos de transposi¢ao podem ser domesticados para fungdes diferentes em
diferentes organismos. Em humanos, por exemplo, ha sete proteinas que sdo similares a
Cryptons e seis delas codificam o dominio DUF3504, que nao tem fun¢do conhecida, mas esta
bastante disperso entre os gnatostomados (vertebrados com mandibula). Esse dominio derivado
de um Crypton ancestral, de fato ndo constitui um pseudogene, uma vez que ha indicios da
producdo de produtos funcionais (KOJIMA; JURKA, 2011). Outro exemplo de elemento de
transposon domesticado (talvez o mais famoso caso de domesticagdo de TEs) também em
gnatostomados sdo elementos da superfamilia 7ransib que foram, ha cerca de 500 milhdes de
anos, cooptados para novas fungdes, gerando a proteina RAG1 e RAG2, que sdo essenciais para
a recombinagcdo V(D)J, responsdvel pelo sistema imune adaptativo dos vertebrados
(AGRAWAL; EASTMAN; SCHATZ, 1998; BROECKER; MOELLING, 2019;
KAPITONOV; JURKA, 2005; KAPITONOV; KOONIN, 2015).

Em humanos, pelo menos cinco genes sao derivados de elementos PiggyBac, entretanto,
estudos mostram que cada uma dessas sequéncias derivadas de PiggyBac foi originada por um
mesmo PiggyBac ancestral domesticado (BOUALLEGUE et al., 2017). Embora esses eventos
de domesticagdo de TEs nao sejam de comum ocorréncia, eles podem acontecer diversas vezes

durante a evolucdo de algumas espécies. Em duas espécies de rds do género Xenopus, pelo
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menos 10 genes codificadores de transposases de TEs da familia Kolobok foram domesticados

e perderam sua capacidade de transposi¢ao (HIKOSAKA; KONISHI, 2018).

Até a domesticacdo, uma linhagem de TE pode passar por seis estagios. Inicialmente o
TE esta ativo no genoma, gerando muitas cdopias, o que pode levar a consequéncias deletérias
para o espécime. Devido a isso, este monta respostas para silenciar o TE. Num segundo
momento, este TE passa a influenciar o fenotipo do organismo. Como agora seu produto
influencia o espécime, o TE passa a sofrer uma pressdo de selecdo, e em periodos de mudanga
ambiental, o fenotipo alterado pelo TE pode gerar vantagens adaptativas ocasionando uma
selecdo negativa no TE. O proximo passo € a imobilizagdo desse TE numa regido do genoma,
por exemplo por mutacao nas suas extremidades, e aumento da sua estabilidade de expressao.
Ap0s a estabilizagdo, esse TE ¢ fixado na populagdo, agindo mais comumente como elementos
moduladores da expressdo, que como proteinas efetoras. Por tiltimo, mudangas no ambiente da
espécie podem eliminar as pressdes de sele¢do sobre o gene derivado do TE, a partir desse
momento ele estd apto a passar por uma selecdo positiva, onde ha diversificagdo de sua

sequéncia e consequentes funcdes (JOLY-LOPEZ; BUREAU, 2018).

2.7.6 Formas de estudo do mobiloma expresso

Talvez a principal forma de estudo de transcritos contendo sequéncias de TEs seja o
sequenciamento em massa do transcriptoma do organismo por RNA-Seq, havendo outras
formas de analise como o CAGE-Seq (Cap Analysis of Gene Expression), que permite mapear

as regides promotoras (CHUONG; ELDE; FESCHOTTE, 2017).

Depois de sequenciado, o transcriptoma total pode ser montado por métodos de novo,
onde nao se utiliza o genoma como referéncia. Os milhares de transcritos resultantes podem ser
mapeados contra bases de dados de TEs para verificacdo da similaridade, a0 mesmo tempo em
que é realizada uma busca por dominios conservados de TEs (FERNANDEZ-MEDINA et al.,
2017). Entretanto, essa abordagem necessita de muito recurso computacional e bastante tempo,
ambos variando proporcionalmente com o nimero de reads de RNA-Seq sequenciados. Além
disso, o uso de dados de RNA-Seq de diversas linhagens de uma espécie pode resultar em um
alto nimero de transcritos quiméricos ap6s a montagem de novo. Uma abordagem utilizando o
mapeamento de reads contra o consenso dos TEs € bem menos vidvel, uma vez que as copias
individuais podem desviar bastante dos consensos, ocasionando seu nao mapeamento. Outra

dificuldade ¢ quantificar a expressao de uma familia de TEs, uma vez que ela possui multiplas
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copias. Uma abordagem alternativa e comumente utilizada ¢ aplicada no TEtranscripts, um
pipeline desenhado para o estudo da expressao de elementos de transposicao. O software utiliza
um arquivo de anotagdo das copias de TEs caracterizadas na espécie juntamente com o genoma
como fonte de mapeamento de reads derivadas de RNA-Seq. Ele ¢ capaz de lidar com reads
que mapeiam em mais um local e aplica um algoritmo para o calculo do nlimero de reads
mapeados por familia de TE, além disso ele também suporta analises de expressdo diferencial

de TEs (JIN et al., 2015).

Esse software permite catalogar quais familias de elementos de transposi¢do estdo
expressas no organismo, mas ndo permite verificar se ha expressdo de transcritos ligados a
genes do hospedeiro, uma vez que ele processa apenas as copias de TEs. Uma abordagem
complementar utilizada para estudar o mobiloma expresso que potencialmente causa efeitos em
cis na expressao de genes do hospedeiro ¢ verificar se genes e TEs se coexpressam em diversas
amostras e condi¢des. Essa abordagem, implementada no software TEffectR (KARAKULAH
et al., 2019) permite realizar uma analise de regressao linear entre a expressao de TEs na regido

5’ 0 3’ de um determinado gene em diversas amostras.

2.8 PROTEOMICA E ELEMENTOS DE TRANSPOSICAO

Mesmo com todos os mecanismos regulatorios que os organismos possuem para frear a
expressao dos elementos de transposi¢do, alguns elementos ainda conseguem evadir esse
controle e produzir proteinas funcionais. A atividade de TEs pode estar relacionada com alguns
tipos de cancer em seres humanos, ndo se sabendo se ela seria uma das causas ou uma das
consequéncias dessa doenca. A metodologia da protedmica pode auxiliar na detec¢do da
expressao de um determinado TE com algum fendtipo de um espécime, também pode verificar
se o nivel de expressdo desse TE esta relacionado com a caracteristica fenotipica de um

espécime (RUGGLES et al., 2017).

2.8.1 Proteomica classica e protedmica de shotgun

O termo protedmica refere-se ao estudo do proteoma, que ¢ o conjunto de todas as
proteinas expressas pelos genes de um organismo num determinado tempo. A primeira etapa
numa analise protedmica € a obten¢do da mistura proteica de um individuo ou tecido. Apos

extraidas, as proteinas devem ser purificadas e posteriormente clivadas com uma protease,
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geralmente tripsina, dependendo da metodologia usada (POMASTOWSKI; BUSZEWSKI,
2014). Esse conjunto de proteinas ou peptideos pode ser entdo submetido a diferentes métodos
que podem ser mais ou menos adequados dependendo do objetivo do projeto. No entanto, os
métodos de identificacdo de um proteoma ndo avangaram com a mesma velocidade que os
métodos de estudos de genomas e transcriptomas. Dessa forma, muitas das proteinas preditas
sobre o genoma de uma espécie, com a utilizagcdo de ferramentas de bioinformatica, ndo tem
quaisquer evidéncias experimentais. Ao contrario do que ocorre com as isoformas de transcritos
de RNA, que sdo confirmadas por sequenciamento de cDNA ou por RNA-Seq (O’NEILL,
2019).

No campo da protedmica experimental, umas das técnicas cldssicas mais usadas para
avaliar o proteoma de um individuo e suas variacdes qualitativas e quantitativas € a técnica de
eletroforese bidimensional (eletroforese 2-D), que vem sendo utilizada desde a década de 1970.
Nessa técnica, o conjunto de proteinas purificadas ¢ levado para focalizagdo isoelétrica, uma
etapa conhecida como a primeira dimensao da eletroforese. Apos as proteinas atingirem um pH
onde sua carga elétrica se anula, ¢ realizada uma reagdo para equilibrar as proteinas e se segue
para a segunda dimensao da eletroforese, uma eletroforese SDS-PAGE. Ao fim do experimento
as proteinas estdo dispersas em duas dimensdes no gel de eletroforese, a primeira ¢ o pH onde
a proteina atinge o ponto isoelétrico e a segunda ¢ peso molecular da proteina

(POMASTOWSKI; BUSZEWSKI, 2014).

A eletroforese bidimensional € uma técnica excelente para separar milhares de proteinas
numa mistura. Entretanto, ¢ bastante direcionada para avaliar proteinas que estdo
diferencialmente expressas em alguma condi¢dao. Um software de andlise de imagens, compara
os géis resultantes de diversas condigdes experimentais. Os spots (pontos no gel que
representam uma determinada proteina) podem entdo ser excisados do gel, tripsinizados e
levados para a analise por espectrometria de massas. Geralmente a andlise ¢ realizada num
aparelho do tipo MALDI-TOF, onde o espectro da proteina é capturado. Esse espectro ¢ entdo
comparado com um banco de dados de espectros e a proteina ¢ identificada (MAGDELDIN et
al.,2014; POMASTOWSKI; BUSZEWSKI, 2014). Todo esse workflow torna dificil a anélise
de milhares de proteinas de um individuo. Andlises mais abrangentes vém sendo realizadas a

partir de uma metodologia de shotgun.

Métodos de shotgun sao métodos de analises de proteinas em larga escala. Neles, as
proteinas extraidas de uma amostra sao submetidas a uma clivagem proteolitica gerando uma

mistura de peptideos. Essa mistura ¢ levada geralmente a uma cromatografia liquida de alta
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performance (HPLC) acoplado a um espectrometro de massas que utiliza o electrospray, como
fonte ionizadora, acoplado a dois analisadores de massas (ESI-MS/MS). O electrospray (ESI)
ioniza os peptideos e langa aqueles que adquirem carga no primeiro analisador de carga (MS1),
nele os ions (fragmentos de peptideos eletricamente carregados) sdo separados pela sua razado
massa-carga (m/z). Os ions que passam por um determinado filtro de m/z sdo entdo
fragmentados, por exemplo por colisio com um gas, ¢ analisados no segundo analisador de
massas (MS2). Esse procedimento resulta em espectros, a partir dos quais podemos identificar
a sequéncia de um peptideo, seja a partir de métodos de novo, ou mais comumente através de

buscas em um banco de dados (AEBERSOLD; MANN, 2003; O’NEILL, 2019).

Um banco de dados para uma busca de proteinas deve conter todas as possiveis proteinas
contidas na mistura inicial que foi levada ao espectrometro. Por esse motivo, geralmente €
utilizado o proteoma predito de uma espécie, que se encontra depositado em bancos como o
NCBI ou UniProt. Existem diversas ferramentas de busca para espectros, algumas delas sdo
ferramentas comerciais ¢ amplamente utilizadas como o MASCOT (PERKINS et al., 1999),
outras sdo ferramentas publicas como X!Tandem (CRAIG; BEAVIS, 2004), OMSSA (GEER
et al., 2004), Andromeda (COX et al., 2011), Comet (versdao académica do software comercial
SEQUEST®) (ENG; JAHAN; HOOPMANN, 2013), MS-GF + (KIM; PEVZNER, 2014) ¢
MSFragger (KONG et al., 2017). Essas ferramentas constroem espectros teoricos baseados no
banco de dados passado, e compara esses espectros contra os espectros experimentais. Uma
proteina ¢ identificada quando ha um peptide-spectrum match (PSM) que ¢ mantido apds o
calculo do score baseado em um método estatistico que varia entre as ferramentas. Uma opgao
para aumentar o numero de proteinas capturadas na etapa de analise de dados ¢ o uso desses
diversos softwares no mesmo dataset. Essa abordagem foi implementada no SearchGui, um
software que permite automatizar a analise contra uma base de dados utilizando muitos dos

diferentes motores de busca citados anteriormente (BARSNES; VAUDEL, 2018).

Embora o uso de diversos algoritmos de busca possa aumentar o nimero de proteinas
identificadas, deve-se levar em consideragdo que a grande maioria deles usa a mesma
abordagem de busca: uma abordagem Target-Decoy. De acordo com essa estratégia, sequéncias
inexistentes de proteinas (decoys) sdo adicionadas ao banco de dados. Esses decoys podem ser
construidos por diversas metodologias, que impactam o resultado final da anélise. O objetivo ¢
estimar os scores dos matches na base decoy e com isso estimar a taxa de falsos positivos da
busca (false discovery rate - FDR), consequentemente eliminando os matches com baixo

suporte (ELIAS; GYGI, 2007, 2010).
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A escolha do banco de dados ¢ crucial para a andlise de proteinas de acordo com a
metodologia de busca em bases. Uma base com menos de 1000 sequéncias proteicas pode levar
a uma estimativa erronea da FDR, outro fator de erro ¢ restringir a base a apenas alguns
componentes, excluindo proteinas que provavelmente estdo na mistura (KNUDSEN;
CHALKLEY, 2011). As bases escolhidas podem ser derivadas: I) do proteoma de referéncia
da espécie; II) de todas as proteinas conhecidas para um determinado nivel taxonomico que
abrange a espécie; III) de todo SwissProt; 1V) de bancos customizados. Cada banco
possivelmente resultard em um resultado distinto. Bancos muito grandes geram um nimero de
decoys muito grande, isso aumentara o numero de matches aleatorios nos decoys. O alto nimero
de matches ira causar impacto na analise via FDR, uma vez que o numero de matches com a
base de proteinas reais ndo aumentard na mesma proporg¢ao. O resultado disso € que a aplicacao
de um threshold para a FDR ira descartar muitos casos de proteinas identificadas corretamente,

uma vez que estardo presentes matches aleatorios com score mais alto (HEDGES et al., 2015).

Os resultados de estudos protedomicos, assim como os dados dos espectros de massa
geralmente sdo depositados em bancos de dados protedmicos, com objetivo de livre acesso e
reuso por parte da comunidade cientifica. Esses no geral seguem as recomendacdes do
ProteomeXchange Consortium (DEUTSCH et al., 2020), cujos membros sao: PRIDE (EMBL-
EBI, Cambridge, Reino Unido), PeptideAtlas (ISB, Seattle, WA, EUA), MassIVE (UCSD, San
Diego, CA, EUA), jPOST (varias instituigdes, Japao) , iProx (National Center for Protein
Sciences, Pequim, China) e Panorama Public (Universidade de Washington, Seattle, WA,
EUA). Apesar da grande quantidade de membros, em alguns desses repositorios, os dados de
espectrometria ndo estdo muito bem estruturados € em boa parte deles ndo ha muitos
experimentos de espécies nao modelos, como € o caso dos mosquitos. O mais completo e bem
estruturado dos banco de dados de espectrometria de massa ¢ o PRIDE (Proteomics
Identifications Database - www.ebi.ac.uk/pride/) (PEREZ-RIVEROL et al., 2019), e € nele que

se encontram a maior parte dos dados experimentais protedmicos de mosquitos.

2.8.2 Proteogenomica

Embora a abordagem protedmica de shotgun LC-MS/MS seguida pela busca no proteoma
de referéncia da espécie seja util em grande parte dos casos, algumas anélises requerem algo
um pouco mais complexo. Um desses campos de analise € a proteogendémica, cujo resumo pode

ser visto na Figura 10.
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Dentro dessa area € possivel integrar dados gendomicos e protedmicos mais diretamente.
Um dos usos mais comuns dessa técnica é a anotagdo de areas do genoma que ainda nao sao
bem estudadas e modeladas como regides codificantes. Nesse sentido, o maior nimero de
regides codificantes (com o minimo de regides irrelevantes) € utilizado como base para
ferramentas de busca de proteinas. Verifica-se entdo se houve match com alguma regido ainda
nao modelada como proteina, auxiliando assim na anotacdo do genoma (RUGGLES et al.,

2017).

Visto isso, uma area que estd em ascensdo € o estudo da expressdao da parte do genoma
de uma espécie que ¢ formada por inser¢des virais antigas e elementos de transposi¢do, e quais
os efeitos dessa expressdo (RUGGLES et al., 2017). Uma analise proteogendmica em A.
thaliana revelou que uma fragdo significante dos espectros de peptideos dessa espécie
representava proteinas produzidas por elementos de transposi¢do, que costumeiramente nao sao
incluidos no proteoma de referéncia de uma espécie (CASTELLANA et al., 2008). A expressao
proteica de TEs também foi mostrada no parasita Coccidioides posadasii, onde os autores do

estudo identificaram um TE da ordem LTR potencialmente ativo (MITCHELL et al., 2018).

Apesar da ascensao da protedomica nos ultimos anos, ela ndo ¢ tdo comum como o
sequenciamento de DNA. Desta forma ndo ha tantos dados protedmicos de mosquitos
disponiveis em bancos de dados, como hd de espécies modelo como Homo sapiens, Mus
musculos e Drosophila melanogaster (PEREZ-RIVEROL et al., 2019). Estudos de proteinas
de mosquitos focando em analises proteogenomicas sao ainda mais raros. Ha apenas um estudo
com esse enfoque em culicideos, realizado em na espécie Anopheles stephensi, onde foram
estudados 15 diferentes tecidos/6rgdos de mosquitos adultos e os estidgios de larva e pupa

(PRASAD et al., 2017).

A desvantagem dos métodos de proteogendmica ¢ o alto nimero de possiveis peptideos
no banco de dados, ja que muitas vezes ¢ realizada a predicdo de ORFs nos seis quadros abertos
de leitura (ORFs) do genoma. Esse aumento no espaco de busca leva ao aumento do tempo das
analises, além de poder reduzir o nimero de peptideos identificados, levando a necessidade de

métodos mais laboriosos para a analise de dados (LI ez al., 2016).



Figura 10: Visao geral da proteogenomica.
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Legenda: Tecnologia de larga escala de sequenciamento de DNA pode ser utilizada para montagens de novo ou
alinhamento a uma referéncia. Os dados gerados podem ser utilizados para criagdo de um banco de dados préprio
que sera utilizado para realizar o mapeamento dos espectros obtidos por meio de LC-MS/MS. Os resultados da
analise podem ser utilizados para auxiliar a anotagdo do genoma em regides anteriormente ndo anotadas,
identificar mutagdes especificas bem como novas variantes de splicing e também pode ser utilizado no campo da

metaprotedmica.
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2.8.3 Protedomica informada pela transcriptomica - PIT

Embora estudos de proteogendmica utilizando as ORFs possiveis de um organismo,
preditas a partir de sua sequéncia gendmica, tenham permitido a identificagdo de TEs expressos
em algumas espécies, o que ndo era comum ao utilizar bases do proteoma padrao, alguns autores
argumentam que muitos dados sobre TE ainda podem ser perdidos durante a analise. Essa perda
deve-se a presenca de mutagdes que podem causar diferencas significativas entre as ORFs
preditas de um genoma de referéncia de uma espécie e as ORFs reais existentes na linhagem
que sera utilizada para extracdo de proteinas. Essa diferenga de sequéncias de DNA entre duas
linhagens ¢ mais comum em regides ndo codificantes do genoma assim como nos elementos de
transposicdo, € € causada pela baixa pressao seletiva nestas regides, que permite substituicdes
nucleotidicas sem grandes danos ao hospedeiro (JOLY-LOPEZ; BUREAU, 2018;
MARINGER et al., 2017).

Uma vez que sequenciar e montar o genoma de varias linhagens da mesma espécie muitas
vezes nao € possivel, devido ao alto custo do experimento, alguns pesquisadores iniciaram o
uso de RNA-Seq seguido de montagem do transcriptoma da mesma linhagem em que sera
realizado o estudo protedmico. Isso elimina problemas relacionados a variacdo das sequéncias
de TEs entre diferentes linhagens de uma mesma espécie. Além disso, o uso do transcriptoma
¢ muito util para espécies nao modelo, que nao t€ém genoma disponivel ou em que o genoma
montado ainda ¢ muito fragmentado. Este ¢ o principal fato que distancia a PIT da
proteogendmica, a falta de necessidade de um genoma bem montado. Outra vantagem da
utilizagdo do transcriptoma como base ¢ a possibilidade de criagdo de um banco de dados tecido
especifico, uma vez que se deseje estudar o transcriptoma e o proteoma de algum tecido de um

determinado organismo (SAHA; MATTHEWS; BESSANT, 2016).

A PIT vem identificando transcritos que inicialmente ndo foram anotados, a0 mesmo
tempo em que ¢ capaz de mostrar que RNAs do organismo, que eram considerados nao
codificantes, sdo capazes de gerar proteinas funcionais. Isso ¢ uma realidade até mesmo em
organismos bem estudados e com genomas bem montados como os dos camundongos (CHOCU
et al., 2014). Uma integracdo da proteogendmica com informacgdes passadas pelo
sequenciamento do transcriptoma levou ao aumento do nimero de genes descobertos na espécie
Anopheles stephensi, assim como a revisdo de 87 transcritos anteriormente classificados como
nao codificantes, mas cujas proteinas foram detectadas por analise de LC-MS/MS (PRASAD
etal.,2017).
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Esse método tem se mostrado eficiente para estudos de expressdo de elementos de
transposi¢do. Davidson, Matthews e Maringer (2017) argumentam que a técnica de PIT abre
novas fronteiras no estudo da expressao de transposons. Isso se d& principalmente pelo fato do
genoma de referéncia muitas vezes nao refletir o mobiloma da amostra estudada. Outro fator
muito importante ¢ que, uma vez que se trata de um método de high throughput, o nimero de

proteinas identificadas é bem maior que a protedmica de TEs baseada em gel bidimensional.

2.8.4 Protedmica de novo

Um método alternativo, para a busca de similaridade entre os espectros de massa e 0o DNA
codificante do organismo, é o sequenciamento de novo de peptideos. Nesse método, analises
manuais ou computacionais sdo realizadas nos espectros derivados da LC-MS/MS. Essa
metodologia ndo era classicamente utilizada como a busca em bases de dados, pois sofreu
bastante com algumas falhas na predi¢do da sequéncia do peptideo, o que muitas vezes impedia
a obten¢do do real peptideo. Entretanto, atualmente os espectrometros de massa possuem cada
vez mais resolucao, principalmente ap6s a democratizagdo dos analisadores de massa do tipo
Orbitrap. Seguindo a mesma evolugdo, os programas de analise de novo se tornaram mais
robustos, melhorando bastante a eficdcia da predigdo da sequéncia peptidica. Atualmente,
grandes expectativas vém sendo criadas sobre essa metodologia, como uma futura “Era do

Ouro” da protedmica de novo (MUTH et al., 2018).

Mais de 25 algoritmos de sequenciamento de novo de peptideos foram publicados nos
ultimos 25 anos. Uma grande quantidade deles ¢ adequada apenas para finalidades especificas,
enquanto outros foram descontinuados. Entretanto, alguns desses softwares geram sequéncias
peptidicas com relativa confianca (MUTH; RENARD, 2018). Um exemplo é o Novor, um
algoritmo muito rapido e que usa arvores de decisdo (um tipo de metodologia de aprendizagem
de maquina) treinadas para predizer cada aminoacido corretamente num peptideo baseado em

seu espectro de MS/MS (MA, 2015).

Um estudo de benchmarking realizado com diferentes algoritmos de sequenciamento de
novo sobre diferentes datasets concluiu que esse método ainda nao pode ser, sozinho, uma
alternativa para os métodos classicos de analise em bancos de dados. Entretanto, ele pode ser
de grande auxilio em estudos proteogendmicos ou de metaprotedOmica, uma vez que esses

métodos dependem de banco de dados bastante extensos, o que causa um grande aumento no
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tempo da andlise aliado a um potencial descarte de matches positivos (KUMAR; YADAV;
DASH, 2017; MUTH; RENARD, 2018).

ApoOs o sequenciamento de novo dos peptideos, estes podem ser mapeados no banco de
dados através de algoritmos de alinhamento como o BLAST. Esse alinhamento permite a
identificagdo das proteinas que estdo expressas num determinado organismo. Alguns softwares
como o PepExplorer (LEPREVOST et al., 2014) e o SearchGui (BARSNES; VAUDEL, 2018)
sao capazes de realizar esse procedimento. O sequenciamento de novo adicionado ao
mapeamento dos peptideos em um banco de dados parece ser uma metodologia complementar
a proteogendmica/PIT para estudar a expressao de elementos de transposi¢ao. Isso pode ocorrer
uma vez que esses elementos ndo possuem uma pressao de sele¢do tdo grande quanto os genes
do hospedeiro e podem sofrer mutacdes com mais facilidade entre diversas linhagens.
Consequentemente o uso de uma base de dados construida com uma linhagem distinta de um
organismo (quando ndo ¢ possivel ter dados de RNA-Seq da mesma linhagem) pode trazer
diversas variagdes de aminoacidos unicos, prejudicando a identificacdo por algoritmos que

realizam os matches entre espectros predito e observado.



80

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar gendmica e funcionalmente os elementos de transposi¢do (TEs) presentes
em 24 espécies de Culicideos vetores de patogenos, dos géneros Anopheles, Aedes e Culex e

entender o papel desses elementos na expressao génica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Abordagem gendémica

3.2.1.1 Caracterizar a diversidade de elementos de transposi¢do presentes nos genomas de
mosquitos vetores;
3.2.1.2 Avaliar o modo de heranca dos elementos de transposi¢do nos genomas das espécies

estudadas.

3.2.2 Abordagem transcriptomica

3.2.2.1 Identificar quais TEs sdo expressos em niveis de RNA a partir de dados publicos de
RNA-Seq.

3.2.2.2 Verificar a coexpressao entre genes e TEs localizados na regido upstream do gene a fim
de identificar potenciais agdes em cis sobre a expressao génica;

3.2.2.3 Verificar a associacao de TEs e RNAs longos nao codificantes;

3.2.2.4 Analisar o padrao de expressao diferencial de TEs em mosquitos expostos a diferentes
condic¢des;

3.2.2.5 Identificar os transcritos TE potencialmente capazes de gerar proteinas de TE intactas.

3.2.3 Abordagem protedmica

3.2.3.1 Identificar quais TEs estdo sendo expressos no nivel de proteina usando conjuntos de
dados de espectrometria de massas disponiveis ao publico (espécies Ae. aegypti, An.

gambiae e An. stephensi).
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4 METODOLOGIA

Esta metodologia estd dividida em trés grandes partes. A primeira parte diz respeito a
caracterizagdo dos elementos de transposi¢do no nivel do genoma. A segunda parte aborda
métodos utilizados na analise funcional de elementos de transposi¢do em nivel de RNA. A
ultima parte foca nos métodos de analise protedmica utilizados na descoberta de TEs que estao

expressos em nivel de proteina.

4.1 CARACTERIZACAO DO MOBILOMA

4.1.1 Definicao das espécies e obtencdo do genoma

Foram caracterizados os TEs presentes nos genomas das espécies Anopheles gambiae,
An. albimanus, An. koliensis, An. dirus, An. atroparvus, An. arabiensis, An. christyi, An.
coluzzii, An. culicifacies, An. darlingi, An. epiroticus, An. farauti, An. funestus, An. maculatus,
An. melas, An. merus, An. minimus, An. punctulatus, An. quadriannulatus, An. sinensis, An.
stephensi, Culex quinquefasciatus, Aedes aegypti e Ae. albopictus. O genoma dessas espécies
foi obtido das montagens presentes nos bancos de dados do VectorBase
(https://www.vectorbase.org) e NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly) até dezembro
de 2017. Em etapas posteriores do estudo, montagens mais recentes dessas 24 espécies foram
utilizadas, a medida em que montagens de melhor qualidade foram sendo disponibilizadas.
Dados sobre os genomas das espécies estudadas, como coddigos de acesso, cobertura de

sequenciamento e origem do espécime sequenciado estdo presentes no Apéndice C.

O DNA mitocondrial (mtDNA) foi montado usando as raw reads de algumas espécies e
a versdo 1.9.1 do software Mitobin (HAHN; BACHMANN; CHEVREUX, 2013). Essas
sequéncias, juntamente com os genomas de mtDNA ja disponiveis no NCBI, foram usados para
construir uma arvore filogenética das espécies estudadas. A arvore foi construida com o método
de maxima verossimilhanga usando PhyML (GUINDON et al., 2010) com 1000 réplicas de
bootstrap, de acordo com o modelo GTR + G + I, cuja escolha foi baseada no critério de

informacdo de Akaike, no software SMS.
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4.1.2 Identificacdo dos Elementos de Transposicao através de uma metodologia de novo

Para a identifica¢ao dos TEs, inicialmente foi utilizada uma abordagem de novo, para isso
foi utilizado o TEdenovo, um pipeline® integrante do pacote REPET (FLUTRE et al., 2011),
juntamente com dados capturados pelo RepeatScout (PRICE; JONES; PEVZNER, 2005). Os
elementos repetitivos identificados por essa utima ferramenta foram passados para

processamento junto ao TEdenovo.

As montagens do genoma de todas as género Anopheles foram utilizadas como dado de
entrada do pipeline. No entanto, devido a alta densidade de TEs e ao grande tamanho do genoma
de Cx. quinquefasciatus, Ae. aegypti e Ae. albopictus, foi necessario realizar uma
subamostragem aleatoria dos contigs/scaffolds desses genomas, de forma que apenas um tergo
do genoma dessas 3 espécies foi passado como entrada ao TEdenovo. Isso ndo interfere na
identificacdo da maioria dos TEs, uma vez que eles sdo bastante distribuidos pelo genoma.
Através do uso deste pipeline, realizamos o autoalinhamento do genoma de cada espécie com
o BLASTER, para encontrar regides repetitivas. Uma pesquisa estrutural de TEs da
superfamilia LTR também foi realizada com o LTRharvest (ELLINGHAUS; KURTZ;
WILLHOEFT, 2008) (op¢ao --struct) para aumentar o nimero de TEs identificados (que seriam
perdidos devido ao baixo niimero de copias). Uma vez que essa busca por estruturas de LTR,
realizada com o LTRharvest, gera uma série de sequéncias (artefatos) que podem nao estar
relacionadas a TEs, como duplicacdes segmentares e regides de baixa complexidade, foi
executado um segundo algoritmo sobre as sequéncias preditas pelo LTRharvest, a fim de filtrar
sequéncias compostas de mais de 50% de regides de baixa complexidade. Nas sequéncias
restantes apos a aplicacao desse primeiro filtro foi executado o LTRfinder (XU; WANG, 2007),

para excluir sequéncias de LTR sem a presenga dos sitios PBS e PPT.

Na segunda etapa do pipeline, usamos os algoritmos Recon (BAO; EDDY, 2002), Piler
(EDGAR; MYERS, 2005), Grouper (QUESNEVILLE; NOUAUD; ANXOLABEHERE, 2003)
e MCL. Em seguida, os clusters foram alinhados pelo MAP (HUANG, 1994). Apds a obtengao
dos consensos, a ferramenta PASTEC foi usada para classificar os TEs. Por meio dessa
ferramenta, executamos blastx e tblastx contra a versio Repbase REPET
(RepBase20.05 REPET) e sequéncias ribossomais de mosquitos. Também realizamos uma

pesquisa em dominios usando Hmmer (EDDY, 2011) contra o banco de dados Pfam. Na ultima

3 Conjuntos de programas executados em cadeia, compondo diferentes analises.
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etapa do pipeline, foi realizada uma etapa de filtragem que eliminou potenciais familias

multigénicas dos mosquitos e regides de microssatélites.

Tendo em vista a auséncia de elementos caracterizados pelo TEdenovo ou RepeatScout
em alguns genomas, examinamos adicionalmente as raw reads de sequenciamentos gendmicos
dessas espécies usando o TEdna (ZYTNICKI; AKHUNOV; QUESNEVILLE, 2014) e o
dnaPipeTE (GOUBERT et al., 2015). Isso foi realizado para verificar se os TEs poderiam ter

sido removidos antes ou durante a etapa de montagem do genoma.

4.1.3 Identificacio de elementos transponiveis usando uma abordagem baseada em

homologia

Nesse estagio, os TEs foram identificados com base na homologia com os TEs descritos
anteriormente nos bancos de dados Repbase ¢ TEfam. Inicialmente, foi executada uma busca
utilizando blastn e tblastn nestes dois bancos de dados, de forma individual, contra o genoma
de cada espécie. Somente HSPs*(High-scoring Segment Pairs) resultantes com bit score acima
de 200 foram mantidos, de modo a excluir matches® aleatorios. Posteriormente, os HSPs
derivados do blastn e tblastn foram mesclados em um tnico arquivo para reconstruir as copias
derivadas de HSPs que correspondiam a elementos da mesma familia, espagados ndo mais que

1 kb entre si.

Todas as cdpias de elementos de transposicdo em um determinado genoma foram
agrupadas pelo algoritmo CD-HIT-est (LI; GODZIK, 2006) considerando um cutoff de 80% de
identidade e 80% de cobertura, e utilizando-se de uma estratégia de alinhamento global. As
copias de cada cluster foram entdo extraidas e alinhadas usando o algoritmo MAP, que
reconstruiu o consenso representativo de cada variante estrutural. Finalmente, um arquivo
contendo todos os consensos de TE para cada espécie foi gerado para cada um dos bancos de

dados utilizados.

4.1.4 Mapeamento de consensos e cialculo da divergéncia das familias de TEs

As sequéncias consenso derivadas do TEdenovo e da busca por homologia foram

classificadas usando trés programas diferentes: PASTEC (HOEDE et al, 2014), um

4 Um alinhamento local, sem gaps, que atinge uma das pontuagdes de alinhamento mais altas em uma
determinada busca.
> Um mapeamento perfeito entre duas cadeias de caracteres que sdo iguais.
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componente do pacote REPET; TEsorter, um programa recentemente descrito que classifica os
TEs de acordo com seus dominios proteicos conservados (ZHANG et al., 2019); e o
RepeatClassifier, um componente do RepeatModeler (FLYNN et al., 2020). Os consensos
foram entdo alinhados no genoma com o RepeatMasker, que decifrou o nimero de copias e
pares de bases cobertos por cada TE de cada genoma. Também foi extraida a distdncia Kimura
2 parametros (K2P) de cada familia TE usando os scripts auxiliares do RepeatMasker. Essa

distancia foi utilizada para estimar a datagio intragendmica® desses elementos.

Adicionalmente, foi realizada uma analise da correlacdo entre a fragcdo de transposons e
o tamanho da montagem do genoma de cada espécie estudada. Isso foi feito usando a fungao
cor() (método = "spearman") no software R. O coeficiente de correlacdo foi usado para testar a

forga da correlacao.

4.1.5 Analise de Transferéncia Horizontal

Para identificar possiveis ocorréncias de transferéncia horizontal de TEs entre as espécies
estudadas foi utilizado o pacote VHICA, no ambiente R. Este pacote compara a relagdo entre a
regressao linear derivada da taxa de substituicao sindnima (dS) e do viés de uso de codons
(codon usage bias - CUB) de genes ortdlogos, herdados verticalmente e de copia Unica, das
espécies contra a dS e CUB de elementos transponiveis. Uma transferéncia vertical é o cenario
mais provavel se o dS-CUB de um TE nao for significativamente diferente daquele dos genes
hospedeiros. Por outro lado, um desvio significativo nos valores de dS-CUB dos genes

hospedeiros indica transferéncia horizontal.

Para o uso do VHICA foram necessarias, além das sequéncias das familias de TEs de
cada espécie, 50 sequéncias de DNA de genes ortélogos de copia tnica e presentes em todos 0s
genomas. Estes genes foram identificados na base de dados do OrthoDB (KRIVENTSEVA et
al., 2007), que armazena sequéncias de aminoacidos de genes ortdlogos. O ID de cada um
desses genes foi utilizado para recuperar a sequéncia de codificacao de nucleotideos para cada

gene no VectorBase.

ApoOs a obtengdao das sequéncias dos TEs pelos métodos de novo e baseados em

homologia, foi realizada uma clusterizacdo de todos os consensos dos TEs das espécies

¢ Datagdo relativa baseada na divergéncia de cada copia de TE em rela¢do ao consenso da familia da qual ela
deriva.
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estudadas. Para isso foi utilizado o algoritmo CD-HIT-EST, com um cutoff de 80% de
identidade e 80% de cobertura, usando o parametro de refinamento (-g 1) e um alinhamento
global. Como método de validagdo, a copia que mais semelhante a cada consenso (com base no
melhor it de pontuagdo) foi extraida a partir de uma busca por Blastn de cada consenso de TE
contra o genoma das suas respectivas espécies. Isso criou um segundo conjunto de clusters com
a mesma estrutura dos clusters de consenso, usando as copias de TEs em vez do consenso de
um TE. Os clusters remanescentes na analise foram os seguintes: 1) aqueles que possuiam
sequéncias em pelo menos duas espécies; 1) aqueles em que todas as sequéncias tinham pelo
menos 600 nucleotideos; e III) aqueles que possuiam pelo menos uma sequéncia com ORF que

codifica um polipeptideo com mais de 200 aminoacidos de tamanho.

As sequéncias de cada cluster, e também de cada conjunto de ortdlogos, foram alinhadas
dentro de seus respectivos conjuntos através de alinhamento de cddons realizado pelo programa
MACSE (RANWEZ et al., 2011), tomando como referéncia (pardmetro -seq), a sequéncia
nucleotidica da maior ORF encontrada entre as sequéncias agrupadas. As demais sequéncias
foram entdo passadas para um arquivo FASTA separado no parametro -seq_Ir. Dessa forma, os
alinhamentos dos TEs assim como os alinhamentos dos genes ortdlogos foram oferecidos como
input ao pacote VHICA para a verificagdo da presenca ou auséncia de transferéncias

horizontais.

Aqueles clusters de TE cujos p-values foram menores que 0,01 em um teste estatistico
unilateral foram considerados eventos de transferéncia horizontal. Além disso, a porcentagem
do genoma envolvido em eventos de transferéncia horizontal, bem como o pardmetro K2P
(Kimura two-parameter) para cada familia TE em cada espécie, foi calculada usando o software

RepeatMasker e seus scripts auxiliares.

Para investigar se algumas das familias de TE envolvidas em eventos de transferéncia
horizontal entre as 24 espécies de mosquitos estudadas também poderiam estar envolvidas em
transferéncias horizontais para outras espécies, realizamos um blastn (-task dc-megablast) das
sequéncias desses TEs contra: Banco de dados nt do NCBI; todos os genomas de
protostomados, plantas, fungos, protistas, platelmintos, virus, Echinodermata, Hemichordata e
Chordata presentes no NCBI até de janeiro de 2019. Aqueles matches que tinham um alto grau
de identidade no nivel de nucleotideos, com mais de 80% de cobertura da sequéncia TE do
mosquito e aquelas que tinham um numero de copias superior a cinco foram consideradas

provaveis HTTs. Quando uma espécie tinha mais de uma montagem de genoma derivada de
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amostras diferentes, dispensamos a necessidade de um nimero de copias se as correspondéncias

estivessem presentes na maioria dos diferentes conjuntos de genomas dessa espécie.

O resumo da metodologia utilizada na abordagem genomica de estudo dos elementos de

transposi¢ao estd mostrado na Figura 11.

Figura 11 — Procedimento utilizado na caracterizacdo dos TEs e das HTTs ocorridas.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Legenda: Blaster, LTR-harvest, RepeatScout, Grouper, Recon e Piler sdo programas para identificacdo de TEs.
TEfam e Repbase sdo banco de dados de TEs. MAP ¢ um algoritmo de alinhamento. PASTEC é um programa de
classificacdo dos consensos de TEs. RepeatMasker € um programa que alinha sequéncias de TEs contra o genoma
das espécies a partir do uso do algoritmo RMBlast. CD-hit-est ¢ um programa utilizado aqui para remocédo de
redundancia e para formar grupos compostos pelos consensos de uma mesma familia de TE que esta presente em
multiplas espécies. ORFinder ¢ um algoritmo para predicdo de quadro abertos de leitura e foi utilizado para
predicdo de ORFs nas sequéncias de TEs. MACSE ¢é um programa de alinhamento de cddons e utilizado para
alinhar os clusters de TEs.

Orthologous
genes

4.1.6 Datando as transferéncias horizontais

A datagdo dos eventos HTT foi realizada aplicando a féormula T = k / 2r (GRAUR; LI
2000), onde T ¢ o tempo, k ¢ a taxa de substituicdo sindnima (dS) entre copias de TE de duas

espécies, e r € a taxa evolutiva dos grupos de espécies.

O primeiro passo foi entdo encontrar a taxa evolutiva dos culicideos. O célculo dessa taxa

foi realizado utilizando-se da mesma férmula usada para datar as transferéncias. Para isso
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usamos como tempo T a datacdo de fosseis de alguns ancestrais de cada grupo: Anopheles
dominicanus (ancestral da subfamilia Anophelinae, usado para calcular a taxa evolutiva de
transferéncias ocorridas dentro do género Anopheles, idade = 34 milhdes de anos)
(ZAVORTINK; POINAR, 2000), Paleoculicis minutus (ancestral da subfamilia Culicinae,
idade = 79 milhdes de anos, usado para calcular a taxa evolutiva de transferéncias ocorridas
dentro dos Culicinae) (POINAR et al., 2000) e Burmaculex antiquus (ancestral da familia
Culicidae, usado para calcular a taxa evolutiva de transferéncias que ocorrem entre o género
Anopheles e os géneros Aedes ou Culex, idade = 99 milhdes de anos) (BORKENT; GRIMALDI,
2006). O valor k foi considerado o valor central entre todos os valores de todas as dS obtidas
de cada par de espécies. Essas informagdes foram extraidas dos arquivos gerados pelo pacote
VHICA usando comparagdes par-a-par entre as espécies. Além disso, calculamos o intervalo

interquartil como a taxa de erro das estimativas da taxa de evolucao.

Usando os valores de dS para cada tdxon de mosquito a partir dos 50 genes ortélogos de
copia unica e os dados fosseis, foram identificadas as taxas evolutivas »: 17,567 x 10~} mutagdes
por milhdo de anos para transferéncias entre mosquitos da subfamilia Anophelinae, 9,205 x 103
para transferéncias entre mosquitos dentro da subfamilia Culicinae ¢ 10,006 x 102 para

transferéncias entre as subfamilias Anophelinae e Culicinae.

O passo final foi utilizar o valor de dS (calculado pelo VHICA) entre os TEs
horizontalmente transferidos entre cada par de espécies e a taxa evolutiva descoberta, para

calcular a idade das transferéncias horizontais em milhdes de anos.

4.1.7 Analise da distribuicio geografica de mosquitos vetores e relacio com as HTTs

A regido de distribuicdo de cada espécie de mosquito do género Anopheles foi extraida
das distribui¢des apresentadas por Sinka et al. (SINKA, 2013; SINKA et al., 2010a, 2010b,
2011) e a distribui¢do prevista usando o Malaria Atlas Project. Essas regides foram
consideradas habitats ancestrais desses mosquitos, uma vez que a maioria dos mosquitos
Anopheles nao sdo espécies invasoras e, portanto, se dispersam muito pouco. Consideramos as
ilhas do sudoeste do Oceano Indico como o habitat ancestral do Ae. aegypti (SOGHIGIAN et
al., 2020) e a regido leste e sudeste da Asia que se estende a India como o habitat nativo de Ae.
albopictus (BONIZZONI et al., 2013). Para avaliar se a sobreposi¢cdo e/ou proximidade da
distribuicdo das espécies de mosquitos tem algum impacto sobre a probabilidade da

transferéncia horizontal, foi realizada uma analise de correlagao ponto-bisserial usando a fungao
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biserial.cor() do software R. Essa funcdo gera um coeficiente de correlagdo bisserial (rpb), que
foi usado para medir a relagao entre uma variavel binaria (presenga ou auséncia de sobreposi¢ao
geografica) e uma variavel continua (numero de transferéncias que ocorreram entre duas

espécies de mosquitos).

4.2 ABORDAGEM TRANSCRIPTOMICA

Nessa etapa se inicia o afunilamento do trabalho, embora haja dados de genoma para as
24 espécies, o mesmo ndo ocorre para dados de transcriptoma. Logo, essa etapa foi realizada
apenas para 12 espécies: de. aegypti, Ae. albopictus, Cx. quinquefasciatus, An. gambiae, An.
coluzzii, An. arabiensis, An. merus, An. minimus, An. albimanus, An. funestus, An. dirus e An.
stephensi. Outras 12 espécies ndo possuem dados publicos de RNA-Seq ou os dados presentes
ndo sdo suficientes para suportar conclusdes. O resumo geral da abordagem transcriptomica

estd mostrado na Figura 12.

Figura 12 — Procedimento utilizado na caracteriza¢do dos TEs expressos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: A figura mostra um resumo da metodologia utilizada para avaliagdo da expressdo de TEs em nivel
transcriptomico. As formas coloridas em verde mostram as fontes de dados utilizadas. Os arquivos de anotagao
génica ¢ de IncRNAs, assim como as corridas de RNAseq, foram obtidos de bancos de dados publicos. Ja os
arquivos BAM e familias de TEs e suas anotagdes foram gerados durante a tese. Os quadrados em cinza
representam os métodos ou programas de processamento utilizados. Os circulos azuis, por outro lado, representam
os resultados finais dos processamentos realizados.

4.2.1 Anotacao dos genomas
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O passo inicial para a verificacdo da expressdo dos elementos de transposi¢ao € a criagao
de uma boa anotacdo de todas as suas copias no genoma das espécies. Neste trabalho apenas
consensos de TEs caracterizados pela metodologia de novo foram usados inicialmente para
anotar genomas de mosquitos. O primeiro passo foi remover todas as redundancias possiveis
na biblioteca TE de cada espécie. Primeiro, aplicamos a regra 80-80 para remover a redundancia
na etapa 6 do TEdenovo e removemos os elementos repetitivos sem quaisquer caracteristicas
de TE e elementos cujo consenso era quimérico. Depois disso, mapeamos cada consenso TE
contra o genoma do mosquito usando blastn (BLAST 2.2.30+) usando os seguintes pardmetros:
-task rmblastn, -dust no, -word_size 11, -soft masking false. Apenas o consenso da TE que
tinha pelo menos uma correspondéncia nos genomas foi mantido para a proxima etapa.
Posteriormente, usamos o script filter-stage-1.prl do software RepeatScout (PRICE; JONES;
PEVZNER, 2005) a fim de remover consensos de TEs formados por mais de 50% de regides
de baixa complexidade (esses consensos sdo provavelmente TEs malformados) e criar uma

biblioteca final de TE que foi usada para anotar genomas de mosquitos.

O pipeline TEannot (FLUTRE et al., 2011) foi usado para criar os arquivos de anotagdo
(formato GFF) de elementos transponiveis nos genomas das 12 espécies de mosquitos. Na etapa
2 do pipeline, apenas algoritmos Censor e BLR foram usados para mapear TEs contra o genoma
do mosquito, isso foi seguido pelo uso de um filtro estatistico na etapa 3. Também foi executado
um tblastx para anotar possiveis TEs por homologia usando sequéncias de TEs presentes no
banco de dados Repbase (etapa 6 do TEannot). No final, o "procedimento de junc¢ao longa"
(long join procedure) foi realizado e apenas as correspondéncias no genoma com comprimento
superior a 300 nt foram mantidas no arquivo de anotac¢ao gff3 (como o uso do blast contra o
Repbase poderia resultar em um maior indice de falsos positivos, apenas correspondéncias
maiores que 800 nt foram mantidas, para reduzir a possibilidade de inser¢ao de matches
aleatdrios). Um script personalizado foi usado para remover qualquer possivel anotacdo
sobreposta de elementos de transposi¢ao (mais de um TE na mesma regido) e para criar arquivos

GTF (.gft) usados para estimar a expressdo TEs no pacote TEtranscripts (JIN et al., 2015).

4.2.2 Caracterizacido dos Transcritos derivados de TEs

Para avaliar quais dos TEs caracterizados nas etapas anteriores sdo expressos em nivel de

RNA, dados publicos de RNA-Seq foram obtidos da base de dados Sequence Read Archive

(SRA) do NCBI, que armazena dados brutos de sequenciamentos de larga escala. Foram
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analisados apenas dados sequenciados na plataforma Illumina®, que foram sequenciados a
partir de paired-end reads e cuja biblioteca tenha sido construida a partir de sele¢ao por cauda

poli-A do mRNA ou por deple¢ao do RNA ribossomal (Apéndice D).

Os programas FastQC (ANDREWS, 2010) e MultiQC (EWELS et al., 2016) foram
utilizados para avaliar a qualidade das corridas de RNA-Seq antes e depois do procedimento de
trimagem. Os arquivos fastq foram entdo trimados para remoc¢do de adaptadores e reads de
baixa qualidade com o software Trimmomatic (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014), com os
seguintes parametros usados para a maioria dos experimentos: LEADING:3, TRAILING:3,
AVGQUAL:20, MAXINFO:75:0.5, MINLEN:35. O alinhador STAR (DOBIN et al., 2013),
versdo 2.7.3a, foi escolhido para mapear leituras de RNA-Seq contra genomas de mosquitos,
uma vez que permite facilmente multimapeamento durante o alinhamento. Para cada corrida de
RNA-Seq foi mantido um méaximo de 100 alinhamentos por reads (--outFilterMultimapNmax
100) para permitir a captura de reads de diferentes copias do mesmo consenso TE. O software
MultiQC foi entdo usado para avaliar a qualidade do mapeamento. Qualquer experimento em

que mais de 50% das leituras nao se alinharam ao genoma de referéncia foi excluido do estudo.

O programa TEcount (parte do pacote TEtranscripts) foi usado para estimar o nimero de
reads que mapeiam para cada gene ou TE. Este programa recebeu os arquivos .bam, um arquivo
GTF dos genes dos mosquitos e um arquivo GTF dos TEs dos mosquitos e, como resultado,
gerou uma tabela de contagem de reads mapeadas para cada estrutura (gene ou TE) em cada
experimento. As tabelas de contagem de todos os experimentos da mesma espécie de mosquito
foram concatenadas. Genes e TEs com valores de contagem muito baixos (quando a estrutura
possuia reads mapeando em menos de 10% das corridas de RNA-Seq) em todos os
experimentos foram removidos. Este procedimento foi realizado para evitar que o ruido

(mapeamento errado das reads) superestimasse o nimero de TEs expressos.

4.2.3 Avaliacdo da expressio diferencial

O programa TEtranscripts foi usado para realizar a analise de expressao diferencial de
experimentos de dominio publico de varias espécies diferentes. Foram analisados apenas
experimentos envolvendo: exposi¢do a algum tipo de estresse abidtico e exposi¢ao a infeccao
(estresse bidtico) (Quadro 4), expressdo em linhagens somaticas versus linhagens germinativas
e mosquitos masculinos versus femininos (Quadro 5). Além disso foram comparados

experimentos de mesma origem, a fim de evitar a inser¢do de viés na andlise. Para evitar
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também a inser¢do de ruido, definimos o pardmetro --minread igual a 10 e consideramos TEs

expressos diferencialmente apenas aqueles com log de fold change > | 1 |.

Quadro 4 — Experimentos de RNA-Seq de exposi¢ado a estresse abidticos e bidticos analisados

(Continua)
Espécie | Artigo de origem | Condigoes COSEX L Descrigdo do grupo
SRR1663754
Controle SRR1663769 Fémeas adultas submetidas a dias
(HUANG; SRR1663843 | longos (16 horas de luz) por 11 dias
POELCHAU; SRR1663911
ARMBRUSTER, | Criados sob | SRR1663685
2015) condi¢cdes | SRR1663687 Fémeas adultas submetidas a dias
indutoras de | SRR1663689 | curtos (8 horas de luz) por 11 dias
diapausa SRR1663697
SRR652101 Ovos C(_)mdll c(lllasf apbs a ov1p(1$1.(;ao
Controle | SRR652102 ebnfrg’(‘;‘ 08 df elmlfas p?f‘;nhalrs
SRR652103 submetidas a dias longos oras
de luz)
Crlad(.)s~sob SRR652072 Ovos com 11 dias apds a oviposigo
condigdes e derivados de fémeas parentais
. SRR652088 . .
indutoras de submetidas a dias curtos (8 horas de
. SRR652090
Aedes diapausa luz)
albopictus SRR652116 Ovos cr?m le (iilasf flrlslos a oilpncisligao
Controle | SRR652118 ¢ detlvados ce femeas parentais
SRR672801 submetidas a dias longos (16 horas
(POELCHAU et de luz)
al., 2013) Crladgs~sob SRR652091 Ovos com 21 dias apds a oviposigao
condigdes e derivados de fémeas parentais
indutoras de | SRRO32092 1 tidas a dias curtos (8 horas d
utoras de | (ppessngy | Submetidas s curtos oras de
diapausa luz)
Ovos com 40 dias apds a oviposi¢ado
Controle SRR652119 e derivados de fémeas parentais
SRR652120 submetidas a dias longos (16 horas
de luz)
Criados sob Ovos com 40 dias apds a oviposi¢do
condicdes SRR652098 e derivados de fémeas parentais
indutoras de | SRR652100 | submetidas a dias curtos (8 horas de
diapausa luz)
SRR8128633
(MACKENZIE- Controle SRR8128632 Mosquitos adultos sadios
Anopheles SRR8128635
; IMPOINVIL et - :
albimanus Mosquitos adultos que sobreviveram
al., 2019) SRR8128646 C e .
Tratado com a exposicdo a deltametrina, numa
) SRR8128631 ~
deltametrina SRR8128630 concentragdo de 12,5 pg/garrafa num
bioensaio de garrafa do CDC
SRR2094645 | Mosquitos fémeas com dois dias pds
Controle SRR2094649 | emergéncia alimentadas com sangue
Anopheles (SEAMAN et M £ tos femeas com dois dia 2 .
gambiae al., 2015) Tratado com | SRR2094651 osquItos el' cas tod 015 d1as pos
ivermectina | SRR2094657 | cmergéncia alimentadas com sangue

contendo 11.75 ng/ml de ivermectina
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Quadro 4 — Experimentos de RNA-Seq de exposigdo a estresse abidticos e bidticos analisados

(Continuagao)
Espécie | Artigo de origem | Condig¢des CO(SIEZ te Descri¢do do grupo
Controle SRR2094655 | Mosquitos fémeas com seis dias pos
Anopheles | (SEAMAN et SRR2094656 | emergéncia alimentadas com sangue
gambiae al., 2015) Tratado com | SRR2094658 MosquAlto's femeas com seis dias pos
ivermectina | SRR2094659 | cmergéncia alimentadas com sangue
contendo 11.75 ng/ml de ivermectina
Controle ggégg;gg; Larvas com 24 horas de idade criadas
SRR2932589 em dgua doce
Anopheles Expostos a | SRR2932567 Larvas com 24 horas de idade
merus salinidade | SRR2932579 | expostas a soluc¢do salina de NaCl
(20%) SRR2932591 (15.85 g/L) por 6 horas.
Expostos a | SRR2932570 Larvas com 24 horas de idade
(UYHELIJI, salinidade | SRR2932582 expostas a solu¢ao salina de NaCl
CHENG; (50%) SRR2932594 (6.34 g/L) por 6 horas.
BES$T6S)KY’ Controle Sgggggggg Larvas com 24 horas de idade criadas
SRR2932595 em dgua doce
Anovheles Expostos a | SRR2932573 Larvas com 24 horas de idade
COZ! i salinidade | SRR2932585 expostas a solucgdo salina de NaCl
(20%) SRR2932597 (15.85 g/L) por 6 horas.
Expostos a Larvas com 24 horas de idade
salinidade ggggg;g;g expostas a solucao salina de NaCl
(50%) (6.34 g/L) por 6 horas.
SRR7356171 Fémeas adultas derivadas de larvas
Conrole SRR7356172 crescidas sob condi¢des 6timas, e
cujo RNA foi 3h ap6s a alimentacgao
SRR7356173 sanguinea
Fémeas adultas derivadas de larvas
Derivado de | SRR7356183 | crescidas sob densidade populacional
estresse SRR7356184 | 10X maior que as condi¢des 6timas,
populacional | SRR7356185 e cujo RNA foi 3h apds a
;iedesti (KA%?;; al., alimentacdo sanguinea
&P SRR7356177 Fémeas adultas derivadas de larvas
Controle SRR7356178 crescidas sob condi¢des 6timas, e
SRR7356179 cujo RNA foi 18h apos a alimentagio
sanguinea
Fémeas adultas derivadas de larvas
Derivado de | SRR7356189 | crescidas sob densidade populacional
estresse SRR7356190 | 10X maior que as condigdes otimas,
populacional | SRR7356191 e cujo RNA foi 18h apds a
alimentacdo sanguinea
Controle 1 giﬁg;ggggi Intestino médio de fémeas com uma
Aedes (DONG; dia SRR5288075 semana de idade
aegyph FIEA]?IEIIZU %3{ 7) | Infectados 1 SRR5288084 | Intestino médio de fémeas com uma
’ dia SRR5288099 semana de idade e expostas a
SRR5288086 infeccdo com CHIKYV (1 dpi)
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Quadro 4 — Experimentos de RNA-Seq de exposi¢do a estresse abidticos e bidticos analisados

(Continuagao)
L . . . . Céodigo do -
Espécie | Artigo de origem | Condigoes SRA Descrigao do grupo
Controle 2 SRR5288079 Intestino médio de fémeas com uma
. SRR5288078 .
(DONG; dias semana de idade
SRR5288095
BEHURA; ; P -
FRANZ, 2017) | Infectados 2 SRR5288098 | Intestino médio de fémeas com uma
’ dias SRR5288074 semana de idade e expostas a
SRR5288076 infec¢do com CHIKV (2 dpi)
Controle 7 | SRR8921124 N . N )
dias SRR8921123 Glandulas salivares de fémeas sadias
I(rjlglcl?\c}o; SRR8921132 Glef[ndule-ls fsah\:ares de gg?legj .
. SRR892113] | ©€XPostas a infeccdo com
dias dpi)
Contr.ole 14 | SRR8921126 Glandulas salivares de fémeas sadias
dias SRR8921125
(CHOWDHURY — p ~
Infectados Glandulas salivares de fémeas
etal.,2020) DENV 14 SRR&921130 ¢ fecch DENV?2 (14
' SRR8921]29 | €Xpostas a infecedo com
dias dpi)
Controle 14 | SRR8921126 N ) " )
dias SRR8921125 Glandulas salivares de fémeas sadias
Tievie | SRREO2II2S | 7k (14
; SRR§921127 | ©XPOStas ainieceao co
dias dpi)
Controle 2 SRR5955010
Aedes dias SRR5955011 Corpo total de fémeas sadias
aegypti SRR5955012
Infectados SRR5955013 Corpo total de fémeas expostas a
ZIKV 2 dias SRR5955015 infeccdo com ZIKV (2 dpi)
SRR5955014
Controle 7 SRR5955017
dias SRR5955016 Corpo total de fémeas sadias
(ETEBARI et SRR5955018
al., 2017) Infectados SRR5955019 Corpo total de fémeas expostas a
ZIKV 7 dias SRR5955021 infeccdo com ZIKV (7 dpi)
SRR5955020
Controle 14 SRR5955023
dias SRR5955022 Corpo total de fémeas sadias
SRR5955024
Infectados | SRR5955026 Corpo total de fémeas expostas a
ZIKV 14 SRRS955025 ilrll}ec do com ZIKV ( 15 dpi)
dias SRR5955027 ¢ P
Controle 3 SRR7356171
horas SRR7356172 Corpo total de fémeas sadias
SRR7356173
(KANG et al., Infectados | SRR7356168 Corpo total de fémeas expostas a
2018) DENV 3 SRR7356169 infeccd m DENV?2 (3 hpi)
horas SRR7356170 ecea0 co P
Controle 18 SRR7356177
SRR7356178 Corpo total de fémeas sadias

horas

SRR7356179
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Quadro 4 — Experimentos de RNA-Seq de exposigao a estresse abiodticos e bidticos analisados

(Conclusao)
- Artigo de . Cadigo do -
Espécie St Condigoes SRA Descri¢ao do grupo
(KANG et al., Infectados | SRR7356174 Corpo total de fémeas expostas a
2018) DENV 3 SRR7356175 infeccdo com DENV?2 (18 hpi)
horas SRR7356176 ¢ P
SRR1061170 , . .
Con(tlrigle 1 SRR1061168 Torax de fe;;l(elsil;s(leerpool)
SRR1061169
Infectados | SRR1060807 Toérax de fémeas (Liverpool)
B. malayi 1 | SRR1060808 | infectadas com Brugia malayi (1
dia SRR 1060996 dpi)
SRR1061196 , . .
Cor(lit'role 3 SRR1061197 Torax de femzz}s (Liverpool)
148 SRR1061198 sadias
Aedes Infectados | SRR1060839 Toérax de fémeas (Liverpool)
aegypti B. malayi3 | SRR1060848 | infectadas com Brugia malayi (3
(CHOl et al., dias SRR1061020 dpi)
2014) SRR1061224 , . )
Corétirole 5 SRR1061225 Toérax de femz?s (Liverpool)
as SRR1061226 sadias
Infectados | SRR1060869 Torax de fémeas (Liverpool)
B. malayi 5 | SRR1060867 | infectadas com Brugia malayi (5
dias SRR1061049 dpi)
SRR1061252 , . .
Cor(lit.role 7 SRR1061254 Torax de femzz}s (Liverpool)
148 SRR1061253 sadias
Infectados | SRR1060895 Toérax de fémeas (Liverpool)
B. malayi 7 | SRR1060893 | infectadas com Brugia malayi (7
dias SRR1061075 dpi)

Fonte: Elaborado pelo autor

4.2.4 Verificacao da coexpressao entre TEs e genes

Para verificar possiveis efeitos cis regulatorios dos elementos de transposicao sobre genes

proximos foi utilizado o pacote TEffectR (KARAKULAH et al., 2019), que é executado no

ambiente R. Para isso, os arquivos GTF de anotagdo dos genes e TEs foram transformados nos

formatos de arquivo exigidos pelo pipeline. Os arquivos .bam de mapeamento das reads de

RNA-Seq gerados nas etapas anteriores também foram passados ao pipeline, que aplica uma

série de métricas para inferir, normalizar e transformar os dados de expressdo génica, € em

seguida aplicar uma analise de regressao para verificar se duplas de genes e TEs se coexpressam

significativamente ao longo de diversas corridas de RNA-Seq.
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Quadro 5 — Experimentos de RNA-Seq de em linhagens somaticas e germinativas dos

mosquitos (Continua)

Espécie Amgo & Tipo de amostra Codigo do SRA
origem
Carcaca de fémeas SRR4104312; SRR4104313;
SRR4104314
Ovirios SRR4104319; SRR4104340;
Anopheles SRR4104341
albimanus Carcaca de machos SRR4104309; SRR4104310;
SRR4104311
Testiculos e SRR4104316; SRR4104317;
glandulas acessorias SRR4104318
Carcaca de fémeas SRR1805328; SRR1805349;
SRR1805330
Ovérios SRR1805332; SRR1805341;
Anopheles SRR1805334
gambiae Carcaga de machos SRR1805322; SRR1805324;
SRR1805343
Testiculos e SRR1805326; SRR1805345;
(PAPA et al., | glandulas acessorias SRR1805347
2017) Carcaca de fémeas SRR4104315; SRR4104342;
SRR4104343
Ovérios SRR4104218; SRR4104219;
Anopheles SRR4104347
arabiensis Carcaca de machos SRR4104216; SRR4104217;
SRR4104276
Testiculos e SRR4104344; SRR4104345;
glandulas acessorias SRR4104346
Carcaca de fémeas SRR4104225; SRR4104223;
SRR4104224
Ovirios SRR4104279; SRR4104278;
Anopheles SRR4104308
minimus Carcaca de machos SRR4104221; SRR4104222;
SRR4104220
Testiculos e SRR4104247; SRR4104246;
glandulas acessorias SRR4104277
Carcaga de machos SRR1587094; SRR1587095;
Anopheles SRR1587096; SRR1587097
coluzzii Testiculos SRR1587089; SRR1586022;
(CASSONE et SRR1587087; SRR1587088
al.,2017) Carcaga de machos SRR1587098; SRR1587099;
Anopheles SRR1587100; SRR1587101
merus Testiculos SRR1587090; SRR1587091;
SRR1587092; SRR1587093
Carcaca de fémeas SRR6311360; SRR6311357;
Aedes (MATTHEWS SRR6311358
aegypti etal.,2018) Ovrios SRR6311330; SRR6311331;
SRR6311393
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Quadro 5 — Experimentos de RNA-Seq de em linhagens somaticas e germinativas dos

mosquitos (Conclusao)

Artigo de

Espécie .
origem

Tipo de amostra Codigo do SRA
SRR6311355; SRR6311356;

Carcaga de machos

Aedes (MATTHEWS SRR6311353
aegypti etal.,2018) Testiculos SRR63 1811%266,3?11{59613 11395;

Fonte: Elaborado pelo Autor

A fim de aumentar a quantidade de informacao de expressao génica de cada espécie, e
dessa forma potencializar a analise de regressdo linear, foram utilizados dados de diversos
experimentos para cada espécie. Como o uso de dois ou mais experimentos conduzidos por
pessoas diferentes, em locais diferentes ou utilizando equipamentos diferentes pode inserir
ruido na andlise de expressdo, foi necessaria a utilizacdo de uma abordagem para corregao
desses ruidos. Esses efeitos indesejados, conhecidos como batch effects, ja sao conhecidos e
tratados na meta-analise de dados de Microarrays e RNA-Seq através de algumas metodologias

estatisticas de correcao como o ComBat (JOHNSON; LI; RABINOVIC, 2007).

Uma vez que a construcdo das matrizes de expressao das copias dos TEs proximas a genes
¢ realizada dentro de umas das fung¢des do pacote TEffetcR, a correcdo para remog¢ao dos Batch
effects deve ser feita enquanto a funcdo estd em execugdo. Dessa forma foi necessaria a
alteracdo do codigo em R do programa original para inserir a op¢do de correcao dos Batch
effects. Como isso deve ser realizado no R, foi utilizada a fungdo ComBat do pacote estatistico
SVA (Surrogate Variable Analysis - versao 3.32.1) (LEEK et al., 2012, 2019; LEEK;
STOREY, 2007) disponibilizado no Bioconductor (GENTLEMAN et al., 2004). Os trechos

alterados/adicionados na funcao apply Im estdo descritos na Figura 13.

Figura 13 — Funcao modificada no codigo do programa TEffectR para lidar com batch effects.

1 apply_lm_modified<-function(gene.annotation, gene.counts, repeat.counts, batch_effects=NULL,
2~ covariates=NULL, prefix){

3»  #E##EHHE bloco ndo modificado

23 v #EHEEHEE Ajuste dos batch effects com ComBat ######

24~  if(l!is.null(batch_effects)){

25 batch = batch_effects$Study

26 v$E = ComBat(dat=v$E, batch=batch)

27 }

28»  #EHEH#HE bloco ndo modificado

88 }

Fonte — Elaborado pelo autor.

Neste trecho de codigo, uma matriz da expressao dos genes e TEs, ja normalizada através

de CPM e cujos dados encontram-se em escala logaritmica, ¢ passada para a fungdo ComBat,
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que também recebe como argumento, um arquivo contendo os possiveis batch effects. Neste
estudo os grupos de batch (lote) foram definidos como os codigos identificadores de cada
experimento de RNA-Seq obtidos do SRA, ou seja, cada amostra de um estudo foi colocada
num mesmo lote, amostras de estudos diferentes estdo em diferentes lotes, como ja realizado

em estudos anteriores (VANDENBON, 2022).

Para a analise foram avaliados os potenciais efeitos cis-regulatérios dos TEs. Dessa forma
foram avaliadas inser¢des de TEs localizados até 10kb upstream da regido de inicio de um gene
e que se localizavam na mesma fita deste, ou seja, sdo transcritos no mesmo sentido do gene.
Para reduzir ao maximo o nimero de inferéncias inadequadas, foram consideradas relagdes
significativas apenas aquelas cujo p-value foi menor que 0,01 e cujo coeficiente de correlagdo
(R) foi maior que 0,5. O R pode variar entre -1 e +1, onde os extremos indicam forte correlagao
e o valor central (0) nenhuma relagdo linear entre as varidveis. Com base em padrdes ja
estabelecidos sobre analise de correlagdo, relagdes linecares com R > 0,9 foram consideradas
muito fortes, com 0,9 < R > 0,7 foram consideradas fortes, com 0,7 < R > 0,5 foram
consideradas moderadas e com R < 0,5 foram consideradas fracas ou muito fracas (MUKAKA,

2012). Este ultimo grupo ndo foi reportado neste trabalho.

A fim de descobrir vias potencialmente sobre influéncia dos TEs, as proteinas dos genes
que apresentaram coexpressoes significativas com TEs foram utilizadas para construir redes de
interacdo usando o banco de dados STRING (SZKLARCZYK et al., 2021). Para isso, os
primeiros interagentes de cada proteina foram extraidos. A lista de proteinas e seus interagentes
foi entdo passada como entrada para constru¢do de uma rede unica no STRING. A rede
construida levou em considerag¢do interacdes fisicas e funcionais entre as proteinas. Foram
consideradas significativas as interacdes com score maior que 0,5. Nestas redes, foram
realizadas andlises de agrupamentos utilizando o algoritmo de k-means com o numero de
clusters igual ao nimero de genes influenciados por TEs numa determinada espécie. Para cada

cluster foi realizada uma anélise de enriquecimento de GO e vias KEGG.

Redes de interagdo fisica proteina-proteina, contendo todo o proteoma de uma espécie,
também foram extraidas do STRING para cada uma das espécies de mosquito onde a detecg¢ao
de genes e TEs coexpressos foi positiva. Para isso, os codigos de identifica¢do das proteinas
que compdem o proteoma das espécies foram extraidos do UniProt proteomes (BATEMAN et
al.,2021) e passados ao STRING, sendo consideradas significativas interagdes com score maior

que 0,7. A rede resultante foi passada ao Cytoscape (SHANNON et al., 2003) para o célculo
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das proteinas que se comportam como subs (ndés com maior influéncia e relevancia nas redes).
Para isso, foram utilizadas duas métricas de centralidade dos no6s, com o objetivo de verificar
se os TEs influenciam a expressdo de algum gene que se comporta como Aub. Uma das métricas
¢ classicamente utilizada nos estudos das redes e a outra foi escolhida por mostrar o melhor
resultado na defini¢do dos Aubs em redes de interacdo proteina-proteina (ASHTIANI et al.,

2018) ;

a) Degree centrality: Mede a quantidade de conexdes que ¢ realizada por cada no;

b) Closeness centrality: mede a rapidez com que as informagdes podem fluir de/para um
n6 para/de todos os outros nos na rede, ou seja, ¢ uma forma de identificar os nés que
propagam informagodes de forma mais eficiente na rede. Calculada como o inverso da
soma do comprimento dos caminhos mais curtos entre o n6 e todos os outros nds no

grafo;

4.2.5 Reconstrucio de transcritos derivados de TEs

Para recuperar a sequéncia nucleotidica de quaisquer transcri¢des potenciais derivadas de
elementos transponiveis, os arquivos BAM de cada espécie foram submetidos ao software de
montagem Trinity (versdo: Trinity-v2.12.0) (GRABHERR et al., 2011). O Trinity guiado pelo
genoma (genome-guided Trinity Assembly) foi escolhido para reduzir a chance de montagem
artefatos e para evitar que o transcrito de TE obtido fosse na verdade um consenso de diversos
transcritos derivados de coOpias similares, como ocorreu em artigos que utilizaram uma
montagem de Trinity sem nenhuma referéncia (VENDRELL-MIR et al., 2020). Outra forma
de obter constru¢des mais confiaveis foi usar corridas de RNA-Seq da mesma linhagem
utilizada para constru¢do do genoma de referéncia de cada espécie. Para homogeneizar a
descoberta de transcritos derivados de TEs, apenas experimentos realizados com mosquitos
adultos foram usados na montagem. Para avaliar a integridade da montagem, executamos o
BUSCO (SIMAO et al., 2015) (versdo 3.1.0) para cada transcriptoma montado, usando o banco
de dados Diptera. Transcritos derivados de TEs foram descobertos mapeando-se os transcritos
montados contra os consensos de TE de cada espécie de mosquito (utilizando blastn) e contra

a base de proteinas de TEs do Repbase (utilizando blastx).

A fim de recuperar TEs expressos com potencial codificante para proteinas, foi usado o
TransDecoder (-m 200) a fim de predizer os quadros de leitura aberta (Open Reading Frames -

ORFs) para cada transcricdo derivada de TE. Para evitar a predi¢do de ORFs espurias em
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detrimento das ORFs corretas de um TE, ou seu local de inicio incorreto, incluimos pesquisas
de homologia como critérios de retengdo de ORF. Um mapeamento de blastn foi realizado
contra um banco de dados que consiste em sequéncias de proteinas de elementos transponiveis
disponiveis em Repbase (RepBase20.05 - 24195 proteinas), além de sequéncias de proteinas
TE (3145 proteinas) disponiveis em UniProt SwissProt (BATEMAN et al., 2021). Além disso,
realizamos uma pesquisa de perfis usando HMMER 3.1 (EDDY, 2011) para identificar
dominios de proteinas dentro das ORFs, wusando o Dbanco de dados
ProfilesBankForREPET Pfam27.0 GypsyDB.hmm (disponivel em:
https://urgi.versailles.inra.fr/Tools/REPET), que inclui os modelos ocultos de Markov

depositados no Pfam (MISTRY et al., 2021) e GypsyDB (LLORENS et al., 2011).

4.2.6 Avaliacao da sobreposicio de TEs e RNAs mensageiros

Alguns TEs podem se sobrepor aos genes dos hospedeiros e assim podem influenciar sua
expressdo. O software GffCompare, um programa do GFF Utilities (PERTEA; PERTEA,
2020), foi usado para comparar a anotagdo de referéncia da regido de codificacdo de cada
mosquito estudado (como opgao de referéncia) e o arquivo GTF de anotagao TE (como guery).
Isso estimou a propor¢do de TEs em regides intergénicas e intrOnicas assim como com

sobreposi¢do a éxons.

4.2.7 Avaliacao da sobreposicio de TEs e RNAs longos nao-codificantes

A fim de investigar o papel dos TEs na biogénese do IncRNAs das espécies foram
utilizadas as espécies Ae. albopictus e Cx. quinquefasciatus, uma vez que apenas nelas ha
caracterizagdes sistematicas dos IncRNAs em montagens de genoma de alta qualidade
(GCF_006496715.1 e GCF_015732765.1, respectivamente). A Figura 14 mostra todo o fluxo
de trabalho de andlise. Os arquivos de anotagdo TE foram gerados usando o pipeline TEannot
(FLUTRE et al., 2011) com parametros personalizados. Apenas copias TE anotadas maiores
que 200 nucleotideos foram mantidas, uma vez que esse ¢ o tamanho minimo de um IncRNA.
Além disso, diminuir o tamanho da copia TE aumentaria a chance de correspondéncias espurias

ou atribuicdes incorretas de superfamilia.

Em seguida, o conjunto de anotagdes de IncRNAs disponiveis do Ae. albopictus RefSeq

GCF_006496715.1 foram obtidas e combinadas com o conjunto de dados de IncRNAs anotado
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por Azlan et al. (2021) para gerar as coordenadas de IncRNAs desta espécie. O conjunto de
dados de anotagdo de Cx. quinquefasciatus RefSeq VPISU Cqui (GCF_015732765.1) foi
usado como fonte de IncRNA. Também foi utilizado o conjunto de dados de IncRNA anotado
por Azlan et al. (2020) para comparar entre a versao de montagem atual e anterior (Cpip2). Por
fim, o software GffCompare (PERTEA; PERTEA, 2020) foi utilizado para encontrar o tipo de

sobreposi¢ao entre os TEs e os IncRNAs em ambas as espécies.

Figura 14 — Passo a passo da avaliagdo do envolvimento dos TEs e IncRNAs.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Posteriormente foi avaliado se a sobreposicao entre genes de IncRNAs e TEs ocorre com
maior frequéncia em introns ou éxons de IncRNAs. Também foi executada uma analise de
enriquecimento usando o pacote clusterProfiler (YU et al., 2012), versao 3.10.1, para verificar
se os TEs envolvidos com IncRNAs sdo igualmente distribuidos entre os diversos tipos de TEs

ou se ha a selec@o de algumas superfamilias especificas.

Para avaliar se existem padroes de idade distintos de copias TE coocorrendo ou ndo com
éxons de IncRNAs, a divergéncia de cada copia TE que se sobrepde com os IncRNAs ¢ a
divergéncia de cada copia TE que ndo se sobrepde com IncRNAs foram estimadas em relagao
ao seu respectivo consenso de TE (familia), usando blastn. A divergéncia de cada copia TE para
a respectiva sequéncia de consenso da familia TE representa a idade relativa de cada copia
desde sua separagdo do elemento ancestral, a sequéncia de consenso da familia TE. Ou seja,
copias TE mais jovens tiveram menos tempo para acumular mutagdes desde sua separacao do
TE ancestral e apresentam menor divergéncia ao consenso, enquanto copias TE mais antigas
tiveram mais tempo para acumular mutagdes e sdo caracterizadas por maior divergéncia ao
consenso. Um teste de Wilcoxon Rank Sum (wilcox.test em R) foi usado para comparar a

divergéncia das copias entre os dois conjuntos de dados.

4.3 ABORDAGEM PROTEOMICA

4.3.1 Definicao das espécies e obtencao dos espectros de massas

Para a identificagdo de elementos de transposicdo que ainda sdo capazes de gerar
proteinas no hospedeiro, experimentos de espectrometria de massa foram analisados. Uma
busca foi realizada no banco de dados de identifica¢des protedmicas (PEREZ-RIVEROL et al.,
2019) (PRIDE - https://www.ebi.ac.uk/pride/) para recuperar experimentos de espectrometria
de massa para todas as 12 espécies estudadas. Destas, apenas trés espécies (Quadro 6), An.
gambiae, An. stephensi e Ae. aegypti, apresentaram dados satisfatorios (dados de experimentos
de espectrometria de massa in tfandem — LC-MS/MS, experimentos bem descritos e com
mosquitos adultos como amostra).

Os arquivos .raw de cada experimento foram baixados do PRIDE e convertidos
localmente para o formato .mzML usando ThermoRawFileParser (op¢ao Peak Picking
definida) (HULSTAERT et al.,, 2020) integrado na interface SearchGUI (BARSNES;
VAUDEL, 2018).
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Quadro 6 — Dados dos experimentos utilizados para andlise protedmica de elementos de

transposi¢ao neste trabalho.

Espécies| Codigo do | Referéncia Tecido Modificagdes
PRIDE

Ae. PXD002468 | (DHAWAN |Glandula |Carbamidometilacio de cisteina (fixa);

aegypti etal,2017) |salivar oxida¢do da metionina (variavel)

Ae. PXDO010293 | (DEGNER et| Sémen Carbamidometilacdo de cisteina (fixa);

aegypti al., 2019) oxida¢dao de metionina e desamidacdo de
glutamina e asparagina (variavel)

Ae. PXD022665|(MARTINS |Cabeca Carbamidometilagdo de cisteina (fixa);

aegypti etal,2021) iTRAQ 4-plex (Tyr, Lys e peptideo N-
terminal), fosfato (Ser, Thr e Tyr) e
oxidacdo de metionina (varidvel)

Ae. PXD003799|(MARINGER|Linhagem |Carbamidometilacdo de cisteina (fixa);

aegypti etal.,2017) |celular oxidacdo da metionina e acetilagdo

Aag? proteica N-terminal (variavel)

An. PXD000630|(DWIVEDI et| Cérebro Carbamidometilagdo de cisteina (fixa);

gambiae al.,2014) oxidagcdo da metionina e acetilagdo
proteica N-terminal (varidvel)

An. PXDO016300{(ZOURE et|Corpo Carbamidometilagdo de cisteina (fixa);

gambiae al., 2020) inteiro oxidacdo da metionina (varidvel)

An. PXDO001128|(PRASAD et|Multiplos |Carbamidometilacdo de cisteina (fixa);

stephensi al.,2017) tecidos oxidacdo da metionina e acetilacdo
proteica N-terminal (variavel)

Fonte: Elaborado pelo autor

4.3.2 Analise dos dados proteémicos

Os resultados das corridas de espectrometria de massa foram analisados utilizando-se a
técnica de protedmica informada pela transcriptomica (Proteomics informed by transcriptomics
— PIT), que utiliza sequéncias proteicas preditas diretamente do transcriptoma montado, e
utilizando-se também de conjunto das proteinas de TEs preditas diretamente do genoma. Dessa
forma, um banco de dados diferente para cada espécie foi construido abrangendo: 243 proteinas
contaminantes comuns, o conjunto de dados de proteinas de TE previsto pelo Transdecoder
tanto no transcriptoma montado pelo Trinity quanto no genoma, e o proteoma de referéncia
daquela espécie (derivado do UniProt). Para a constru¢do do conjunto de dados de proteinas
TEs uma série de passos foi realizada: em primeiro lugar, proteinas de TE completas foram
separadas das proteinas TE truncadas. Depois, a redundancia em ambos os subconjuntos foi
removida usando o programa cd-hit (pardmetros: -c 0.98 -G 1) (LI; GODZIK, 2006).

Posteriormente, as proteinas do subconjunto de proteinas truncadas com alta similaridade (>
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99%) com as proteinas do subconjunto completo foram removidas usando cd-hit-2d, isso
mantém apenas uma isoforma para cada TE, de preferéncia a isoforma mais completa e que
contém mais informacao para a etapa de mapeamento. Finalmente, os dois subconjuntos foram
unidos para construir o conjunto de dados de proteinas de TEs de cada espécie. O resumo das

etapas da andlise protedmica esta mostrado na figura 15.

Figura 15 — Fluxograma da andlise de dados protedmicos.

Al PRIDE
Corridas de

Espectrometria
de massas

Analise dos espectros
ORFs de TEs no
genoma X!Tandem Comet TIDE

MSAmanda ~ OMSSA  MSGF+ @ sSea rCthi
ORFs de TEs no

i MetaMorpheus DirecTag Novor
transcriptoma
v
Combinagéo e 7 )
validagdo dos \qm/\\
Proteoma resultados ——
predito A peptide-shaker

Proteinas de

TEs expressas

Fonte: Elaborado pelo autor.

As analises protedmicas foram conduzidas no SearchGUI utilizando a abordagem farget-
decoy e testando diferentes ferramentas de busca para cada experimento: X! TANDEM
(CRAIG; BEAVIS, 2004), MS Amanda (DORFER et al., 2014), MS-GF + (KIM; PEVZNER,
2014), Comet (ENG; JAHAN; HOOPMANN, 2013) ¢ Tide (DIAMENT; NOBLE, 2011). A
base decoy utilizada foi criada a partir das sequéncias reversas das sequéncias de aminoacidos
das proteinas reais dos mosquitos. Esse software também nos permitiu executar uma analise de

novo dos peptideos a partir da utilizacao do programa Novor (MA, 2015).

As andlises dos espectros foram realizadas com especificidade de clivagem de
enzimatica; Enzima: Tripsina; Carga do precursor: 2-4; e peptide mass tolerance, fragment ion
mass tolerance, o nimero maximo de clivagens perdidas, modificagdes fixas e varidveis de
acordo com os métodos descritos nos manuscritos originais dos experimentos. Foi utilizada

uma FDR (false discovery rate) em nivel de proteina de 0,01, definida como o ponto de corte
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para as identificagdes. Os resultados de diferentes mecanismos de pesquisa foram combinados
usando PeptideShaker (Vaudel et al. 2015). Uma combinagao especifica de motores de busca
foi escolhida entre aquelas que aumentam o nimero de grupos de proteinas e proteinas TE

identificadas e minimizam a PEP resolution (resolucdo de probabilidade de erro posterior).
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5 CONSIDERACOES ETICAS

Esta tese teve como objetivo principal caracterizar os elementos de transposicao presentes
nos Culicideos, assim como verificar seu padrdo de expressdo e possiveis implicagcdes
funcionais. Toda a metodologia foi realizada através de métodos de andlise computacional de
dados publicos referentes aos mosquitos presentes em diversas bases de dados. Portanto, nao
foram utilizados animais de experimentagdo nem material biologico oriundo de seres humanos.
Desta forma este trabalho nio necessita de parecer da Comissio de Etica em Pesquisas, nem da

Comissio de Etica no Uso de Animais do IAM/FIOCRUZ.
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6 RESULTADOS

Nesta se¢do sdo mostrados primeiramente os resultados da andlise gendmica dos
elementos de transposicdo com a recaracterizacdo do conteudo de TEs dos mosquitos e
avaliacdo da ocorréncia de transferéncia horizontal desses TEs dentro e fora da familia
Culicidae. Como resultado, centenas de transferéncias horizontais de TEs que ocorreram nos
ultimos 30 milhdes de anos e que contribuiram significativamente para a expansdo gendmica
dos genomas de mosquitos foram encontradas. Alguns desses TEs transferidos horizontalmente
estdo envolvidos em HTTs com espécies distantes de outros Filos. Também foi encontrada uma
espécie de vetor, o nematoide Wuchereria bancrofti, que facilitou a disseminacao horizontal de
um TE especifico entre os mosquitos. Esses dados trouxeram uma contribui¢do substancial para

a compreensao do fenomeno HTT e seu impacto nos genomas dos hospedeiros.

Posteriormente sdo mostrados os resultados da analise funcional dos TEs, onde foi visto
que grande parte das familias de TEs sdo expressas, com presenca de alguns transcritos de TEs
potencialmente integros e completos, com presenca de proteinas de TEs expressas nos
mosquitos. Foi observado, no entanto, que muitos dos transcritos ndo possuem muito potencial
codificante e parecem ser IncRNAs. A contribui¢do dos TEs para a biogénese do IncRNA em
Aedes albopictus e Culex quinquefasciatus foi entdo investigada. Observou-se que uma grande
fracdo (cerca de 40-52%) dos loci de IncRNA coocorre com loci de TEs em ambas as espécies.
A maioria das associagdes IncRNA/TE sdo representadas por sequéncias derivadas de TE que
sdo expressas como um ou todos os éxons de IncRNAs, incluindo cinco IncRNAs que parecem
influenciar genes relacionados ao sistema imunologico envolvidos na resposta antiviral. Em
suma, os resultados indicam que elementos transponiveis contribuem substancialmente para a

biogénese de IncRNAs e em escala bem menor para producdo de proteinas nos mosquitos.

6.1 RESULTADOS DA ANALISE GENOMICA

Nesta secdo estdo descritos os resultados dos diversos experimentos realizados utilizando

como base a sequéncia gendmica dos mosquitos.

6.1.1 O conteudo de TE ¢ altamente variavel entre as diferentes espécies de mosquitos

Foi realizada uma recaracterizagdo de TEs em 24 genomas de mosquito disponiveis

usando uma abordagem de novo e baseada em homologia. Para a primeira, foi utilizado o
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pipeline TEdenovo (parte do pacote REPET), enquanto para o ultimo foi aplicado o método
baseado em homologia com dois bancos de dados TE diferentes, Repbase ¢ TEfam. Todas as
sequéncias resultantes foram classificadas por trés programas diferentes, PASTEC,
RepeatClassifier e TEsorter. Uma varia¢do substancial foi detectada no contetido de TE de
varias espécies, por exemplo, An. gambiae - a espécie de mosquito mais extensivamente
estudada e que tem o maior nimero de TEs caracterizados armazenados em bancos de dados
apresentou um contetido de TE de 20,23% pelo TEdenovo, 14,94% por pesquisa de homologia
contra Repbase e 13,35% contra TEfam (Fig. 16A). A discrepancia entre os trés métodos € mais
evidente em uma das espécies menos estudadas, An. darlingi. Uma diferenca de 10 vezes foi

observada entre TEdenovo (1,97%) e pesquisa baseada em homologia contra Repbase (0,19%).

Figura 16 — Elementos transponiveis dos mosquitos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: (A) Uma inferéncia filogenética baseada na méaxima verossimilhanga, com suporte de bootstrap sobre
0s nos, relatando a propor¢ao do tamanho do genoma ocupado por elementos transponiveis; os valores das letras
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azuis perto do suporte de bootstrap representam o tempo de divergéncia médio obtidas no TimeTree (KUMAR et
al., 2017) entre as espécies, as barras horizontais coloridas representam a propor¢do de TEs caracterizados por
métodos diferentes. (B) Analise de correlagdo dos tamanhos do genoma do mosquito ¢ fracdo TE. No complexo
de espécies An. gambiae elementos ndo-TE contribuem mais para o tamanho do genoma do que em outros
Anophelinae (C). As abreviagdes das espécies de quatro letras seguem a Tabela 1.

O complexo An. gambiae, que contém oito espécies africanas (BARRON et al., 2019),
seis das quais foram analisadas aqui — An. gambiae, An. coluzzii, An. arabiensis, An.
quadriannulatus, An. melas e An. merus — mostrou a maior propor¢ao de genoma coberto por
elementos moveis entre todas as espécies de Anopheles investigadas. No outro extremo, os
mosquitos da Nova Guiné, An. farauti, An. punctulatus e An. koliensis apresentaram um teor de
TE muito baixo, entre 0,13% e 1,57%, considerando as estimativas mais altas para todas as
metodologias. Uma vez que, nem a pesquisa baseada em homologia, nem a abordagem de novo
identificou um conteudo de TE maior do que 1% nas duas Ultimas espécies, tentamos outros
métodos de caracterizagdo de TE usando diretamente as reads de sequenciamento para verificar
se essas estimativas podem ter sido influenciadas pelas etapas de remocao de TE durante a
montagem original do genoma. O software Tedna encontrou muitas sequéncias repetitivas,
porém poucas delas sdo elementos transponiveis. Por outro lado, as trés espécies de mosquitos
da subfamilia Culicinae (de. aegypti, Ae. albopictus e Culex quinquefasciatus) tém um
contetido de TE muito maior do que as espécies de Anophelinae, variando em cerca de 44% a

mais de 50% em Ae. albopictus e Ae. aegypti respectivamente.

Para gerar um conjunto de dados final dos TEs recuperados usando cada metodologia,
foram utilizados todos os TEs recuperados pelas trés abordagens diferentes. Esse conjunto foi
utilizado como base para alinhamentos usando o RepeatMasker, que estimou a propor¢ao final

de TEs em cada genoma (Fig. 17).

O conteudo final de TE obtido a partir do mascaramento de todos os TEs recuperados foi
usado para avaliar se o tamanho do genoma do mosquito se correlaciona com o conteudo do
mobiloma. A analise indicou uma forte correlagdo positiva (R = 0,92) entre o conteudo de TE
e o tamanho do genoma dos mosquitos (Fig. 16B). Olhando apenas para as espécies de
Anopheles, existem dois padrdes, espécies do complexo An. gambiae tem um tamanho de
genoma maior para um contetido semelhante de TE em comparacdo com outros mosquitos
Anophelinae (Fig. 16C), sugerindo que TEs e sequéncias ndo-TE desempenham um papel
importante no tamanho do genoma no complexo An. gambiae. Outros fendmenos na escala
gendmica, como duplicagdo segmentar e/ou expansdo do contetido repetitivo nao relacionado a

TEs, como satélites e expansdo da familia de genes de multiplas copias, também podem ter
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contribuido para a expansdo do genoma, enquanto a expansao conduzida por TE tem um papel

mais significativo no tamanho do genoma das espécies restantes de Anopheles.

Figura 17 — Fragdo do genoma ocupada por TEs, considerando sequéncias caracterizadas por

ambos os métodos, de novo e baseado em homologia
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Fonte: Elaborado pelo autor.

6.1.2 Diversas superfamilias TE sdo encontradas nos mosquitos

Pelo menos 24 superfamilias de TEs foram encontradas nos genomas dos mosquitos (Fig.
18). Esse mobiloma diverso compreende a maioria das ordens de elementos de transposi¢ao
estabelecidas por Wicker ef al. (2007) e algumas superfamilias que nao haviam sido descritas
na época. Superfamilias LTR, como Copia, Gypsy e Bel-Pao, sdo onipresentes nos genomas de
mosquitos, respondendo por pelo menos 6% do genoma de Ae. aegypti e 4,3% de An. gambiae.
Os elementos LINE sdo abundantes na maioria das espécies, representando 14,5% do genoma
de Ae. aegypti, 15,7% de Ae. albopictus e 6,2% de Cx. quinquefasciatus. RTE e Jockey sdo as
superfamilias mais abundantes nos genomas dos mosquitos e ambas pertencem a ordem LINE.
Doze diferentes superfamilias TIR estdo bem representadas em mosquitos. Como esperado,
Tcl-Mariner, a superfamilia de TEs mais difundida entre os artropodes, esta presente em todas
as espécies de mosquitos, mesmo naquelas com baixo teor de TE. Elementos TIR nao

auténomos, como provaveis MITEs, e SINEs, também estdo presentes na maioria das espécies.
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Figura 18 — Propor¢do de cada superfamilia TE nos genomas de mosquitos.

Tree scale: 0.1 ——
An gambiae I i [ | 11l [l |
An coluzzii B [ | | | N | 1
An arabiensis [ | [ | | [ 1 1
An quadriannulatus [ [ ] | | I | 1
An melas ] ] | ] 1
An merus [ ] [ | | | [ 1
An christyi [] ] |
An epiroticus [ ] ] | |
An stephensi [ ] |
An maculatus ] [ | |
An funestus 1 ]
An culicifacies ] | |
An minimus 1 | |
An dirus [] [ | ]
An farauti | ]
An punctulatus | [
An koliensis
An atroparvus | | |
An sinensis [ ] | il
An darlingi 1
An albimanus | | ]
Cu quinquefasciatus il |
Ae albopictus I B (L]
Ae aegypti [ | | [
& £ & ¢ & b
& & @ f $ <

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Cada barra colorida representa a propor¢do de cada superfamilia TE (nomes no eixo X) seguindo
Wicker et al. (2007) esquema hierarquico. TEs ndo caracterizados ou caracterizados somente em nivel de ordem
sdo mostrados apenas na figura 19.

As superfamilias das Classes I e II sdo distribuidas de forma heterogénea entre os
mosquitos. A superfamilia Penelope foi encontrada apenas nos trés mosquitos Culicinae
estudados e cobriu apenas uma pequena fracdo desses genomas (Fig. 18). O mesmo padrio
pode ser visto com elementos Mutator, Chapaev e Crypton-like. A diferenga mais notavel na
distribui¢do da superfamilia foi encontrada no caso dos elementos Sola. Este elemento ¢ um
dos TEs mais abundantes no genoma de Cx. quinquefasciatus (2,86%). Também esta presente
em mosquitos Aedes e em apenas uma espécie de Anophelinae — An. sinensis (representando
quase 0,01% de seu genoma). Outra diferenca clara € a auséncia de elementos das superfamilias
CACTA, P e Transib entre os anofelinos neotropicais e da Nova Guiné. R2 ¢ outra superfamilia
que possui uma intrigante distribui¢do irregular entre os mosquitos. Ela esta presente apenas

em mosquitos Aedes e em espécies do complexo An. gambiae (Fig. 18).

Do ponto de vista dos genomas dos mosquitos, o complexo de espécies An. gambiae tem
uma distribui¢cdo de superfamilias de TEs semelhante, enquanto ha uma variag¢ao substancial na
distribui¢do e abundancia entre os mosquitos Aedes e Anopheles. No entanto, ¢ claro que Cx.
quinquefasciatus possui o perfil de superfamilias de TEs mais distinto da familia Culicidae,
com a maior abundancia de elementos Zator, Sola e Crypton-/ike em compara¢do com todas as
outras espécies de mosquitos estudadas. Outra caracteristica distintiva do mobiloma de Cx.

quinquefasciatus ¢ a baixa propor¢ao gendmica de superfamilias ubiquas entre mosquitos como
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Tcl-Mariner, RTE ¢ I. A diferenca gigantesca do mobiloma de Cx. quinquefasciatus para o dos
outros mosquitos possivelmente se deve a falta de dados gendomicos de outras espécies do

género Culex e também de géneros proximos como Lutzia, Deinocerites € Coquillettidia.

Nao foi possivel classificar alguns elementos ao nivel da superfamilia, a maioria destes
foram classificados apenas como Classe I e Classe II (Fig. 19). Esses elementos representam
cerca de 15 a 20% de todos os TEs em mosquitos do complexo de espécies An. gambiae e 18%
de Cx. quinquefasciatus, mas representam apenas uma pequena propor¢ao nos outros genomas
de mosquitos (2E-4 a 3%). Elementos quiméricos, formados por nested elements de duas ou
mais superfamilias distintas, estdo presentes em quase todas as espécies, mas uma maior
propor¢ao de TEs quiméricos foi encontrada nos genomas de Ae. aegypti, An. arabiensis, An.

gambiae e An. quadriannulatus (Fig. 19).
6.1.3 Espécies do complexo An. gambiae possuem atividades mais recentes de TEs

Para examinar a distribui¢ao de TEs dentro de genomas de espécies ao longo do tempo,
estimamos a distdncia Kimura-2-parametros (K2P) de todos os TEs. Agrupamos os TEs nas
quatro ordens mais abundantes: LTR, LINE, TIR e SINE. Os boxplots na Fig. 20 revelam
padrdes interessantes: mosquitos do complexo An. gambiae tendem a ter familias de TEs das
ordens TIR, LINE e LTR mais recentes do que outros Anophelinae. Valores baixos de K2P
nesses seis mosquitos indicam que muitas familias TE estdo atualmente ativas ou estiveram
ativas recentemente. Em contraste, a grande maioria das familias LINE em An. darlingi, An.
albimanus, An. punctulatus e An. koliensis — que sdo espécies com teor de TE muito baixo —

sdo antigas e provavelmente ndo estdo mais ativas.

A maioria dos elementos SINE no genoma de mosquitos Anopheles parece ter sofrido
rajadas de transposicao antigas e ndo parecem mais estar ativos nesses mosquitos (Fig. 20D).
Um padrao distinto pode ser observado nas espécies de Culicinae, onde detectamos expansao
recente de SINEs. Em geral, o padrdo K2P fornece pistas de que os TEs sdo mais jovens e mais
recentemente ativos em Culicinae do que em espécies de Anophelinae fora do complexo An.

gambiae.
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Figura 19 — Propor¢ao do mobiloma com as ordens de acordo com o sistema de classificagdo

de Wicker et al. (2007).
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Figura 20 — Datagdo intragendmica das quatro ordens TE mais abundantes de genomas de

mosquitos.
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Legenda: As coloragdes variam de acordo com a espécie avaliada. Os nomes das espécies foram transformados
em codigos de quatro letras para simplificar o grafico, o mapeamento de co6digo para nome pode ser encontrado
na Tabela 1.

6.1.4 Centenas de eventos HTT ocorreram nas espécies de mosquitos

Encontramos 172 familias TE com sinais significativos de transferéncia horizontal (HT)
entre as espécies estudadas, usando o pacote VHICA. No entanto, é importante notar que esta
¢ certamente uma subestimativa 7 do real nimero de eventos HTT, uma vez que varias familias
de TEs tém mais de um sinal HTT par a par significativo (Fig. 21 A). Dessa forma, as HTT
entdo descritas aqui em termos mais gerais, mantendo pelo menos um evento HT para cada
familia de TE, tendo em vista a complexidade dos sinais encontrados e a falta de algoritmos
atualmente disponiveis para determinar o cenario HTT mais provavel e o nimero minimo de
eventos para explicar esses sinais. Quatorze familias adicionais mostraram um sinal HTT

positivo. Entretanto, essas familias ndo estdo presentes em todas as versdes de montagem do

7 Também ¢é importante relatar que esse nimero ndo representa uma superestimativa dos eventos de HTT, pois
pelo menos um evento deve ocorrer entre duas espécies para que uma HTT seja detectada. E para cada familia,
as HTTs foram contabilizadas apenas uma vez



114

genoma de uma espécie (ndo € possivel confirmar esse polimorfismo) ou nao foi possivel
diferenciar o evento HTT de um evento de introgressdo genética, uma vez que ha formagao de
hibridos em entre algumas espécies (HTTs entre espécies com histérico de introgressao nao

foram consideradas).

Figura 21 — HTT entre mosquitos ¢ superfamilias representativas de TEs.
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Legenda: (A) Uma arvore filogenética cujas arestas representam eventos HTT entre duas espécies, a espessura
das arestas ¢ proporcional ao nimero de eventos. Os nomes das espécies foram transformados em codigos de
quatro letras para simplificar o grafico, o mapeamento de codigo para nome pode ser encontrado na Tabela 1. (B)
Classificacdo das 172 familias TE envolvidas em HTT entre os mosquitos.

Mais de trés quartos dos transposons envolvidos em eventos de HT pertencem a TEs de
Classe I, abrangendo oito superfamilias diferentes (Fig. 21B), enquanto 8 superfamilias de TEs
de Classe II foram detectadas sofrendo HT. A superfamilia com maior nimero de familias que
realizam HTT ¢ a Gypsy, que responde por mais de 28% de todas as transferéncias, seguida
pelos elementos Tcl-Mariner. Essa superfamilia merece mencdo especial, pois possui 9

familias distintas envolvidas em eventos de HT entre quatro ou mais espécies de mosquitos.

Quase 20% dos sinais de HTT detectados (34 familias) ocorreram apenas entre Ae.
aegypti ¢ Ae. albopictus. Cento e trinta e trés familias de TE envolvidas em eventos de HT
foram detectadas entre as espécies do género Anopheles, representando 18 das 21 espécies.
Apenas trés espécies de mosquitos deste género, An. darlingi, An. punctulatus e An. koliensis,
nao estiveram envolvidos em eventos HTT. Entre as espécies de Anopheles, An. merus, uma
espécie divergente inicial do complexo An. gambiae, esteve envolvida no maior nimero de
HTTs (Fig. 3A). A maioria das espécies do género Anopheles esta envolvida em HTTs de TEs
Classe I e Classe II (Tabela 1). Entretanto, em trés espécies detectamos apenas HTTs de TEs
de Classe I: elementos ndo-LTR em An. albimanus e An. farauti, e um nao-LTR e um LTR em

An. christyi.

Com relacdo as HTTs entre diferentes géneros de mosquitos, seis eventos foram
encontrados. Cinco desses pertencem a superfamilia 7c/-Mariner, enquanto apenas um R4, um
retrotransposon ndo-LTR, foi transferido de Ae. albopictus ao ancestral dos mosquitos do
complexo An. gambiae, como ja descrito em um estudo anterior (BIEDLER; CHEN; TU, 2015).
Nenhum evento de transferéncia horizontal envolvendo Cx. quinquefasciatus foi encontrado,
possivelmente devido ao seu mobiloma tdo distinto das outras espécies avaliadas e uma
auséncia de outros genomas conhecidos da tribo Culicini. E importante notar que todos os
eventos de HTT possuem alta significAncia mostrando p-values muito baixos (Fig. 22). Além
disso, foram associados a vérias evidéncias de HTT adicionais como distribuigdo irregular e
incongruéncias filogenéticas entre TE e a filogenia do hospedeiro, conforme discutido nas

proximas secoes.
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Tabela 1 — Numero de familias TE em cada espécie que esta envolvida em eventos de HTT

Espécies Codigo da Classe Classe I Total
espécie II Nao-LTR LTR
Anopheles merus AMEM 9 13 21 43
Anopheles gambiae AGAP 10 6 26 42
Aedes aegypti AAEL 12 6 22 40
Aedes albopictus AALF 11 7 22 40
Anopheles epiroticus AEPI 5 15 15 35
Anopheles atroparvus AATE 9 7 17 33
Anopheles maculatus AMAM 5 9 12 26
Anopheles sinensis ASIS 10 7 9 26
Anopheles dirus ADIR 8 9 6 23
Anopheles minimus AMIN 7 9 7 23
Anopheles stephensi ASTE 4 7 12 23
Anopheles arabiensis AARA 6 5 7 18
Anopheles funestus AFUN 8 3 7 18
Anopheles coluzzii ACOM 4 2 5 11
Anopheles melas AMEC 6 1 3 10
Anopheles culicifacies ACUA 5 3 1 9
Anopheles quadriannulatus AQUA 4 3 1 8
Anopheles farauti AFAF 0 6 0 6
Anopheles albimanus AALB 0 2 0 2
Anopheles christyi ACHR 0 1 1 2
Anopheles darlingi ADAC 0 0 0 0
Anopheles koliensis AKOL 0 0 0 0
Anopheles punctulatus APUN 0 0 0 0
Culex quinquefasciatus CPlJ 0 0 0 0

Fonte: Elaborado pelo autor

Cerca de 10% das redes HTT envolvem pelo menos 4 espécies. Essa propor¢ao € pequena,
principalmente entre as familias LTR, onde quatro ou mais espécies de mosquitos foram
detectadas em menos de 10% do total de HTTs envolvendo familias LTR. De todas as
superfamilias estudadas, Tcl/-Mariner € aquela cujos elementos sdo mais frequentemente
transferidos horizontalmente entre muitas espécies, 9 familias de TE dessa superfamilia se
transferiram entre mais de 2 espécies de mosquitos. Detalhes sobre a participagdo das espécies
em cada rede de transferéncia horizontal da familia TE podem ser vistos no arquivo online
https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1008946.s002, que lista todas as imagens de saida do
VHICA para casos de HTT positivos. A idade intragenomica relativa de cada familia TE

submetida a HT por genoma de mosquito ¢ dada na Fig. 23. Percebe-se um perfil bem
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distribuido de idade das familias, onde tanto familias bastante antigas quanto familias recentes

estio envolvidas em eventos de HTT.

Figura 22 — Distribui¢ao de valores de P de todas as comparagdes de HTT positivas par a par.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 23 — Perfil de idade das familias TE que sofreram transferéncias horizontais.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Cada ponto representa a idade relativa de cada familia em um genoma de mosquito. Cada cor
representa uma espécie distinta.
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6.1.5 As transferéncias horizontais de transposon impactam diretamente no tamanho do
genoma dos mosquitos

TEs transferidos horizontalmente entre espécies representam uma fragao significativa de
alguns genomas de mosquitos (Fig. 24A). Estimamos que cerca de 6,7% de Ae. aegypti e 7,8%
de Ae. albopictus sao cobertos por TEs transferidos horizontalmente, o que representa mais de
10% do contetido total de TE dessas espécies. No género Anopheles, o impacto da transferéncia
horizontal no tamanho do genoma foi consideravelmente menor. Apenas An. gambiae, An.
coluzzii, e An. stephensi mostraram mais de 1% de seus genomas cobertos com copias derivadas

de TEs transferidos horizontalmente.

Figura 24 — Influéncia das HTTs no genoma do hospedeiro e suas datacdes.

Proportion of HTTs
. % of genome size represented by HTTs
A C Order [E]LINE LTR []TIR
[ ] % of TE content represented by HTTs
Tree scale: 0.1 —— M
An gambiae W83 9.39 40+
An coluzzii W49 859
An arabiensis Jo.aa (1449 2 |
An quadriannulatus [] 0.64 [ ]s.18 = 301
An melas Jo.24 [J3.13 E
An merus Jos1 [ ]6.32 S [
An christyi [0.017 lo.79 2 20+
An epiroticus fo7o 12.91 g
An funestus Bo.94 78 =z 104
An culicifacies fo7o 20.67
An minimus o33 [ le674 ‘ ’ ’
An stephensi | ERE 11.09 04 ‘ (e | 5 e EEFL = = [
An maculatus fo.71 [ 1606 -
An farauti |0.03 []1.59 0 5 10 15 20 25 30 35 40
An dirus Jo31 X Time of HTT event (in million years)
An atroparvus |0.002 [13.18
An sinensis Jo3g []3.89
An albimanus |0.002 |0.09
hAe albopictus I 7 85 17.95 —_— —
Ae aeg},/gpti _ 6.68 \:I 10.75 HTTs between Aedes spp. = HTTs between Anopheles spp. HTTs between Culicidae
B Group e An. gambiae Complex = Culicinae e Other Anophelinae D - ] :
b 1 1
31{ R=0.75,p=0.00013 407 : 1
- : :
o 30+ » ! i
o~ =304 i i
3 E : |
= 29 I | |
R 5 | |
@ 20 ik 1
> 281 8 : (] :
5 L
: 5 |
j |
22 104 '
< ; H
261 | mn
L = | =] -
o4 E- LT | T H 5 m m
. . . S
15 20 25 0 5 10 15 20 25 30 35 40
HTT Base Numbers (log2 bp) Time of HTT event (in million years)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: (A) A proporgdo dos genomas do hospedeiro compostos de TEs envolvidos na HT. (B) A correlagédo
entre o nimero de nucleotideos cobertos por TEs envolvidos em eventos HTT e o tamanho do genoma dos
mosquitos. A idade de cada evento HTT par a par ¢ estimada e representada por grupos TE (C) e pelos taxons das
espécies hospedeiras (D).
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A propor¢do do genoma coberto por TEs transferidos horizontalmente mostrou uma
correlacdo positiva com o tamanho do genoma da espécie hospedeira (Fig. 24B). Portanto, a
invasdo de TE por meio de transferéncia horizontal pode contribuir significativamente para a
expansdo gendomica e também impactar o tamanho do genoma do mosquito. Assim, quanto mais

frequentes os eventos HTT, maior o genoma da espécie.

6.1.6 As transferéncias horizontais de elementos transponiveis ocorreram nos tltimos 30

milhoes de anos

A datacdo das HTTs foi estimada com base em todas as 463 comparagdes significativas
pareadas encontradas. A grande maioria dos eventos HTT detectados ocorreu nos tltimos 30
milhodes de anos (Fig. 24C e 24D), periodo durante o qual a maioria das espécies de Anopheles
sofreu especiacdo (TANG et al., 2018). Apenas uma transferéncia ¢ mais antiga que esta: uma
transferéncia de um clado R4 envolvendo espécies do An. gambiae ¢ ambas as espécies de
Aedes estudadas que ocorreram ha cerca de 40 milhoes de anos (Fig. 25). Elementos LINEs e
LTRs tém o numero mais uniforme de HTTs ao longo do tempo, enquanto HTT de elementos
TIRs se intensificaram mais recentemente (Fig. 24C). As transferéncias horizontais que
ocorrem entre espécies do género Anopheles e entre espécies do género Aedes nado mostraram

grande diferenca no tempo estimado (Fig. 24D).
Figura 25 — Transferéncia horizontal de um TE do clado R4 da superfamilia R2.
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Fonte: Elaborado pelo autor a partir do software VHICA.
Legenda: Cada quadrado vermelho representa uma comparacdo de pares HTT significativa. A intensidade da
coloragdo ¢ proporcional ao nivel de significancia.



120

6.1.7 A localizacio geografica nio afeta o nimero de transferéncias entre as espécies de
mosquitos

A fim de investigar se a sobreposi¢cdo geografica da area de distribuicdo dos mosquitos
favorece a ocorréncia de HTTs, comparamos a distribui¢do de espécies em todo o mundo com
o numero de HTTs entre cada par de espécies. Nenhuma correlagao foi encontrada entre essas
variaveis (R = 0,1, p-value = 0,2) (Fig. 26). E possivel que espécies intermediarias tenham agido
como vetores dessas transferéncias de elementos de transposi¢ao entre as espécies de mosquito
no passado, ou que outras espécies que mosquitos estejam envolvidas nessa rede de HTTs.

Nestes dois casos os genomas dessas espécies nao seriam conhecidos até o atual momento.

Figura 26 — Falta de correlagdao entre sobreposicdo geografica e numero de

casos de transferéncia horizontal em mosquitos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Cada ponto representa o nimero de transferéncias horizontais entre as espécies.

6.1.8 Os elementos TcI-Mariner foram transferidos horizontalmente para espécies
eucarioticas distantemente relacionadas

Foi verificado, através de mapeamento dos TEs de mosquitos contra genomas de milhares
de espécies, se alguns dos elementos transponiveis que sdo transferidos horizontalmente entre
mosquitos também podem estar envolvidos em transferéncias para outros eucariotos ou virus.

Cinco familias de TEs da superfamilia 7c/-Mariner mostraram uma rede de transferéncia
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horizontal mais ampla com outras espécies de eucariotos. Trés delas ja foram descritas em
estudos anteriores, mostrando transferéncias entre pelo menos duas espécies (Fig. 27). Os atuais
resultados expandem ainda mais essa rede, adicionando vinte novas espécies. Os outros eventos

de HTT nas duas familias TE restantes sao descritos aqui pela primeira vez.

Figura 27 — Rede de transferéncias horizontais a partir de uma perspectiva geografica.
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Legenda: Os pontos azuis claros representam o local de amostragem das espécies para os genomas usados neste
estudo ou o local mais provavel de origem de uma espécie. As arestas conectando os pontos representam eventos
HTT par a par significativos, a espessura dessas arestas ¢ proporcional ao nimero de eventos HTT. Cinco dos 172
TEs sdo transmitidos horizontalmente para outras espécies fora do grupo de 24 espécies estudadas, essas familias
TE sdo representadas por circulos coloridos: HTa (rosa), HTb (azul), HTd (verde), The (preto) e HTf (claro roxa).
As espécies envolvidas em uma transferéncia horizontal com pelo menos um dos 24 mosquitos sdo mostradas na
borda do mapa. O circulo colorido ao redor dos pontos azuis claros indica que esta espécie de mosquito esta
envolvida em uma rede HTT de longo alcance de pelo menos um TE especifico (HTa a HTf). Os numeros entre
parénteses representam algumas evidéncias preliminares de HTTs envolvendo esses TEs e espécies em outros
artigos publicados. 1 representa o elemento APmarl ja descrito por Rivera-Veja e Mittapalli (2010), 2 representa
transferéncias HTT entre espécies descritas por Robertson e Lampe (1995), 3 representa um elemento descrito por
Green e Frommer (2001), 4 representa transferéncia HTT entre Ascogaster reticulatus e Adoxophyes honmai
(YOSHIYAMA et al., 2001), 5 representa eventos HTT ja descrito em mosquitos (BIEDLER; SHAO; TU, 2007),
6 representa eventos HTT ja descritos em outras espécies de Anophelinae (DIAO et al., 2011) ndo investigadas
neste estudo.
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As espécies envolvidas nos eventos HTT pertencem a trés filos de metazoarios. O
primeiro filo foi Arthropoda, que abrange a maioria das espécies. E representado pela classe
Arachnida, envolvendo a aranha doméstica Parasteatoda tepidariorum, pela classe
Hexanauplia, representada pelo copépode Lepeophtheirus salmonis, e pela classe Insecta, que
inclui as espécies de mosquitos envolvidas nas HTTs. O segundo filo foi Cnidaria, com apenas
um representante, Hydra vulgaris. O terceiro foi Nematoda, onde encontramos um caso de
transferéncia horizontal envolvendo o verme parasita Wuchereria bancrofti € outras espécies
de Anopheles que transmitem esse nematoide para humanos. Além da alta identidade entre os
TEs de mosquitos e os de espécies distantes, as vezes separados por mais de 700 milhdes de
anos, também observamos uma distribuicdo desigual desses elementos, fornecendo suporte

adicional para os eventos de transferéncia horizontal.

Duas dessas linhagens de TEs (HTa e HTe) pertencem ao grupo ITmD37E, que inclui
TEs que possuem o motivo DD37E em suas sequéncias de transposase (Fig. 28A). Uma
linhagem (HTd) agrupada com elementos descritos anteriormente da familia I[TmD37D,
também conhecida como familia mat. As outras duas linhagens (HTb e HTf) sdo da familia
DD34D ou Mariner. Os elementos da rede HTf pertencem a subfamilia mauritiana, e os
elementos da rede HTb, que estdo envolvidos na maioria dos eventos HTT com espécies fora

da familia Culicidae, pertencem a subfamilia irritans.

Para obter um entendimento mais aprofundado da rede HTb, realizamos uma segunda
busca de BLAST usando como guery todas as sequéncias recuperadas da busca anterior, contra
genomas de espécies fora da familia Culicidae. Encontramos elementos relacionados a HTb
presentes em 42 espécies de invertebrados divergentes, incluindo W. bancrofti (Fig. 28B). A
datagdo intragendmica dos TEs transferidos horizontalmente permitiu uma interpretagdo mais
precisa dos eventos de HTT, incluindo a fonte e a espécie receptora. A idade intragendmica
relativa dos TEs mostrou que os elementos mais antigos pertencem a espécie de Lepidoptera
Adoxophyes honmai. A maioria dos elementos das moscas sdo antigos e tém idades
semelhantes. Os elementos dos mosquitos asiaticos (An. maculatus, An. epiroticus, An. dirus,
An. sinensis) sao mais antigos que os dos africanos (An. gambiae, An. coluzzii, An. arabiensis,
An. funestus). Curiosamente, a idade do elemento W. bancrofti ¢ muito semelhante a dos
mosquitos asiaticos, sugerindo que W. bancrofti adquiriu o elemento das espécies asidticas de
Anopheles e doou para as espécies africanas de Anopheles mais recentemente (Fig. 28C). Outra
evidéncia de que esse elemento ¢ propenso a transpor horizontalmente ¢ fornecida pelo sinal

significativo de HTT multiplo entre os mosquitos (Fig. 28D).
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Figura 28 — Transposons transmitidos horizontalmente para outras espécies.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: (A) Uma arvore filogenética baseada nas sequéncias de aminoacidos da transposase de varios elementos
da superfamilia ITm (valores de bootstrap sdo mostrados nos nos), incluindo os cinco TEs de Anophelinae
(marcados em vermelho) envolvidos em eventos HTT com outras espécies de metazoarios e muitos elementos que
ja foram descritos em estudos anteriores. A topologia em arvore indica que esses cinco TEs pertencem a familias
diferentes. HTb representa um elemento que ¢ difundido em muitos genomas de metazoarios, como mostrado na
arvore filogenética baseada em nucleotideos da parte B. O nome de espécie em negrito representa elementos que
compartilham mais de 80% de semelhanga com os elementos HTb de Anopheles. Brachycera é destacado em verde
claro, cnidarios em marrom escuro, formigas em marrom claro, aranhas em laranja, besouro em azul, elementos
do género Anopheles em azul claro, vespas parasitdides em verde escuro, Neuroptera em amarelo, Lepidoptera em
vermelho, crustdceos em roxo, nematoides em roxo claro. (C) Uma linha do tempo construida usando distancias
K2P mostrando a idade relativa média dos elementos no genoma de cada espécie. (D) Representagdo grafica
VHICA do elemento HTb em mosquitos. As caixas de cor vermelha representam sinais HTT estatisticamente
significativos.

6.2 RESULTADOS DAS ANALISES FUNCIONAIS

Essa se¢do detalha os resultados das etapas que foram realizadas apenas para as espécies

que possuiam algum dado de expressdo génica.
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6.2.1 Centenas de TEs estio sobrepostos a genes nos mosquitos

O primeiro passo para verificar os possiveis impactos dos elementos de transposi¢cao nos
mosquitos, foi verificar se esses TEs se sobrepdem com estruturas genomicas codificantes, ou
ndo codificantes, mas que sdo expressas em nivel de RNA. Dentre essas estruturas, as mais
conhecidas e estudadas s3o os genes. Dessa forma, comparou-se a anotagdo de TEs de cada
espécie com a anotagdo de genes preditos, disponibilizada nas bases de dados online, para cada
espécie de mosquito.

As anélises mostraram, como esperado com base em dados de estudos em outras espécies,
que a maior parte dos elementos de transposicdo encontram-se localizados em regides
intergénicas (Fig. 29). A Unica excecao ¢ o Cx. quinquefasciatus, onde ha mais TEs na regido
intronica, que TEs na regido intergénica. Inclusive, em todos os mosquitos da subfamilia
Culicinae, o nimero de TEs nos introns de genes ¢ bem maior que em mosquitos da subfamilia

Anophelinae.

Alguns TEs possuem sobreposicdo total aos genes preditos. Esses casos respondem por
menos de 1% dos TEs na maior parte das espécies, e indica que elementos de transposi¢ao estao
anotados no arquivo de anotacdo génica, provavelmente por possuirem a maior parte das
caracteristicas necessarias para sua expressao. No entanto, a maior parte deles estd apenas
listada como gene desconhecido, o que comprova o déficit das bases de dados tradicionais em

realizar a anotag¢ao de TEs.

Interessantemente, uma pequena fragdo de elementos de transposi¢do possui alguma
sobreposi¢ao parcial com genes. Em varias espécies esse valor ultrapassa os 2% das copias de
elementos de transposi¢do, sendo maior em An. albimanus (onde o numero de copias de TEs ¢
muito pequeno) e menor em Ae. albopictus. Essas sobreposi¢des com genes sao divididas em
dois tipos: I) sobreposi¢cdes onde um gene e um fragmento de um elemento de transposi¢ao
estdo localizados em fitas opostas; II) sobreposi¢des onde um gene e um fragmento de um
elemento de transposi¢do estdo localizados na mesma fita. Neste tltimo caso hé a possibilidade
de formacao de transcritos quiméricos, onde parte do transcrito deriva da regido génica, e parte
deriva da regido do elemento de transposicao, que pode estar passando por um processo de

domesticagao.
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Figura 29 — Distribui¢ao dos elementos de transposicao em relacao aos genes.
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Legenda: Os graficos de barras ao centro indicam a propor¢do das copias de elementos de transposicdo que sdo
distribuidas em cada categoria. Os graficos de setor nas bordas da figura mostram as proporgdes das principais
superfamilias de elementos de transposi¢ao que possuem algum tipo de sobreposicao, total ou parcial, com regides

génicas anotadas.

Dentre todos os genomas de mosquito, o genoma de An. gambiae ¢ o mais bem anotado

por ser estudado ha quase duas décadas. Mesmo assim ha 1,29% das copias de elementos de

transposi¢ao sobrepondo genes em alguma regido. Isso pode ser utilizado como um parametro

que indica fortemente que as sobreposi¢des sdo elementos reais do genoma e ndo erros de

anotacdo génica. Os resultados da analise realizada ainda nao sdo suficientes para indicar a
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formagao de transcritos quiméricos, mas foram capazes de gerar uma lista de genes que devem
ser estudados com maior aten¢do no futuro, usando abordagens de analise de sequenciamento

de RNA.

6.2.2 Os IncRNAs de algumas espécies de mosquitos sao enriquecidos de TEs

Assim como estar sobrepondo estruturas génicas codificantes, os TE também podem
sobrepor e originar outras estruturas, como os RNAs longos ndo codificantes (IncRNA).
Estudar os IncRNAs nos mosquitos, contudo, pode ser um desafio, pois para a maior parte das
espécies ha uma pobre descrigdo desses elementos. Para essa andlise foram escolhidas duas
espécies, Ae. albopictus e Cx. quinquefasciatus, cujo conjunto de IncRNAs foi
sistematicamente caracterizado nos ultimos anos (AZLAN et al., 2021a, 2021b). Evitou-se o
uso de outras espécies com IncRNAs menos padronizados, como forma de evitar a inser¢ao de

vieses.

Foi encontrada uma grande variabilidade na coocorréncia de IncRNAs e TEs: I - um ou
varios TEs podem ser inseridos em introns ou éxons de um tUnico gene de IncRNA; II -
sequéncias TE podem sobrepor jung¢des intron/éxon de um gene IncRNA ou III - um IncRNA
unico ou multiéxon pode ser inteiramente englobado por coordenadas TE. Descobrimos que
37,88% de todos os genes de IncRNAs de Ae. albopictus tém algum grau de sobreposi¢do com
elementos transponiveis (Fig. 30A). Enquanto esta propor¢do varia em ambas as versoes de
montagem de Cx. quinquefasciatus, de 32% em CpipJ2 a 52,24% em VPISU_Cqui (Fig. 30B).
Como esta ultima apresenta melhor contiguidade, ela foi escolhida como modelo de andlise.
Além disso, € interessante ressaltar que 10,61% e 17,98% dos loci de IncRNAs sdo expressos
na vizinhanca de um TE (distancia maxima de 2 kb entre um locus de IncRNA e uma copia de
TE) em Ae. albopictus e Cx. quinquefasciatus respectivamente. Embora ndo sobreposta a uma
regido TE, a expressdo desses IncRNAs pode ser modulada pela atividade transcricional dos

TEs circundantes (LEE; ZHANG; KRAUSE, 2019).
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Figura 30 - Sobreposicao de IncRNAs e elementos transponiveis em Aedes albopictus e Culex
quinquefasciatus.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Coocorréncia de IncRNAs e elementos transponiveis em Aedes albopictus (A) e Culex quinquefasciatus
(B). As sobreposi¢des foram separadas em cinco tipos: sobreposi¢do de IncRNAs com TEs, mas na fita oposta;
IncRNA contendo um ou mais TEs inseridos em suas coordenadas; IncRNA apresentando alguma sobreposigdo
parcial com TEs, neste caso, a interse¢do ocorre em 5' ou 3' do IncRNA; genes dos IncRNAs totalmente derivados
de uma inser¢do de copia TE, onde alguns representam o comprimento total do TE e outros sdo formados por uma
regido especifica de um TE. A propor¢ao de éxons de IncRNA derivados de TEs é mostrada pelas ordens TE em
C e D para Ae. albopictus e Cx. quinquefasciatus, respectivamente. Essa propor¢do indica a prevaléncia de TE
Gypsy em Ae. albopictus (E) e Cx. quinquefasciatus (F).
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LncRNAs que ocorrem em introns de genes codificadores (intronicos) e entre genes
(intergénicos) também foram avaliados separadamente. A diferenca na participagcdo de TE na
biogénese desses dois tipos de IncRNA foi muito pequena. Em Ae. albopictus, 39,34% dos
IncRNAs intrénicos e 37,05% dos IncRNAs intergénicos se sobrepdem aos TEs. Essa variacao
¢ ainda menor em Cx. quinquefasciatus onde 52,86% e 52,36% dos IncRNAs intronicos e

intergénicos coocorrem com TEs, respectivamente.

Também foi avaliado se a interse¢ao entre genes de IncRNA e TEs ocorre com maior
frequéncia em introns ou éxons de IncRNAs. Observou-se que 77,56% e 85,17% dos genes de
IncRNAs que apresentam algum grau de sobreposi¢do com TEs possuem pelo menos um éxon
envolvido com a inser¢do de TEs em Ae. albopictus e Cx. quinquefasciatus respectivamente.
Isso representa 29,37% e 44,49% de todos os IncRNAs expressos nestas espécies,

respectivamente.

Curiosamente, uma fracdo significativa de copias TE que se sobrepdoem com genes de
IncRNAs ¢ derivada de retrotransposons LTR. Eles representam 82,82% e 31,89% dos éxons
de IncRNA nas espécies Ae. albopictus e Cx. quinquefasciatus (Fig. 30C e Fig. 30D). Dentre
esses retrotransposons, destaca-se a superfamilia Gypsy. Em Ae. albopictus, a superfamilia
Gypsy sozinha ¢ responsavel por mais da metade de todos os éxons de IncRNAs derivados de

TEs (Fig. 30E), e quase um quarto em Cx. quinquefasciatus (Fig. 30F).

Surpreendentemente, a propor¢ao das superfamilias de TEs em éxons de IncRNAs nao
representa a propor¢ao na qual as copias das superfamilias TE sdo encontradas no mobiloma

(teste qui-quadrado y?, valor P <2.2e-16) (Fig. 31).

Realizando uma andlise de enriquecimento foi observado que algumas superfamilias TE
sdo enriquecidas em éxons IncRNA de ambas as espécies (Fig. 32B e Fig. 32D). Os elementos
da superfamilia Gypsy representam novamente um dos casos mais interessantes. Esta
superfamilia mostra o geneRatio mais alto e os valores p mais baixos na andlise de super-
representacdo entre todas as superfamilias TE de ambas as espécies (elementos semelhantes a
MITE nao sdo uma superfamilia, em vez disso sdo elementos heterogéneos geralmente
derivados de transposons de DNA que perderam sua regido de codificacdo e sao flanqueados
por repeti¢des invertidas terminais — TIRs). Os elementos Gypsy representam 53,95% dos éxons
de IncRNA que se sobrepdem aos TEs, mas apenas 20,37% de todas as copias TE encontradas

no genoma de Ae. albopictus (Fig. 32A). Esta discrepancia aumenta substancialmente em Cx.
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quinquefasciatus onde Gypsy representa 22,38% dos éxons IncRNA, mas apenas 1,69% das

copias TE no genoma, uma diferenga de 13 vezes (Fig. 32C).

Figura 31 — Diferentes distribuigdes de superfamilias TE no genoma e em éxons de IncRNAs.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: As barras laranjas representam a fragdo de copias TE que se sobrepdem aos éxons de IncRNAs por cada
superfamilia TE (N° de copias por cada superfamilia em éxons de IncRNAs/N° total de copias que se sobrepoe a
éxons de IncRNAs), as barras azuis representam a fragdo de todas as copias genomicas TE por cada superfamilia
(Numero de copias por cada superfamilia/Numero total de copias do mobiloma).

Foi observado que cinco de treze IncRNAs que regulam a expressdo de genes
relacionados ao sistema imunoldgico envolvidos na defesa antiviral de arbovirus (AZLAN et
al. 2021) sdo compostos por sequéncias de TEs. Dois IncRNAs tém um ou mais TEs dentro de
seus introns (XR _003898565.1, XR 003896231.1). Os trés restantes estdo totalmente inseridos

dentro dos limites das copias dos TEs, duas delas na mesma fita (XR 003894180.1,
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IncRNA 5135.1) e a outra na fita oposta (XR _002127134.2). Esses trés IncRNAs sdo derivados
de retroelementos LTR (Gypsy, Bel-Pao e Copia). Além disso, um dos 13 também apresenta

um LTR em sua regido flanqueadora.

Figura 32 — Anélise de sobre-representagdo de superfamilias TE em éxons de IncRNAs.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Legenda: Distribuicao das superfamilias que sdo enriquecidas em Ae. albopictus (A) e Cx. quinquefasciatus (C).
Os resultados da analise de super-representacdo mostram que Gypsy e BEL (ambos retrotransposons LTR) sdo as
superfamilias mais enriquecidas tanto em Ae. albopictus (B) quanto em Cx. quinquefasciatus (D). Os elementos
do tipo MITE néo sdo uma superfamilia TE, pois sdo um grupo heterogéneo de elementos defeituosos que possuem
TIRs.

6.2.3 Copias de TEs nos IncRNAs sdo mais jovens

Em média, as copias de TEs em éxons de IncRNAs sdo mais semelhantes a sequéncia
consenso TE (copias mais jovens) do que as copias TE que ndo ocorrem concomitantemente

com IncRNAs (Fig. 33) para ambas as espécies Ae. albopictus e Cx. quinquefasciatus. Cerca de
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69% e 60% das copias TE envolvidas com éxons de IncRNA sao mais jovens do que as demais

copias TE da mesma familia dispersas no genoma dessas espécies.

Figura 33 — Idade relativa para copias de TE dentro e fora de éxons de IncRNAs
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: A idade relativa foi calculada usando a divergéncia blastn das copias para cada familia TE contra o
consenso da familia TE. ** significa um valor p < 0,01, **** significa um valor p < 0,0001.

6.2.4 Diversas familias de TEs sdo expressas nos mosquitos

Foram analisadas centenas de corridas de RNA-Seq de 12 espécies de mosquitos (Fig.
34) que possuiam experimentos depositados em bases de dados publicas. Todas as 12 espécies
analisadas possuem alguma familia de TE expresso.

Um padrdao comumente observado durante a analise dos dados de RNA-Seq de diferentes
condi¢des experimentais, ¢ que para a maior parte das espécies de mosquito a média do nimero
de reads (normalizado por CPM) que mapeiam nos elementos de transposi¢do ¢ menor que a
média normalizada das reads que mapeiam nos genes, exceto Ae. albopictus e An. funestus. A
figura 34 também deixa claro que a distribui¢do das reads mapeadas em TEs estd sempre mais
a esquerda da distribui¢do das reads mapeadas nos genes nao relacionados aos elementos de
transposi¢do. Em conjunto, esses dados significam que no geral as familias de TEs sao
proporcionalmente menos expressas que os genes dos mosquitos, embora indique a existéncia

de familias de elementos de transposi¢ao que sdo bastante expressas.
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Figura 34 — Distribui¢do do numero de reads mapeadas por genes ¢ TEs dos mosquitos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Cada grafico apresenta a densidade (eixo Y) do niimero de reads mapeadas (eixo X) em cada familia
de TE (vermelho) ou cada copia de gene (azul). A linha vertical pontilhada indica a média o nimero médio de
reads para cada gene ou TE. Observa-se que a média de reads é menor para os TEs em quase todas as espécies.

O ntimero de familias de TEs que sdo expressas nas diversas condi¢des nas diferentes
espécies de mosquito € bastante elevado. Em todas as espécies estudadas, pelo menos 50% das
familias de elementos de transposi¢do de uma determinada espécie possui a0 menos uma copia

que ¢ expressa em nivel de RNA (Fig. 35).
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Figura 35 — Fragdes das familias de TEs que sdo expressas em nivel de RNA.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Legenda: Os valores em percentual representam a fracdo do mobiloma de cada espécie, que possui mapeamento
de reads de RNA-Seq. Por exemplo, no caso do Aedes aegypti, 72% das familias apresentam algum sinal de
expressao.

Essa fragdo do nimero de familias expressas parece ndo ter relagdo com a fragdo do
genoma coberta por elementos de transposi¢cdo ja que espécies com poucos TEs, como An.
minimus, possui uma fragdo de familias expressas (57%) com uma pequena diferenca para
espécies como um maior nimero de TEs, como An. coluzzii, que possui 65% de todas as suas
familias de TEs com algum sinal de expressao em nivel de RNA. Essa falta de relagdo também
fica clara quando comparamos a espécie Ae. aegypti, cuja metade do genoma ¢ formada por
elementos de transposi¢do, com a espécie An. funestus, que possui apenas ~5,5% do genoma
coberto por TEs. Nesta ultima espécie, o nimero de familias de TEs ainda com capacidade de

expressao ¢ bem maior (94%) que em Ae. aegypti (72%).

A maior parte dos elementos de transposi¢ao expressos nos mosquitos ¢ formada por TEs
de Classe I. Principalmente elementos da ordem LTR e elementos da ordem LINE, seguindo a
classificacdo de Wicker et al. (2007). A figura 36 mostra o nivel de expressdo média
normalizada por CPM de cada ordem de TE nas 12 espécies de mosquitos com dados de
expressdo génica. Nota-se que os niveis de expressdo das diferentes ordens sao diferentes.
Elementos da ordem PLE, SINE, TIR, Helitron e Maverick possuem niveis de expressao
inferiores aos das ordens LTR e LINE. O nivel médio de expressdo entre essas duas ordens, por

sua vez, nao apresentou diferenga significativa.
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Figura 36 — Bloxplot da expressao dos TE nas 12 espécies de acordo com as diferentes ordens.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Cada ponto preto dentro dos boxes representa o valor da expressdo normalizada de uma determinada
ordem de TE numa determinada espécie de mosquito. A estatistica de Kruskal-wallis foi aplicada como teste ndo
paramétrico para comparagdo entre todas as médias. Cada grupo entdo foi comparado individualmente com a
ordem LTR através do teste de Wilcoxon, Ns = ndo significante (p > 0.05), * significante (p <= 0.05), ****
significante (p <= 0.0001).

A expressdo dos TEs também foi avaliada para cada superfamilia individualmente. A
figura 37 mostra um heatmap com os niveis de expressao de cada tipo de TE por cada espécie
de mosquito. Observa-se que as 3 superfamilias ubiquas nos genomas dos mosquitos (Gypsy,
Bel-Pao e Copia) também sdo superfamilias com a maior expressdo dentre todos os TEs. Sua
expressio é particularmente alta nos mosquitos do género Aedes. E interessante destacar que a
superfamilia Gypsy € a superfamilia mais expressa na espécie Ade. albopictus, onde esta

enriquecida nos RNAs longos ndo codificantes que sdo produzidos pela espécie.

Dentre os LINEs, apenas 3 superfamilias (Jockey, L/ e RTE) possuem copias expressas
em todas as espécies. Ja os SINEs sdao expressos apenas em metade das espécies de mosquitos.
Os elementos da superfamilia Penelope por sua vez, sdo expressos em todas as espécies onde

eles ocorrem, que sdo as 3 espécies da subfamilia Culicinae.

O padrao de expressao dos elementos de Classe II ¢ bem mais escasso que o observado
para elementos de Classe I. Apenas as superfamilias Tc/-Mariner, hAT e PiggyBac sao

expressas em todas as espécies, no entanto o seu nivel de expressao € bastante variado.

Assim como esperado devido ao grande niimero e diversidade de TEs compondo seus
genomas, as espécies Ae. aegypti e Ae. albopictus sdo as que possuem uma maior diversidade
de superfamilias de TEs expressas. Por outro lado, An. albimanus, a espécie com o menor

numero de TEs entre as 12 avaliadas nesta andlise, ¢ a espécie com a menor diversidade de
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superfamilias de TEs expressas. Ja o nivel de expressao de TEs atinge o seu limiar inferior na
espécie An. dirus, que possui apenas cerca de 1650 reads mapeados em copias de TEs para cada

milhao de reads de RNA-Seq mapeados.

Figura 37 — Heatmap da expressao das diferentes superfamilias de TEs nos mosquitos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

6.2.5 Os TEs sao fortemente reprimidos nos ovarios

No geral, foi observada uma maior quantidade de TEs sofrendo repressdo em comparacao
com a quantidade de TEs com expressao induzida nos ovarios em relacdo a carcaca (Fig. 38).
Em algumas espécies, mais de um terco de todas as familias de TEs expressas sofrem repressao
no tecido germinativo feminino. Destaca-se especialmente a espécie An. gambiae, onde quase

50% dos TEs tém sua expressao reduzida.
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Esse padrao de repressdo dos TEs nos tecidos germinativos ndo ¢ observado quando
considerado o tecido germinativo masculino. Para 4 espécies, hd mais TEs reprimidos que
induzidos, para 3 outras espécies, o0 comportamento inverso ¢ observado. No entanto, no geral,
mais de 70% das familias de elementos de transposi¢ao ndo tiveram sua expressao alterada nos

testiculos dos mosquitos quando comparadas aos tecidos somaticos.

Figura 38 — Expressao diferencial dos TEs nas gonadas e carcacas de machos e fémeas.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Legenda: A comparagdes Carcaga x ovarios e Carcaga x testiculos, tem como referéncia (controle) a carcaga, ja
a comparacdo entre a carcaga de machos e fémeas, tem o macho como referéncia. O painel superior mostra o
quanto do total de familias de TEs de uma espécie estao diferencialmente expressas (DETEs) numa determinada
condi¢do, ja o painel inferior mostra o numero absoluto de TEs diferencialmente expressos assim como sua
composicao por superfamilias. As coloragdes no painel superior sdo relativas a diferenca de expressao dos TEs,
as coloracdes do painel inferior mostram a distribuigdo de familias que compde o grupo dos TEs induzidos ou
reprimidos em cada condi¢do. No geral observa-se uma forte repressao da expressdo dos TEs nos ovarios. Esse
padrdo de repressdo ndo é observado no testiculo. Ja a expressdo dos tecidos somaticos varia muito pouco entre
machos e fémeas da mesma espécie.

A proporgao de familias cuja expressdo ndo varia ¢ maior quando se compara os tecidos
somaticos de machos e fémeas da mesma linhagem, para a maior parte das espécies esse valor

fica acima de 90%. Na carcaga de 4An. albimanus e An. gambiae, os TEs sdo mais reprimidos

nas fémeas que nos machos, similarmente ha uma maior expressao de alguns genes nos machos
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que nas fémeas (PAPA et al., 2017). Ja em An. arabiensis, eles sdo mais induzidos nas fémeas,
contrastando com uma propor¢do quase idéntica de genes que sdo induzidos em machos e
fémeas dessa espécie (PAPA et al., 2017). Em An. minimus ha uma variagdo muito pequena da
expressao de TEs entre as carcagas dos diferentes sexos, essa variagdo pequena também ¢

notada no conjunto total de genes (PAPA et al., 2017).

6.2.6 Expressao dos TEs em situacio de estresse e de infec¢ao

Foram avaliados 4 tipos de estresse: o estresse populacional, quando ha um maior nimero
de mosquitos por metro quadrado que o habitual; o estresse de diapausa, quando os mosquitos
sdo colocados em condigdes de indugdo de diapausa; o estresse de exposicdo a compostos
quimicos que afetam a sobrevivéncia dos mosquitos; € o estresse de exposicao a diferentes

graus de salinidade (Fig. 39).

Interessantemente, a exposicdo a compostos quimicos como ivermectina (alimentagdo
com 11.75 ng/ml de sangue), um farmaco antiparasitario que também possui efeito na
sobrevivéncia de mosquitos Anopheles (SEAMAN et al., 2015), e deltametrina (exposi¢ao por
30 minutos a 12.5 pg num bioensaio de resisténcia no padrdo do CDC - CDC Bottle Bioassay),
um inseticida piretroéide , em An. gambiae e An. albimanus respectivamente, praticamente nao
alterou a expressdo dos elementos de transposi¢ao havendo apenas uma leve repressdo da
expressao de 14 familias (2,1% do total) em An. gambiae com 6 dias de emergéncia e exposto

a ivermectina.

A exposi¢ao a condi¢des de inducdo de diapausa (ver materiais € métodos) também nao
foi capaz de alterar a expressao da maior parte dos elementos de transposi¢ao presentes em Ae.
albopictus. Nos ovos do mosquito apenas 0,2% dos TEs tiveram sua expressdo alterada pelas
condi¢des de diapausa. Em mosquitos adultos esse valor aumenta um pouco para 61 familias

diferencialmente expressas, o que corresponde a 1,8% do total de familias de TEs dessa espécie.

Diferentemente das condi¢des de estresse anteriores, a exposi¢cao ao estresse de salinidade
(ver materiais e métodos) foi capaz de alterar a expressdo de fragdo significativa dos elementos
de transposicdo em mosquitos. Em An. merus, cerca de 9% das familias de TEs respondem a
mudanga de salinidade no meio, ja em An. coluzzii esse valor sobe para 15,5% do total de TEs.
No entanto, a varia¢ao da expressdo se mostra dependente da intensidade do estresse. Em baixo
grau de salinidade, um numero muito pequeno de TE tem sua expressdo alterada, o que muda

consideravelmente quando as espécies sdo expostas a um grau de salinidade de 50%. Em An.
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merus, uma espécie mais tolerante a salinidade, a maior parte dos TEs diferencialmente
expressos representam familias cuja expressao é reprimida. Ja em An. coluzzii, uma espécie que
nao tolera salinidade, a maior parte dos TEs diferencialmente expressos representam familias

cuja expressao ¢ induzida, cerca de 11% dos TEs.

Figura 39 — Expressao diferencial dos TEs em mosquitos sob diferentes situacdes de estresse.

Result Induced TEs . Repressed TEs
Population stress | Samples under diapause inducing conditions |[Exposure to chemical compounds Exposure to degrees of salinity
10.8%
1]
QL
g 9 8.1%
K
Eog 5.7%
© 4.8%
& 3.7%
T 3
s} ) 2:
g 0.7% i 0.5% e 0.5% 0.8%
E B (05 B 156015 oo 02% 015409 0% 0% 0% 0:2% 05% [l [ 02%60.1% o6 02%
Population stress |Samples under diapause inducing conditions |Exposure to chemical compounds Exposure to degrees of salinity
250 246
—
g 200 B
159
w
o 1501 = 138
—= — —
o —
31001 -
Qo
g 71 i 61 72
2 50 I » M. = B e -
= 14
=R 2 3 1 6 2 4|0 0 o 3 3 1 . o 2 T .
0 | -- i it e R o R | s o i . I | i e .__=
2 2 2 & ) 2y o 0 0 vy
S & F K F F & FH L g & S
A & & S 3 © N @ Q & N S N
& N S Q & s e & & N S N N
& N < &0 S’D Q"Q) * Q:(}\ on\\ i & & o
£ O N . . . .
© S > & & & N N
s F& X & & & & ¢ & &S & & &
& ° & > P) > & o o & & & 3
b & © § S S > T & 3 o S S
N $ Q & & & 4 ® N v S b 2 ¥
RS Q o N\ A\ ¢ IS & &
S N ¥ o 23 © ¥ & &
& & o N N N ;
& o ¢ S 3 © © ©
3 X Q Q Q
¥ & & &
kg kg s
® ®© ®©
Undetermined Sola . MITE Harbinger Helitron Outcast L1 Copia
- B cissi Zator MR [ Tot-Mariner || Maverick Jockey Penelope || Bel-Pao
Superfamilies )
TIR Y isteeu P Transib une [ RTE SINE B esy
CACTA B verin PiggyBac hAT | B i LTR

Fonte: Elaborado pelo autor

Legenda: O painel superior mostra o quanto do total de familias de TEs de uma espécie estdo diferencialmente
expressas (DETEs) numa determinada condig@o de estresse, ja o painel inferior mostra o nimero absoluto de TEs
diferencialmente expressos assim como sua composi¢do por superfamilias. As coloragdes no painel superior sdo
relativas a diferenga de expressdo dos TEs, as coloragdes do painel inferior mostram a distribuigdo de familias que
compde o grupo dos TEs induzidos ou reprimidos em cada condigdo. A exposi¢do a condi¢des indutoras de
diapausa e a exposicdo a compostos indutores de mortalidade em mosquitos praticamente ndo afetou a expressao
génica. Enquanto isso o crescimento em condigdes de alta densidade populacionais e a exposi¢do a salinidade
afetam bastante a expressdo de TEs.

O estresse populacional também alterou a expressdo dos TEs, havendo mais TEs
reprimidos que induzidos (Figura 39, painel esquerdo) em populagdes de mosquito cujas larvas
cresceram sob alta densidade populacional. Neste caso, um segundo fator de estresse foi

avaliado, a alimentacdo sanguinea. Embora ndo seja um tipo de estresse que afeta a
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sobrevivéncia dos mosquitos, a alimentagdo interfere diretamente na fisiologia da fémea
ingurgitada. Em Ae. aegypti 3 horas ap6s a ingestdo de sangue, o numero de TEs
diferencialmente expressos (entre crescidos em condigdes Otimas e condigdes de estresse)
representou 2,3% das familias de TEs. Valor que atingiu 9,4% ap6s 18 horas apos a

alimentagao.

A grande quantidade de experimentos publicos de RNA-Seq em Ae. aegypti nos permitiu
verificar o perfil de expressao dos TEs sob diversas condi¢des e em diferentes estruturas (Fig.
40). A infec¢do com o virus DENV foi capaz de alterar a expressao de parte dos TEs nos
primeiros momentos da infec¢do, 184 e 196 familias de TEs apresentaram variacao nos niveis
de expressao em 3 horas e 18 horas pos infeccao, respectivamente, no corpo total. Neste caso,
o nimero de familias de TEs cuja expressao ¢ reprimida aumenta com o tempo de infec¢do. O
padrdo contrario ¢ observado para as familias de TEs cuja expressdo ¢ induzida. Ainda
considerando-se uma amostra de corpo total, a infec¢cdo com o virus ZIKV altera a expressao
de 23 familias de TEs dois dias apos o contato com o virus. Esse numero sobe para 112 familias
diferencialmente expressas apos 7 dias de infec¢do, e cai para 34 apds 14 dias. A alta em 7 dpi
provavelmente esta relacionada com o fato de ser um periodo em que o virus ainda estd se
proliferando dentro dos tecidos dos mosquitos. Apesar da variagdo na expressdo de algumas
familias, cerca de 95% dos TEs de Ae. aegypti permanecem com sua expressao inalterada, apos

a infecg@o com esses dois tipos virais.

Embora haja uma varia¢ao na expressdo de TEs na glandula salivar (2 familias) 14 dias
pos-infeccao, esse numero ¢ muito menor que o observado na amostra de corpo total (34
familias). A infec¢do de glandula salivar com os virus DENV e CHIKV também indicam que
eles possuem muita pouca capacidade de induzir variagdes significativas nos niveis de
expressdao de elementos de transposi¢do neste tipo de tecido. Praticamente também nao ha
diferenca na expressao dos TEs no intestino médio no tempo de 1 e 2 dias pds-infecgdo com
CHIKV. A quase totalidade dos TEs que possuem alguma variagdo da expressao nestes dois

tecidos sdo retrotransposons LTR.

Além da infeccao viral, também foram avaliados dados de infec¢do contra parasitos.
Analisando o curso da infec¢do do Ae. aegypti por Brugia malayi, nota-se que a expressao de
mais de 99% dos TEs permanece inalterada. Dentre os TEs que sofrem variacdo da sua
expressao, ha uma maior indugdo do que repressao nos dias 1, 3 e 5 p6s infegdo. No dia 7, o

numero de familias de TEs reprimidas ¢ o dobro da quantidade de familias induzidas.
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Figura 40 — Expressdo diferencial dos TEs em Aedes aegypti infectado com diferentes

I
patogenos.
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Fonte: elaborado pelo autor

Legenda: O painel superior mostra o quanto do total de familias de TEs de uma espécie estdo diferencialmente
expressas (DETEs) numa determinada condi¢do, ja o painel inferior mostra o numero absoluto de TEs
diferencialmente expressos assim como sua composi¢ao por superfamilias. As coloragdes no painel superior sdo
relativas a diferenga de expressdo dos TEs, as coloragdes do painel inferior mostram a distribuigdo de familias
que compde o grupo dos TEs induzidos ou reprimidos em cada condigdo. Nota-se que, apesar da variagdo da
expressdo dos TEs em amostras de corpo total mosquitos infectados, com uma maior quantidade de TEs
reprimidos em relagdo aos induzidos, a grande maioria dos TEs permanece com sua expressdo inalterada.

6.2.7 Coexpressio entre TEs e genes

Além da sobreposicao dos elementos de transposi¢ao sobre éxons de alguns genes dos
mosquitos, o que pode significar um processo de exonizacdo de TEs, também foi avaliado o
efeito em cis da expressdo dos TEs sobre os genes dos mosquitos. Para isso a expressdo de TEs
localizados até 10 kb upstream de cada gene foi correlacionada com a expressao do respectivo
gene. Os resultados dessa analise mostraram que na maioria das espécies ha presenca de
correlagdes significativas fortes ou moderadas entre as expressdes dessas duas estruturas

génicas.
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Figura 41 — Correlagdes fortes entre a expressao de genes e TEs nos mosquitos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: O valor de R representa o coeficiente de correlagido de Pearson. O valor de p indica a significancia

estatistica das correlagdes destacadas.

Na grande maioria (96,64%) das correlagdes, as varidveis, expressao de genes e expressao

de TEs, crescem de forma diretamente proporcional, ou seja, quanto maior a expressdao do TE,

maior a expressao génica. Porém em 4 casos, todos em Cx. quinquefasciatus, podemos observar

o comportamento inverso, a expressdo génica ¢ reduzida a medida que a expressdo do TE na
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regido upstream aumenta. A Figura 41 mostra o perfil de correlagdes fortes entre genes e TEs

nas espécies e também mostra correlagdes fortes inversamente proporcionais.

Ao todo foram encontrados 119 TEs capazes de influenciar forte (36 casos) ou
moderadamente (83 casos) a expressdo de genes proximos em 11 espécies de mosquitos
(Quadro 7). Foi observada especificamente 1 associacdo em An. minimus, 1 em An. dirus, 3 em
An. albimanus, 1 em An. merus, 5 em An. stephensi, 18 em An. arabiensis, 19 em An. coluzzii, 19 em
An. funestus, 2 em An. gambiae, 37 em Cx. quinquefasciatus ¢ 13 em Ae. albopictus. A excecao foi a
espécie Ae. aegypti, cuja correlacdo mais forte entre as expressdes de genes e TEs proximos foi
de apenas R = 0,37. Interessantemente, as duas espécies com a maior carga de TEs sdo as
espécies com menos associacoes fortes entre a expressao de genes e TEs. Com relacao as classes
e superfamilias dos TEs que influenciam genes dos mosquitos, a maior parte ¢ composta por
TEs de Classe I (64), um niimero bem proximo de TEs de Classe 11 (59). Entre os tipos de TEs
destacam-se os RTE (19), os Jockey (17), os elementos de Classe Il ndo caracterizados (15) e

os MITEs (10).

Quadro 7 — Elementos de transposi¢ao que potencialmente agem em cis modelando a expressao

de genes adjacentes (Continua)

Anopheles minimus
TE Superfamilia Gene Anotagao R? | p-value |Correlagdo
A minimus-B-R761- . Muito
Map3 dup4s Jockey AMINO000734 |unspecified product|0.83(1.59E-05 Forte
Anopheles dirus
TE Superfamilia Gene Anotacao R? | p-value |Correlagao
A dirus-B-R18- .
Map20 dup337 RTE ADIR009174 |unspecified product |0.57/4.36E-03| Forte
Anopheles albimanus
TE Superfamilia Gene Anotagao R? | p-value |Correlagao
FAST kinase
A_albimanusS3-B-R337- domain-containing Muito
Map10_reversed dupl5 Jockey  LOC118467319 protein 3, 0.85) 2.6E-06 Forte
mitochondrial-like
A _albimanusS3-B-R30- . . .
Mapl3 reversed dup9 Tcl-Mariner [LOC118468860| protein gurken-like |0.50{ 4.5E-03 | Forte
A_albimanusS3-L-B15- ras-related protein
Map! dup21 BEL LOC118464205 Rap-2a-like 0.43| 1.1E-02 |Moderada
Anopheles merus
TE Superfamilia Gene Anotagdo R? | p-value |Correlagao
A_merus-B-G1018- .
Map20 dup4 MITE AMEMO15760 | unspecified product [0.28|5.65E-03| Moderada
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Quadro 7 — Elementos de transposi¢ao que potencialmente agem em cis modelando a expressao

de genes adjacentes (Continuagao)

Anopheles funestus
TE Superfamilia Gene Anotacao R? | p-value |Correlagao
AFUN-B-P194.38-
Map9 reversed dup333 . Muito
AFUN-L-B198- RTE - BEL | AFUNO001928 | unspecified product [0.82| 3.5E-08 Forte
Mapl dupll7?
AFUN-B-R588- .
Map9 reversed dupl4 BEL AFUNO18700 | unspecified product [0.78| 4.8E-08 |  Forte
AFUN-B-R1701- ATP synthase
Map5_dupd4 CACTA | AFUNO003193 subunit beta 0.78| 6.5E-08 | Forte
AFUN-B-P194.38-
Map9 reversed dup505 .
AFUN-B-R3318- RTE AFUNO18534 | unspecified product |0.55| 1.8E-04 | Forte
Map3 dup4
CLIP domain-
AFUN-B-R1067-Map4 1 AFUNO019227 | containing serine [0.50|2.4E-04 | Forte
protease
AFUN-L-B71-
Mapl _reversed dup222 o DUF1279 domain-
AFUN-L-B71- Class II:? | AFUN021970 containing protein 0.49| 1.6E-03 | Forte
Mapl reversed dup223
AFUN-B-P81.167- serine/threonine-
Map5_dup20 TIR AFUNO009150 Drotein kinase ATR 0.48| 3.7E-04 | Moderada
AFUN-B-R3322- .
Map8_dup20 RTE AFUNO019033 | unspecified product |0.44| 7.6E-04 | Moderada
AFUN-B-R3322- .
Map8 dup21 RTE AFUNO18736 | unspecified product |0.42| 1.2E-03 | Moderada
CLIP domain-
AFUN-B-R1067-Map4 1 AFUNO019728 | containing serine |0.40| 1.5E-03 |Moderada
protease
calcium and
AFUN-B-R2473- P AFUNO008911 | integrin-binding |0.39| 2.0E-03 |Moderada
Map5_dup36 .
protein
AFUN-B-R524- . .
Map8 dupl6 Tcl-Mariner | AFUNO007928 | unspecified product |0.37| 2.5E-03 | Moderada
AFUN-B-R1065- Mesenchymal stem
Map20 dup10 1 AFUNO002377 cell protein DSCD75 0.37| 2.6E-03 | Moderada
AFUN-B-R2050- MITE | AFUNO21710 | Proteasembzine y 36l 35 03 | Moderada
Map3 dup46 metalloprotease
AFUN-B-R1065- I AFUNO002379 | Serine-pyruvate | 34l 4 15 03 | Moderada
Map20 dupl0 aminotransferase
AFUN-B-R3322- .
Map8 dup23 RTE AFUNO18584 | unspecified product |0.34| 4.4E-03 | Moderada
AFUN-B-R3322- .
Map8 dup17 RTE AFUNO019003 | unspecified product |0.34| 4.4E-03 | Moderada
AFUN-L-B419- Copia | AFUN007624 | Pigment dispersing |, 341 4 75 03 |Moderada
Map] reversed dup38 hormone
Peptidase S1
AFUN-B-R1067-Map4 1 AFUNO019710 | domain-containing |0.33| 5.3E-03 | Moderada

protein
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Quadro 7 — Elementos de transposi¢ao que potencialmente agem em cis modelando a expressao

de genes adjacentes (Continuagao)

Anopheles stephensi
TE Superfamilia Gene Anotagao R? | p-value |Correlagdo
o dihydroceramide
@S?r‘:d:;g'g%fﬁ Gypsy  |LOC118507758|  fatty acyl 2-  |0.55/8.6E-05| Forte
pl_rev —aup hydroxylase FAH?2
ASTEindian-B-R45- YEATS domain-
Map20 dup466 RTE LOCI118511611 containing protein 4 0.40| 1.5E-03 |Moderada
ASTEindian-B-R2417- uncharacterized
Map4 reversed dupl? Gypsy  |[LOC118512284 LOC118512284 0.34|4.7E-03 |Moderada
. ) copper homeostasis
ASTEindian-B-P175.14 RTE  [LOC118506941  protein cutC  |0.30| 8.0E-03 | Moderada
Map12 dup819
homolog
ASTEindian-B-P109.0- multidrug resistance-
Map20 dup417 1 LOC118513387, associated protein | 0.29/9.3E-03 |Moderada
Anopheles arabiensis
TE Superfamilia Gene Anotagao R? | p-value |Correlagdo
A_arabiensis-B-R676- putative Muito
Map6_reversed dupl13 RTE AARA004732 GHMP kinases C 0.9417.65E-30 Forte
A_arabiensis-B-G455- . Muito
Mapl7 dup65 TIR AARAO000328 | unspecified product |0.83|4.53E-19 Forte
L Aminotran 1 2 .
A._arabiensis-B-G227- hAT | AARA002588 | domain-containing [0.83|1.13E-18) MU
Map8_dupl7 . Forte
protein
s F-type H+-
A_arabiensis-B-G24- Gypsy | AARAO16808 |transporting ATPase|0.74(7.40E-15| Forte
Map20 dup57 .
subunit ¢
A_arabiensis-B-PI16-87-| -\ oy | A ARaQos738 | COlfagen bpe Vg oale 5s5p 13| Forte
Map5_dup5 alpha
A—alr\i];;e; 5 1:1?1;?7772_ LIM interaction
A_arabienSTS-B- G815- \P - Harbinger) AARA003634 domc}zﬂz;e(é,lID) 0.59]2.93E-10| Forte
Map20 dup57 P
A_arabiensis B-G807- | \ypp | AaARA003160| PhOSPhatidate s <7l 198 10| Forte
Map9 dup3 phosphatase
A_arabiensis-B-R399- 1, 4o | AARAO01557 | OXsterol-binding o 4o4 675 08| Moderada
Map13 dupl protein
A _arabiensis-B-G626- . .

Mapl6 dup247 Harbinger | AARA006767 | unspecified product |0.46|1.92E-07| Moderada
R_8 reversed dup20 |Tcl-Mariner | AARA014798 | unspecified product (0.44|2.99E-07| Moderada
A_arabiensis-B-R6- .

Map20 dup37 MITE AARAO001530 | unspecified product [0.4314.94E-07| Moderada
A_arabiensis-B-R16- .

Map20 reversed dup249 RTE AARAO11801 | unspecified product [0.383.89E-06| Moderada
R 14 reversed dup8 Class II:? | AARA002502 | unspecified product [0.37|5.52E-06| Moderada
R 9 dup35 Class II:? | AARA001968 | unspecified product |0.34|1.58E-05|Moderada
A_arabiensis-B-R410- .
Mapl 1 reversed dupl Jockey AARA000414 | unspecified product |0.33(2.13E-05|Moderada
A_arabiensis-B-P85-114- .
Map20 dup34 MITE AARA006342 | unspecified product |0.33|2.16E-05| Moderada
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Quadro 7 — Elementos de transposi¢ao que potencialmente agem em cis modelando a expressao

de genes adjacentes (Continuagao)

Anopheles stephensi
TE Superfamilia Gene Anotagao R? | p-value |Correlagdo
A_arabiensis-B-R16- .
Map20 reversed dup28 RTE AARAO001275 | unspecified product |0.30[7.07E-05| Moderada
A_arabiensis-B-R230- .
Mapl1 dupll Jockey AARAO016856 | unspecified product |0.29|1.06E-04| Moderada
Anopheles coluzzii
TE Superfamilia Gene Anotacao R? | p-value |Correlagao
ACOMngousso-B-R34- . Muito
Map20 dupl76 MITE ACONO012844 Calmodulin 0.94| 8.2E-30 Forte
Na_H Exchanger
ACOMngousso-B-R31- | 5 o | ACON002093 | domain-containing |0.76| 2.3E-16|  Forte
Map20_dup8 .
protein
ACOMngousso-B-R862- .
Map20 dupl5 Jockey ACONO003092 | unspecified product [0.65| 3.2E-12 | Forte
ACOMngousso-B-G321-1 -y, o110 | AcoNo29616|  REM domain- o 515 08 09| Forte
Map20 dup2 containing protein
Eukaryotic
ACOMngousso-BR399-| g | ACONO11203 |ransiation initiation|0.51) 7.9E-09 | ~ Forte
Mapl1 dup294
factor 5
ACOMngousso-B-R3314- .
Map4 reversed dup2 P ACONO006809 | unspecified product 0.50| 1.6E-08 | Forte
ACOMngousso-B-R605- .
Map5 reversed dup30 TIR ACONO004938 |Palmitoyltransferase|0.45| 1.2E-07 | Moderada
ACOMngousso-B-G48-
Map20_ dup288 Tcl-Mariner .
ACOMngousso-B-R3574- - Class I1:? ACONO010304 | unspecified product [0.40| 8.3E-06 | Moderada
Map3 dupl0
ACOMngousso-BP8.36-| 7.1 17iner | ACONOOROSS | Cfufamine g 3415 8E 06 | Moderada
Map20 dup57 synthetase
FAD-binding
ACOMngousso-B- Jockey | ACON004189 |[PCMH-type domain-|0.37 3.4E-06 | Moderada
P201.18-Map3 .7 .
containing protein
ACOMngousso-B-R862-\ ;4 | AcoNo03093 | 444 domain- 4 35| 5 6k 06 | Moderada
Map20 dupl5 containing protein
ACOMngousso-B- .
P201.18-Map3 Jockey ACONO004195 | unspecified product [0.35| 7.8E-06 | Moderada
Peptidase M14
ACOMngousso-B-G40631 ¢t | ACONO13181 | domain-containing |0.34] 9.4E-06 | Moderada
Map3_dup23 .
protein
ACOMngousso-B-RS99-1 g | AconNoooss | MSP domain- 4 3411 005 |Moderada
Mapll dup231 containing protein
ACOMngousso-B-PE.36-| 7. 11, iner | ACONO10332 | C2H2-0Pe domain-lg 41y 5 05 | Moderada
Map20_dup29 containing protein
ACOMngousso-B-G4065- .
Map3 dup23 LTR ACONO001026 | unspecified product [0.33| 1.3E-05 | Moderada
Sodium/potassium-
ACOMngousso-B-G48- Tcl-Mariner | ACON002858 |transporting ATPase|0.33| 1.5E-05 | Moderada
Map20_ dup85 .
subunit alpha
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Quadro 7 — Elementos de transposi¢ao que potencialmente agem em cis modelando a expressao

de genes adjacentes (Continuagao)

Anopheles coluzzii

TE Superfamilia Gene Anotagao R? | p-value |Correlagdo
ACOMngousso-B-R3II0N ) 47 | AcON009893 | Nocurnin 1032|2305 | Moderada
Map8 dup4
ACOMngousso-B- .
P115.290-Mapl1 dup9 MITE ACONO11768 | unspecified product |0.31| 2.8E-05 | Moderada
Anopheles gambiae
TE Superfamilia Gene Anotacao R? | p-value |Correlagao
. Eukaryotic large
R _60_dup103 Mariner- | hAT- Tel- |\ Ap028897 | subunit ribosomal |0.39(2.36E-03| Moderada
N22 AG _dup296 Mariner RNA
A_gambiaeChr-B-R476-
Map20 dup44 TIR AGAP029751 argonaute 2 0.31|1.43E-04| Moderada
Culex quinquefasciatus
TE Superfamilia Gene Anotagao R? | p-value |Correlagdo
ankyrin repeat
Jockey-1 CQ_dup445 Jockey  [LOC119765008 domain-containing |0.76/6.80E-09| Forte
protein 39
culex_third-B-P759.250- uncharacterized
Map13 dupl08 RTE LOC119766710 LOCI119766710 0.732.72E-08| Forte
PiggyBac- . protein LSM14
N1 CQ dupl889 PiggyBac | LOC6040243 homolog B 0.73|3.11E-08| Forte
. CCR4-NOT
culex_third-B-R6413- 1, 10 | LOC6041556 | transcription  [0.66|5.31E-07]  Forte
Map4 reversed dupl :
complex subunit 10
culex_third-B-G7237- SINE | LOC6037729 | L#-alpha-glucan-o (s 415 07 Forte
Map20 dup5 branching enzyme
culex_third-B-P107.533- COPY signalosome
Map20 dup339 SINE LOC6031960 complex subunit 4 0.65|7.65E-07| Forte
Jockey-N6B_CQ dup278| Jockey | LOC6047961 ’”teggzg‘;rn jf;“p lex 1) 56/1.00E-05| Forte
isoleucine--tRNA
Jockey-N1_CQ_dup76 Jockey LOC6048396 ligase, mitochon drialo'56 1.26E-05| Forte
DNA-directed RNA
Jockey-N8 CQ dup160 Jockey LOC6037735 polymerase III  |0.55{1.43E-05| Forte
subunit RPCI
uncharacterized
Jockey-1 CQ dup445 Jockey LOC6036652 LOC6036652 0.53]2.84E-05| Forte
culex_third-B-G1524- . transcriptional
Map3 dup493 Transib LOC6040991 repressor CTCF 0.523.10E-05| Forte
culex_third-B-G3447- . .
Map4 dup! 101 MITE LOC6047592 | RRP15-like protein |0.50|5.43E-05| Forte
chromatin-
DNA-TA-7 CQ dup580| ClassIl:? | LOC6043673 |remodeling complex |0.49(7.09E-05|Moderada
ATPase chain Iswi
ATP synthase
Jockey-N6B CQ dup286| Jockey LOC6033499 subunit alpha,  0.46/0.000129| Moderada
mitochondrial
1-3 CQ_dup199 1 LOC6041261 |protein alan shepard|0.40/0.000644| Moderada
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Quadro 7 — Elementos de transposi¢ao que potencialmente agem em cis modelando a expressao

de genes adjacentes (Continuagao)

Culex quinquefasciatus

TE Superfamilia Gene Anotagao R? | p-value |Correlagdo
Culel’\‘[;;lff'?lﬁj()63 | Zaor | LOCE036109 | F1CSTEET PTOMIR o 310,00082 | Moderada
Mapczuole}riévtzggfﬁ(j; lo7g Class T2 | LOC6039492 | DNA ligase I (0.38[0.000878 Moderada
culex third-B-R214- uncharacterized
Map20 dup441 MITE LOC6049318 LOC6049318 0.37/0.001802|Moderada
culex_third-B-R2958- CXXC-type zinc
Map? dupl78 Zawor | LOC6037734 | o © O D 10.360.001112 Moderada
Sola2-N1B_CQ_dup2348|  Sola | LOC6034877 u%lg?ocst:?;;d 0.36/0.001178| Moderada
culex_third-B-G4735-
Map3 reversed dupl19 " uncharacterized
culex_third-B-R2763- Class II:? | LOC6049542 LOC6049542 0.36/0.002433| Moderada
Map6 dup981
culex_third-B-G4413- " rerized
Map4_dup25 culex_third- . uncharacierized
B-G4735- Class II:? [LOC119767754| serine-rich protein [0.35(0.001535|Moderada
Map3 reversed dup56 C215.13-like
. vacuolar fusion
C“1i’/}gt};(r)d'(1]?’l'(ﬂ;02' SINE | LOC6035267 |  protein MONI  |0.35[0.001546/ Moderada
p=U_dup homolog A
culex_third-B-P759.250- pre-mRNA-splicing
Mapl3 dupl37 RTE LOC6041227 factor 38 0.34/0.001703| Moderada
Sola2-N1_CQ_dup2461 Sola LOC6037695 | protein argonaute-2 |0.34/0.001777|Moderada
DNA-TTAA-
3 CQ _dup635 Class I1:? - beta carbonic
culex_third-B-G1236- Tator LOC6039829 anhydrase | 0.34/0.007105|Moderada
Map5 dup209
DYX- inc finger protein
incomp_culex_third-B- | Crypton | LOC6031239 | /! g77 ]p 10.33(0.002143| Moderada
G1400-Map6_dup246
culex_third-B-G4688- uncharacterized
— -9 -
Map9 dup621 Class II:? | LOC6049721 1OC6049721 0.33|2.15E-03| Moderada
DNAS-15_CQ_dup397
DNAS-2 CQ dup473 9 ATP-dependent DNA
culex_third-B-R2763- Class 1I:? | LOC6039422 helicase O4 0.33|0.002179| Moderada
Map6_dup1269
culex third-B-R2763- ras-related protein
— .9
Map6 dup175 Class II:? | LOC6036982 Rab-10 0.31/0.003392| Moderada
chromatin-
DNA-TA-7 CQ dup580| ClassIl:? | LOC6043675 |remodeling complex|0.30{3.93E-03| Moderada
ATPase chain Iswi
. uncharacterized
TE-2 CQ_dup562  |UndeterminedLOC119766607 LOC119766607 0.29]0.004233| Moderada
neural/ectodermal
DNA-TA-6 CQ _dupl1509| ClassII:? | LOC6035805 | development factor |0.27|6.47E-03| Moderada

IMP-L2
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Quadro 7 — Elementos de transposi¢ao que potencialmente agem em cis modelando a expressao

de genes adjacentes (Continuagao)

Culex quinquefasciatus

TE Superfamilia Gene Anotacao R? | p-value |Correlagéo
RTE-2_CQ_dup63 RTE | LOC6052628 | ranscriptional o 5¢ly 007185 Moderada
adapter 3
Gypsy-33_CQ-Ldup3 | Gypsy | LOC6048744 Z’”Cﬁ”glggpmw’” 0.26/0.007548| Moderada
uncharacterized
Sola2-N1B_CQ_dup2355 Sola LOC6039093 1OC6039093 0.26] 0.00778 | Moderada
1-
phosphatidylinositol
Jockey-N5 CQ dupll Jockey LOC6039948 | 4,5-bisphosphate (0.25|0.00925 |Moderada
phosphodiesterase
gamma-1
Aedes albopictus
TE Superfamilia Gene Anotacao R? | p-value |Correlagao
probable ATP-
R 6978 reversed dup24 RTE LOC109409558] dependent RNA |0.40|3.26E-04| Moderada
helicase DDX28
AALF-B-R2019- uncharacterized
Map20 dupl005 Chapaev  [LOC109417217 LOC109417217 0.39|3.89E-05| Moderada
AALF-L-B2569- nucleolar protein 12-
Map! reversed dupl3 Gypsy  [LOC109416759 like 0.38/4.52E-05/Moderada
beta-1,4-
AALF-L-B6450- ’
Map! dup1760 1 LOC109411740 galactosylt;ansferase 0.33|2.13E-04| Moderada
AALF-L-B3161- BEL  |LOC109622242 nucleoporin GLEI |0.31/3.47E-04 Moderada
Mapl reversed dupl100
AALF-L-B8194- uncharacterized
Map!_dup2 Gypsy  |[LOC109622551 LOCI09622551 0.30/4.78E-04| Moderada
probable
AALF-B-R1254- phospholipid-
Map20_reversed dup356 RTE LOC115258003 transporting ATPase 0.30/5.03E-04| Moderada
NEOI
kelch domain-
AALF-L-B3627- Copia  [LOC109411143| containing protein |0.30|5.23E-04| Moderada
Mapl dupl102
- 10 homolog
U6 snRNA-
AALF-B-R2142- RAT  [LOC115265269 associated Sm-like |0.29]5.59E-04| Moderada
Map20_ dup109 .
protein LSm6
U5 small nuclear
AALF-B-R78- RTE  |LOC109411700ribonucleoprotein 40/0.29/6.28E-04| Moderada
Map20 reversed dup3016 .
kDa protein
chromosome
AALF-L-B7720- BEL  [LOC109401159 transmission fidelity |0.27|1.08E-03| Moderada
Mapl reversed dup5 .
protein 8 homolog
AALF-B-R78- heat shock 70 kDa
Map20 reversed dup601 RTE LOC109425568 Dprotein cognate 4 0.26/1.28E-03| Moderada
AALF-B-P14.92- histone H2A-beta,
Map20 dup8019 1 LOC109405821 sperm-like 0.25/1.53E-03| Moderada
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Quadro 7 — Elementos de transposi¢ao que potencialmente agem em cis modelando a expressao

de genes adjacentes (Conclusao)

Aedes aegypti

TE Superfamilia Gene Anotagao R? | p-value |Correlagdo

Aaegl.5-B-G11004-
Map4 reversed dup46

Zator AAELO005237 | unspecified product (0.14| 2.4E-05 | Fraca*

Fonte: elaborado pelo autor

Legenda: O coeficiente de determinacdo (R?) indica a precisdo da regressdo em termos de predicao da expressdo do
gene. O Um R? de 0,94 indica que o modelo de regressdo poderia explicar 94 % da expressdo do gene. Apenas
correlagdes fortes e moderadas (R > 0,5) estdo mostradas no quadro. Os codigos da coluna “Gene” sdo relativos aos
codigos dos genes segundo o VectorBase (exemplo: formato AGAPO0O...) ou NCBI (formato LOC...). A anotagdo
dos genes foi obtida dos respectivos bancos de dados. * Indica a maior correlagdo entre TEs e genes em Ae. aegypti,
embora essa correlagdo seja fraca. O termo “Class 11:?” refere-se a uma familia de TE cuja superfamilia é apenas
classificada como TE de Class II, mas ndo ¢ ligada a nenhuma superfamilia classica. Isso ¢ de ocorréncia mais
comum em Cx. quinquefasciatus, devido ao fato de diversas familias de TEs dessa espécie ndo estarem classificadas
em nivel de superfamilia no banco de dados Repbase.

Em seguida foram avaliadas as redes funcionais onde estdo inseridas as proteinas que
sofrem algum tipo de influéncia de TEs em cis. Com isso pode-se deduzir se ha vias metabolicas
ou processos bioldgicos que podem estar sofrendo impacto da expressdo de elementos de
transposi¢do. Os resultados a seguir mostram que ndo ha uma mesma via ou processo
enriquecido em todas as espécies, sugerindo que a agdo de TEs sobre genes ¢ um processo
espécie-especifico. As vias relatadas aqui entdo podem ser avaliadas individualmente em

estudos futuros focando em uma espécie especifica

Em An. minimus foi encontrado apenas um elemento com associagdo a um gene, este, o
gene AMINO000734, codifica a proteina AOA182VRP3, que estd associada as funcdes
moleculares de ligacdo de ATP e atividade de galactoquinase e ao processo metabolico de
metabolismo da galactose. A rede de associagdes fisicas e funcionais (obtidas a partir do
STRING) com proteinas diretamente associadas a AOA182VRP3 mostra um enriquecimento
das vias metabodlicas KEGG da glicolise e gliconeogénese, assim como o metabolismo de

alguns acucares (Figura 42).

Em An. dirus foi encontrado apenas um elemento com associagdo a um gene, este, o gene
ADIR009174, codifica a proteina AOA182NND9 sem nenhuma funcao inferida, mas que esta
diretamente associada a um grupo de proteinas que participam da via metabolica de vigilancia
de mRNA (mRNA surveillance pathway) (Figura 43), que ¢ um mecanismo de controle de

qualidade que detecta e degrada mRNAs anormais.
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Figura 42 — Rede de associagdes fisicas e funcionais com a unica proteina de An. minimus

cuja expressao ¢ fortemente associada a expressao de um TE em cis.
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Fonte: elaborado pelo autor
Legenda: O codigo da proteina cuja expressdo esta associada a expressdao de um TE esta colorido de vermelho,

o codigo do gene envolvido com essa proteina esta mostrado entre parénteses. A espessura das arestas ¢
proporcional ao numero de evidéncias que associam essas proteinas. As coloragdes nos nos representam vias

KEGG enriquecidas.

Em An. gambiae também foi encontrado apenas um elemento com associagdo a um gene,
este, o gene AGAPO11537, codifica uma proteina Argonauta, que esta ligada a vias de
silenciamento génico. A rede de associacdes fisicas e funcionais (obtidas a partir do STRING)
com proteinas diretamente associadas a AGAP011537 mostra o enriquecimento de processos
biolégicos de catabolismo de nucleotideos, silenciamento génico, RNA de interferéncia,

Regulagdo pods-transcricional e producdo de pequenos RNAs (Figura 44).
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Figura 43 — Rede de associagdes fisicas e funcionais com a unica proteina de An. dirus cuja

expressdo ¢ fortemente associada a expressao de TEs.
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/\szKVQ \;
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[Via de degradagao de RNA

\ AOA182NBUS
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\

Fonte: claborado pelo autor

Legenda: O codigo da proteina cuja expressao esta associada a expressao de um TE esta colorido de vermelho, o
codigo do gene envolvido com essa proteina estd mostrado entre parénteses. A espessura das arestas é proporcional
ao numero de evidéncias que associam essas proteinas. As coloragdes nos nos representam vias KEGG
enriquecidas. Apenas conexdes de média e alta confianga sdo mostradas (interaction score > 0,5).

Figura 44 — Rede de associagdes fisicas e funcionais com a unica proteina de An. gambiae cuja

expressdo ¢ moderadamente associada a expressao de TEs.
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Fonte: elaborado pelo autor

Legenda: O codigo da proteina cuja expressao esta associada a expressdo de um TE estd colorido de vermelho, o
codigo do gene envolvido com essa proteina esta mostrado entre parénteses. A espessura das arestas € proporcional
ao numero de evidéncias que associam essas proteinas. As coloragdes nos nos representam termos GOs
enriquecidos. Apenas conexdes de média e alta confianga sdo mostradas (interaction score > 0,5).
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Em An. albimanus foram encontrados trés TEs com associacdo a genes. Esses genes sdo:
LOC118467319, que codifica a proteina AOA182FLQ7, que esta associada ao processo
biologico da regulagdo da estabilidade do mRNA mitocondrial; o gene LOC118468860, que
codifica a proteina AOA182FIB9, que ¢ um componente integral da membrana e que atua como
um receptor de ligantes, o gene LOC118464205, que codifica a proteina AOA182FMO04, que ¢
uma proteina ndo caracterizada que participa do processo bioldgico de transdugdo de sinal. A
rede de associagOes fisicas e funcionais (obtidas a partir do STRING) com proteinas
diretamente associadas a esses trés genes ndo mostra um enriquecimento das vias metabolicas
KEGG, mas indica um enriquecimento de termos GO envolvidos com a manutengdo da
populacdo de células tronco germinativas, organizagdo de juncdes de aderéncia celular, e

transducao de sinal por meio de GTPase, incluindo a GTPase Rap1 (Figura 45).

Em An. stephensi foi encontrado apenas um TE com expressdo fortemente correlacionada
a expressdo de um gene ¢ 4 TEs com a expressio moderadamente associada. A rede de
associacoes fisicas e funcionais (obtidas a partir do STRING) com proteinas diretamente
associadas a esses genes mostra um enriquecimento de fungdes relacionadas a acetilagdo das
histonas, organiza¢do de subunidades do complexo proteina-DNA e metabolismo dos fatores
de transcricao basais, principalmente em proteinas ligadas a AOA182Y8B3, ¢ de fungdes
relacionadas ao metabolismo dos esfingolipidios em proteinas associadas a AOA182Y6V3

(Figura 46).

Em An. funestus foi encontrado um TE com expressdo extremamente correlacionada a
expressao de um gene ¢ 5 TEs com a expressdo fortemente associada (outros 13 TEs estdo
moderadamente associados a genes). Dentre esses 6 genes com expressao fortemente associada
a TEs, metade deles geram proteinas ainda ndo caracterizadas, os outros 3 geram as proteinas:
AOA182RAH9 (subunidade beta da ATP sintetase) envolvida na sintese de ATP e no transporte
de ions de hidrogénio, AOA4YOBGJ4 (serina protease) ¢ AOA4YOBR95 (uma proteina com
dominio transmembrana). A rede de associagdes fisicas e funcionais mostra um enriquecimento

de fosforilacdo oxidativa e biossintese de ATP, bem como da via dos fagossomos (Figura 47).

Assim como em An. funestus, em An. coluzzii também foi encontrado um TE com
expressdo altamente correlacionada a expressdo de um gene, e cinco TEs com a expressao

fortemente associada (outros 13 TEs estdo moderadamente associados a genes).
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Figura 45 — Rede de associagdes fisicas e funcionais das proteinas de An. albimanus cuja

expressdo ¢ forte ou moderadamente associada a expressdo de TEs.
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Fonte: elaborado pelo autor

Legenda: O codigo da proteina cuja expressao esta associada a expressdo de um TE esta colorido de vermelho, o
codigo do gene envolvido com essa proteina esta mostrado entre parénteses. A espessura das arestas ¢ proporcional
ao numero de evidéncias que associam essas proteinas. As coloragdes nos nds representam termos GOs
enriquecidos. Apenas conexdes de média e alta confianga sdo mostradas (inferaction score > 0,5).

Dentre esses seis genes de An. coluzzii com expressao fortemente associada a TEs, apenas
um produz uma proteina ndo especificada, os outros 5 geram as proteinas: AOA6ESW673
(calmodulina), envolvida na transducdo de sinal mediada por célcio; AOA182LRO0S, envolvida
no transporte transmembrana; AOA182KTEO, envolvida no processamento do mRNA;
AOA182LHNT7 (fator de iniciagdo da tradugdo 5) que catalisa a hidrélise do GTP vinculada ao
complexo de iniciagao ribossomica 40S; AOA182L3Z9 (Akirina), uma proteina que em D.
melanogaster esta associada a resposta imune contra patogenos. A rede de associagdes fisicas
e funcionais mostra um enriquecimento de diversas vias e processos bioldgicos, como splicing

e regulacdo de splicing de RNA, iniciagdo da traducdo e montagem do complexo de proteinas,

assim como a via KEGG ribossomal (map03010). Também estdo enriquecidos processos
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relacionados a imunidade inata; a cascata de JNK, uma MAP quinase, relacionados a transducao

de sinal dentro da célula; e também relacionados a transdu¢ao de sinal mediada por uma GTPase

(enzimas que hidrolisam o GTP) monomérica (Figura 48).

Figura 46 — Rede de associagdes fisicas e funcionais das proteinas de An. stephensi cuja

expressdo ¢ forte ou moderadamente associada a expressao de TEs.
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Fonte: claborado pelo autor

Legenda: O codigo da proteina cuja expressdo estd associada a expressdo de um TE esta colorido de vermelho, o
codigo do gene envolvido com essa proteina estd mostrado entre parénteses. A espessura das arestas € proporcional
ao numero de evidéncias que associam essas proteinas. As coloragdes nos nos representam vias KEGG ou termos
GO enriquecidos. Apenas conexdes de média e alta confianca sdo mostradas (interaction score > 0,5).
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Figura 47 - Rede de associagdes fisicas e funcionais das proteinas de An. fumestus cuja

expressdo ¢ fortemente associada a expressao de TEs.
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Fonte: elaborado pelo autor

Legenda: O codigo da proteina cuja expressao esta associada a expressdo de um TE esta colorido de vermelho, o
codigo do gene envolvido com essa proteina esta mostrado entre parénteses. A espessura das arestas € proporcional
ao numero de evidéncias que associam essas proteinas. As coloragdes nos nos representam vias KEGG e termos
GO enriquecidos. Apenas conexdes de média e alta confianca sdo mostradas (interaction score > 0,5).
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Figura 48 — Rede de associagdes fisicas e funcionais das proteinas de An. coluzzii cuja expressao

¢ fortemente associada a expressao de TEs.
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Fonte: elaborado pelo autor

Legenda: O cddigo da proteina cuja expressdo estd associada a expressdo de um TE esta colorido de vermelho, o
codigo do gene envolvido com essa proteina estd mostrado entre parénteses. A espessura das arestas € proporcional
ao numero de evidéncias que associam essas proteinas. As coloragdes nos nds representam vias KEGG e termos
GO enriquecidos. Apenas conexdes de média e alta confianca sdo mostradas (interaction score > 0,5).

Em An. arabiensis foram encontrados trés TEs com expressdo altamente correlacionada
a expressao génica, e quatro TEs com a expressdo fortemente associada (outros 11 TEs estdao
moderadamente associados a genes). Dentre esses TEs com forte correlagdo a expressdo de

genes proximos, um deles se correlacionam com proteinas nao caracterizadas, € outros seis com
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os genes produtores das proteinas: AOA182HTX2, uma provavel quinase GHMP, envolvida no
processo metabolico da galactose; AOA182IABY9, uma ATPase, provavelmente envolvida no
transporte de protons e ions; AOA 1821586, uma proteina com dominio de coldgeno, constituinte
da matriz extracelular estrutural; AOA182HMV2, uma alanina transaminase; AOA182HQUI,
uma proteina que contém um dominio de interagdo LIM (dois dedos contiguos de zinco
separados por dois residuos de aminoacidos hidrofobicos), provavelmente envolvida em
processos de regulagdo da transcri¢ao pela RNA-polimerase II; AOA182HPH1, uma fosfatase
envolvida em processos metabdlicos dos fosfolipidios. Por ndo haver rede de interagdes das
proteinas de An. arabiensis cadastrada no STRING, ndo foi possivel inferir as vias ou processos

bioldgicos enriquecidas, nesta espécie, que potencialmente estdo sob influéncia em cis dos TEs.

Foi na espécie Cx. quinquefasciatus que foi encontrado o maior nimero de correlagdes
fortes e moderadas, 12 e 25 respectivamente, entre a expressdo de genes ¢ TEs. A rede de
associagoes fisicas e funcionais (Figura 49) mostra um enriquecimento de diversas processos
biologicos, como: denedilagao de proteinas (GO:0010388), que € um processo de remogao de
uma proteina semelhante a ubiquitina do tipo NEDDS8 de uma proteina; transcrigdo por RNA
polimerase III (GO:0006383); processamento de snRNA (GO:0016180), que abrange qualquer
processo envolvido na conversdo de uma transcricdo primaria de RNA nuclear (snRNA) em
uma molécula snRNA madura; transcri¢ao de RNAs nao-codificantes (ncRNA) (GO:0098781);
coesdao de cromatides irmads (GO:0007062), que ¢ o processo do ciclo celular no qual as
cromatides irmas de um cromossomo replicado ficam amarrados uma a outra; Processamento
da regido 3° do RNA (GO:0031123), que abrange processos envolvidos na formacdo da
extremidade madura de 3' de uma molécula de RNA; biogénese da subunidade ribossomica
grande (GO:0042273); um processo celular que resulta na biossintese de macromoléculas
constituintes, montagem e arranjo de partes constituintes desta subunidade ribossomica,
incluindo ai transporte para os locais de sintese proteica. Também estdo enriquecidas as vias
KEGG: Metabolismo de amido e sacarose (cqu00500), Biossintese de aminoacyl-tRNA
(cqu00970) e Degradagao de RNA (cqu03018).
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Figura 49 — Rede de associagdes fisicas e funcionais das proteinas de Cx. quinquefasciatus cuja

expressdo ¢ fortemente associada a expressao de TEs.
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Fonte: claborado pelo autor

Legenda: O codigo da proteina cuja expressao esta associada a expressao de um TE esta colorido de vermelho, o
codigo do gene envolvido com essa proteina esta mostrado entre parénteses. A espessura das arestas é proporcional
ao numero de evidéncias que associam essas proteinas. As coloragdes nos nds representam vias KEGG e termos
GO enriquecidos. Apenas conexdes de média e alta confianga sdo mostradas (interaction score > 0,5), conexdes
entre os clusters ao redor de cada proteina correlacionada com TEs foram ocultadas para facilitar a visualizagdo.
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Em Ae. albopictus ndo foi encontrada nenhuma correlagdo forte entre a expressao de gene
e TE, apenas 13 correlagdes moderadas (0,4 < R? > 0,25). Até recentemente a montagem
disponivel do genoma desta espécie encontrava-se muito fragmentada, dessa forma ainda ha
certa auséncia de determinadas proteinas em algumas das bases: NCBI protein, STRING e
UniProt proteomes (onde mais de 15% das proteinas essenciais da espécie estdo ausentes). Por
esses motivos, uma rede de associagdo das proteinas ndo foi extraida do STRING. Mas com
base nas anotacdes disponiveis foi descoberto que esses genes com certa correlagdo a TEs
produzem proteinas relacionadas com as fung¢des de exportagdo de mRNAs contendo caudas
poli(A) do nucleo para o citoplasma; glicosilagdo de proteinas, atividade de helicase e hidrolase;
translocacdo de fosfolipidios; enovelamento de proteinas; proteinas que agem como
componentes estruturais da cromatina; ou que desempenham um papel no splicing do pré-
mRNA como um componente central das pequenas ribonucleoproteinas nucleares
spliceossomais. Esse ultimo papel ¢ desempenhado por mais de uma proteina do grupo, de
forma que 3 das 13 proteinas cujos genes possuem coexpressdo com TEs participam da via

KEGG da formagao e atividade dos spliceossomos (map03040).

Apos a verificagao das vias associadas aos genes potencialmente influenciados por TEs,
foi verificada a importancia das proteinas produzidas por esses genes nas redes de intera¢ao
proteina-proteina (PPI) de cada espécie mosquito. O conceito de ~ub numa rede PPI tem mais
de uma defini¢cdo, mas de forma simplificada um hub € uma proteina com alto nimero de
conexdes. Apesar disso, outras caracteristicas como graus de centralidade podem ser utilizadas
para definir um Aub. Proteinas com alto grau de conexdes e também com alta centralidade na
rede ndo sao tidas apenas como Aubs, mas tamb&ém como proteinas essenciais para o interactoma

(VANDEREYKEN et al., 2018).

Aqui as redes de interagdo proteina-proteina dos mosquitos foram obtidas do banco de
dados STRING. Os graus e a centralidade de cada proteina das redes foram calculados e em
seguida foi verificada a importancia das proteinas produzidas pelos genes que se coexpressam

com os elementos de transposicao.

Em An. minimus, An. dirus, An. merus, An. albimanus, An. funestus, An. gambiae e Ae.
albopictus as proteinas que se coexpressam com TEs ndo se comportam como hubs, ou foram

eliminadas na constru¢ao da rede PPI devido ao baixo score de interacdo com outras proteinas.

Apenas uma das cinco proteinas (20%) que se coexpressam com TEs em An. stephensi é

um hub. Essa, a proteina AOA182Y8B3, parece ser uma das proteinas chave no interactoma,
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pois possui alto grau de conexdes (132) e centralidade. J4 em An. coluzzii esse nimero aumenta
para trés das 19 proteinas (15,19%), duas delas AOA1C7CZUS8 e AOA182L4P7 também sao
proteinas chave no interactoma devido ao alto grau de conexdes e centralidade. Em Cix.
quinquefasciatus, quatro das 37 proteinas (10,81%) coexpressas com TEs sdo hubs na rede PPI
desta espécie, no entanto nenhuma delas possui ao mesmo tempo as duas caracteristicas de mais

altos graus de conexao e centralidade.

6.2.8 Remontagem dos transcritos de TEs

Embora vérias familias de TEs sejam expressas nas diversas espécies de mosquito, e
embora algumas delas respondam a estimulos de estresse ou de infec¢do por patdégenos, ou
mesmo sejam reprimidas nos tecidos germinativos, uma pergunta que permanecia sem resposta:
Os TEs expressos geram formas ainda capazes de codificar proteinas, ou geram apenas formas
de RNAs ndo codificantes. Para solucionar essa questdo, os transcriptomas das 12 espécies
foram montados através de métodos de novo, porém utilizando-se das coordenadas gendmicas
para reduzir o nimero de artefatos e evitar a criacdo de grandes consensos de TEs ao invés de

transcritos derivados de uma tnica copia.

Para validar a completude da montagem dos transcriptomas foi utilizado o BUSCO. O
resultado mostrou que todos os transcriptomas montados apresentaram uma alta completude,
menos de 10% dos genes principais estdo ausentes. Além disso, a integridade do transcriptoma
montado foi muito semelhante ao transcriptoma de referéncia de cada mosquito (Fig. 50). A
maior diferenca entre o transcriptoma montado e o de referéncia, em termos de completude, foi
observada em Ae. albopictus, porém essa diferenca foi de apenas 7,6%. A completude alta ¢

necessaria para evitar a perda de muitos transcritos de elementos transponiveis.

O ntimero de transcritos derivados de TEs ¢ altamente variavel entre as espécies (Fig. 51).
As trés espécies da subfamilia Culicinae apresentam grande parte do genoma coberto por
elementos de transposicao, e dessa forma apresentaram muito mais transcritos derivados de TEs
que os membros da subfamilia Anophelinae. Em Ae. aegypti e Ae. albopictus, mais da metade
dos transcritos montados possuem relagdo com elementos de transposi¢ao. Esse nimero ¢ muito
menor em espécies pobres em TEs como An. albimanus e An. minimus, no entanto mesmo

nessas espécies, ainda podem se encontrar TEs sendo transcritos.
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Figura 50 — Completude dos transcriptomas montados e de referéncia verificada pelo BUSCO.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 51 — Fragdo do transcriptoma composta por transcritos relacionados a TEs
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A seguir foi investigado se essa grande quantidade de transcritos derivados de elementos
de transposicao sdo apenas transcritos ainda remanescentes de elementos ja defectivos, gerando

assim IncRNAs, ou se esses transcritos ainda possuem capacidade codificante. Foi observado
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que para a maior parte das espécies, menos de 10% de todas as isoformas montadas de TEs
ainda eram capazes de gerar ORFs maiores que 200 aminoacidos (Fig. 52). Embora pequena,
essa propor¢cdo ¢ similar em muitas espécies, indicando que a existéncia de TEs ainda

potencialmente codificantes ¢ comum nos mosquitos.

Figura 52 — Propor¢ao de transcritos de TEs capazes de gerar ORFs significativas.
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Fonte: Elaborado pelo autor

A proxima etapa foi entdo verificar quais desses elementos que ainda possuem a
capacidade de codificar uma proteina potencialmente completa, ¢ assim ser capaz de realizar a
transposi¢do de um elemento integro que esteja dentro do genoma. Foi encontrado um niimero
muito pequeno de isoformas de TEs que potencialmente geram ORFs completas e que contém
todos os dominios de elementos de transposi¢do. Entre todos os mais de 500 mil transcritos
relacionados a TE das 12 espécies de mosquito que possuem dados de transcriptoma, apenas
pouco mais de 300 isoformas ainda possuem caracteristica de um RNA mensageiro derivado
de um elemento de transposi¢do que ¢ capaz de gerar uma proteina potencialmente completa

(Fig. 53).

A espécie com o maior nimero de potenciais isoformas de TEs (146) também ¢ a segunda
espécie com o maior nimero de transcritos envolvidos com elementos de transposi¢ao (pouco
mais de 205 mil), Ae. aegypti. No entanto a espécie com o maior nimero de transcritos
envolvidos com TEs (pouco mais de 230 mil), Ae. albopictus, possui um nimero muito pequeno
de potenciais isoformas completas. Entre os anofelinos, destacam-se as espécies An. gambiae e

An. stephensi, com 66 e 61 potenciais isoformas completas, respectivamente.
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Figura 53 — Nuimero de potenciais isoformas completas de TEs dentre as ORFs

preditas
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Fonte: Elaborado pelo autor

Dentre esse total de isoformas em cada espécie, algumas delas sdo derivadas da mesma
familia de TE. Dessa forma o niumero de familias de TEs que ainda sdo capazes de produzir
RNAs potencialmente completos ¢ menor que o numero total de isoformas. A Figura 54 mostra
o numero de familias com potencial para gerar ORFs completas distribuidas entre as diferentes
superfamilias de TEs das 12 espécies de mosquito. Percebe-se que em algumas espécies como
Ae. albopictus e An. albimanus, apenas uma familia de TE ainda pode gerar um transcrito
potencialmente integro. Enquanto isso, em Ae. aegypti e An. gambiae 43 e 48 familias ainda
sdo capazes de gerar transcritos potencialmente integros, respectivamente, sendo esses 0s
maiores numeros entre as espécies. Com relagdo as superfamilias, destacam-se os

retrotransposons LTR Gypsy e Bel-Pao e o nao-LTR Jockey.

6.2.9 Poucos TE chegam ao nivel de expressio de proteinas

Ao final da cadeia de expressao, um gene no DNA da espécie é capaz de gerar proteinas.
Isso também ocorre com os elementos de transposi¢do, embora existam mecanismos do
hospedeiro para silenciar os TEs. Para verificar a capacidade dos TEs dos mosquitos de
produgdo de proteinas, foram investigados dados publicos de espectrometria de massas. Uma
vez que métodos de protedmica de larga escala ainda ndo estdo bem difundidos como os
métodos de sequenciamento de RNA, o nimero de espécies com dados disponiveis caiu de 12

para 3 espécies (Fig. 55). No entanto, elas representam dois géneros, € dentro do género
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Anopheles, dois subclados distintas, fazendo com que represente bem o grupo dos mosquitos

estudados.

Figura 54 — Familias de potenciais isoformas completas de TEs dentre as ORFs preditas.

Aedes aegypti1 @ @ ® @@ @ CNONONO) @ @ Value10 .
Aedes albopictus ®
Culex quinquefasciatus - @ ® @ @ e
Anopheles albimanus A ® >0
Anopheles dirus ‘ . 2.5
Anopheles stephensi - @ ® e @ ONONO) © @ @ @
Anopheles minimus - @ @ value
Anopheles funestus (@) @ @ @ O 10
Anopheles merus - @ Q 8
Anopheles arabiensis O 5
Anopheles coluzziH- @ @ @ @ @ ® @ O 2
Anopheles gambiae (OO0 @ @ @ O 1
& & 2

Fonte: Elaborado pelo autor
Legenda: A coloragao ¢ o tamanho dos balGes sdo proporcionais ao ntimero de familias com isoformas completas
dentro de cada superfamilia de TE (eixo x). O valor dentro dos baldes representa esse nimero de familias.

As 3 espécies apresentaram proteinas de TEs expressas. No total foram encontradas 94
proteinas expressas de diferentes familias de TEs somando-se todas as espécies. Dentre essas,
destaca-se a expressdo de TEs da ordem LTR, mais da metade (56,38%) das proteinas eram
dessa ordem. Sendo 23 proteinas da superfamilia Gypsy, 19 proteinas da superfamilia Bel-Pao
e 11 proteinas da superfamilia Copia. Elementos ndo LTR também foram encontrados
abundantemente expressos, 37,23% do total. Dentre eles todas as grandes superfamilias
(utilizando a definicao de Wicker et al. (2007)) foram encontradas expressas com pelo menos
uma proteina, como no caso do grupo R2. As superfamilias de ndo LTR com proteinas mais

expressas foram a / e a Jockey, com 12 e 11 proteinas expressas respectivamente.

Elementos de transposicdo de Classe II sao pouco representados dentre o total de

proteinas encontradas. Apenas 6 elementos desse tipo estdo expressos, todos da ordem TIR.
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Eles sdo expressos apenas nos dois mosquitos do género Anopheles, e pertencem as

superfamilias Tcl/-Mariner, CACTA e hAT.

Nem todas as proteinas encontradas refletem elementos completos, a distribui¢do dos
dominios proteicos ¢ desigual (Fig. 55 A). Dentre os elementos LTR, o dominio mais
comumente encontrado é o GAG, presente em 34 das 53 proteinas dessa ordem. Esse é o unico
dominio presente em 2 proteinas de TEs expressas em quase todos os tecidos do mosquito An.
stephensi (Fig. 55 D). Dentre os elementos ndo LTR, a distribuicdo de dominios ¢ ainda mais
desigual. A maior parte das proteinas encontradas desses elementos possui apenas o dominio
de transcriptase reversa (RT). Dentre os grupos proteicos analisados também foram encontradas
16 proteinas de TE sem dominios conservados, embora tenha sido confirmado que as ORFs
sejam derivadas de elementos de transposi¢do. A maior parte dessas proteinas sem dominios
identificados sdo pertencentes a elementos ndo LTR, que sdo conhecidos por possuirem uma

segunda ORF com fungdo ainda ndo totalmente esclarecida.

Aedes aegypti foi a espécie com a maior quantidade de proteinas encontradas, 69
proteinas, embora houvesse apenas 4 tecidos analisados (Fig. 55 B). Em segundo lugar esta o
An. stephensi, com 21 proteinas encontradas (Fig. 55 D) e por ultimo o An. gambiae, com
apenas 4 proteinas encontradas (Fig. 55 C), embora esse baixo numero possa ter alguma relagao

com a quantidade de tecidos disponiveis, apenas 2.

Analisando-se as trés espécies, percebe-se que o padrdo de expressdo das proteinas
derivadas de TEs ¢ altamente tecido especifico, com apenas uma proteina expressa em pelo
menos trés diferentes amostras de Ae. aegypti e trés proteinas expressas em pelo menos trés
diferentes tecidos de An. stephensi, sendo duas delas expressas em quase todos os tecidos
analisados. Outro padrao interessante encontrado quando An. stephensi ¢ analisado € a presenca
de um perfil de expressao de TEs totalmente diferente nos tecidos germinativos, que se agrupam

em um subclado préximo a raiz do dendrograma formado (Fig. 55 D).
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Figura 55 — Proteinas de TEs identificadas por espectrometria de massas
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Fonte: Elaborado pelo autor

Legenda: (A) Quantidade de dominios expressos nas proteinas de TEs encontradas nas 3 espécies, TASE =
transposase, HTH = dominio de hélice-volta-hélice, EN = endonuclease, RT = transcriptase reversa, RH =
RNAse H, Zinc finger = dedos de zinco, INT = integrasse, AP = endonuclease apurinica, RNA pol Il Med =
mediador da RNA polimerase II. As proteinas de TEs expressas em Aedes aegypti (B), Anopheles gambiae (C) e
Anopheles stephensi (D).
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7 DISCUSSAO

Embora muito conhecimento tenha sido acumulado sobre o “ciclo de vida” dos TEs desde
a revolugdo gendmica, e se saiba que a abundancia e diversidade do mobiloma no genoma de
cada espécie ¢ o resultado de uma corrida evolutiva sem fim entre TEs e hospedeiros (FRIEDLI;
TRONO, 2015; PLATT; VANDEWEGE; RAY, 2018), ainda existem véarias questdes em
aberto sobre o papel especifico da transferéncia horizontal no rearranjo de TEs entre diferentes
espécies eucarioticas € seu impacto nas espécies receptoras. Nesta tese, foi realizada uma
caracterizagdo detalhada do mobiloma em 24 genomas de mosquitos disponiveis, além disso,
foram detectadas uma alta variabilidade do contetido de TE entre as espécies e uma série de
transferéncias horizontais. Finalmente, a expressao dos TEs foi investigada e possiveis papéis

funcionais foram identificados.

7.1 COMPOSICAO DO MOBILOMA E TRANSFERENCIA HORIZONTAL

Os 24 genomas de mosquitos disponiveis durante a realizagdo desse trabalho foram pouco
estudados do ponto de vista do mobiloma. A caracterizagdo de TEs, disponivel para a maioria
das espécies, geralmente data do momento em que a primeira descri¢do do genoma da espécie
foi publicada. Uma exceg¢do sao as duas espécies modelo An. gambiae € Ae. aegypti, e também
uma espécie de Anopheles encontrada no Brasil e maior vetor do Plasmodium spp. no Brasil, o
An. darlingi (HOLT et al., 2002; MARINOTTI et al., 2013; NENE et al., 2007). Para An.
gambiae, uma abordagem baseada em homologia foi usada para comparar sequéncias de
genoma com sequéncias ¢ dominios de TEs conhecidos (HOLT et al., 2002). Em An. darlingi,
uma abordagem similar foi utilizada, foi feita uma predicdo ORF do genoma e estas foram
anotadas por homologia com TEs presentes no NCBI (MARINOTTI et al., 2013). Ja o
mobiloma de 4e. aegypti foi caracterizado pela primeira vez pelo RepeatScout e por homologia
com elementos conhecidos (NENE et al., 2007). Uma série de melhorias foram feitas desde que
os genomas dessas espécies foram publicados, inclusive recentemente uma analise manual dos
TEs de An. darlingi foi realizada, elevando de 2,3% para 5,6% a fracdo do genoma sabidamente
composta por TEs (DIESEL et al., 2019). No entanto, o mobiloma da maioria das espécies de
mosquitos nao foi extensivamente estudado, e embora algumas sequéncias de TE possam ser
encontradas em bancos de dados, ndo ha anotacdo padrao. Além disso, o uso de diferentes
metodologias para detec¢ao de TE (como exemplificado nos trés casos anteriores) dificulta uma

analise gendmica comparativa em larga escala do mobiloma do mosquito. Na ultima década,
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16 novos genomas de Anopheles foram publicados (NEAFSEY et al., 2015), mas muito pouco
se sabe sobre o mobiloma desses mosquitos, € os TEs anotados ndo foram disponibilizados para
a comunidade cientifica.

Dois tipos principais de abordagem sdo usados para identificar TEs em sequéncias
gendmicas montadas: abordagens baseadas em homologia e métodos de novo. O método mais
utilizado envolve a detec¢do de homologia entre TEs previamente caracterizados, normalmente
obtidos de bancos de dados como Repbase, e as sequéncias recém-montadas (BAO; KOJIMA;
KOHANY, 2015). O RepeatMasker ¢ o software de primeira escolha para fornecer uma visao
geral dos TEs em qualquer genoma através da comparagdo com bancos de dados (SMIT;
HUBLEY; GREEN, 2015). Alternativamente, as abordagens de novo identificam TEs por suas
caracteristicas estruturais ou por caracteristicas repetitivas/multiplas no genoma do hospedeiro
(GOUBERT et al., 2015; XU; WANG, 2007; ZYTNICKI; AKHUNOV; QUESNEVILLE,
2014). Para melhorar a detec¢do e classificagdo padronizada de TEs, neste trabalho foi utilizada
uma gama de softwares que realizam detecgdo de novo de TEs, assim como uma busca baseada
em homologia. A isto se seguiu a classificacdo por trés programas baseados em algoritmos
distintos, PASTEC, TEsorter ¢ RepeatClassifier. Em consonancia com outros estudos, as
diferentes abordagens metodoldgicas geraram resultados diferentes, mas complementares
(BERTHELIER et al., 2018; GOERNER-POTVIN; BOURQUE, 2018). Se por um lado,
abordagens de novo resultam em uma caracterizacao mais extensa do conteudo de TEs no caso
da maioria dos genomas de mosquitos, por outro lado, este método nao recupera todo o
mobiloma. Algumas familias de TEs de baixa copia e mais divergentes foram recuperadas
apenas por busca de homologia. O impacto mais marcante da utilizagdo de metodologias
complementares em termos de conteudo global de TEs ocorreu no caso do genoma de Cx.
quinquefasciatus. Arensburger et al. (2010) mostraram que 29% do genoma de Cix.
quinquefasciatus era composto por TEs. Um estudo adicional usando um método de novo
baseado em pesquisa estrutural encontrou outros TEs ndo descritos no momento do
sequenciamento deste genoma (MARSANO et al., 2012). Este trabalho expandiu ainda mais a
anotacdo de TEs para Cx. quinquefasciatus atingindo uma proporcao de TEs de 43,55% e
descreveu algumas superfamilias de TE que ainda ndo haviam sido descritas em algumas
espécies de mosquitos, uma vez que relata pela primeira vez a ocorréncia de elementos
Penelope no genoma de Cx. quinquefasciatus e elementos semelhantes a Crypton no genoma
de Ae. albopictus. Cryptons foram descritos pela primeira vez em fungos patogénicos

(GOODWIN; BUTLER; POULTER, 2003) e mais tarde em stramenopilas e animais, incluindo
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Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus (KOJIMA; JURKA, 2011). Assim, uma caracterizagao
consistente do conteudo de TEs de uma determinada espécie requer que abordagens de novo e
baseadas em homologia (com diferentes bases de dados de TE de referéncia) sejam usadas para

identificacao e classificagao de TEs.

No presente estudo, um contetido mais extenso de TE, além da deteccdo de superfamilias
ndo descritas anteriormente podem ser explicados por varios fatores: a base de dados de TE de
referéncia utilizada, a frequéncia com que ¢ atualizada e a extensao em que a diversidade de
sequéncias estd disponivel nesta base de dados. Além disso, a variedade de ferramentas e
abordagens disponiveis empregadas em cada publicacdo € outro fator importante. Os resultados
desta tese destacam o impacto de varios desses vieses no mesmo conjunto de genomas. Fica
claro que a caracteriza¢ao consistente do contetido de TEs de uma determinada espécie requer
que ambas as abordagens, de novo ¢ baseadas em homologia, sejam usadas para identificagao

e classificagdo de TEs.

A caracterizagdo aprofundada do mobiloma realizada aqui nos permitiu investigar a
influéncia dos TEs no tamanho dos genomas dos mosquitos. Foi observado que a fracao do
genoma do mosquito coberta pelo TE correlaciona-se significativamente com o tamanho do
genoma, embora seja muito mais pronunciada em espécies do género Aedes. Esses resultados
corroboram achados em artrépodes (PETERSEN et al., 2019) e vertebrados (CHALOPIN et
al., 2015), no entanto, ¢ interessante destacar que os mosquitos do complexo Anopheles
gambiae apresentaram um maior tamanho de genoma para a sua fragdo do genoma composta
por TEs do que as outras espécies de Anopheles. Isso sugere que outras sequéncias também sao
responsaveis pela expansdo gendmica, como microssatélites e duplicagdes segmentares, como

mostrado para outras espécies (LU et al., 2012; WANG et al., 2013).

A influéncia de novos TEs invasivos, via transferéncias horizontais, tem sido proposta
para varios elementos, como sugerido para BovB em genomas de vertebrados (BAIDOURI et
al., 2014) e An-RTEs em plantas (GAO et al., 2018). Nesta tese, dada a alta variabilidade e
distribuicdo desigual de varias superfamilias/familias de TEs encontradas nos genomas de
mosquitos, foi investigado o papel das transferéncias horizontais de transposon (HTT) na
historia evolutiva do mobiloma dos mosquitos. Mais de cinco mil HTTs foram relatadas entre
eucariotos até agora, mas apenas quatro eventos de HTT envolvendo mosquitos foram bem
documentados, enquanto 257 casos foram relatados entre drosofilideos, que também pertencem
a ordem Diptera (DOTTO et al., 2018). Aqui, foi relatado um aumento de quarenta vezes (172)

no numero de eventos de HTT descritos entre mosquitos em relagdo aos dados anteriores da
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literatura, ademais, vdarias hipdteses sobre a influéncia das caracteristicas bioldgicas do
hospedeiro ¢ dos TEs nas HTTs foram investigadas. Um dos requisitos basicos para uma
transferéncia de TEs para uma nova espécie hospedeira € a sobreposi¢ao espago-temporal dos
hospedeiros (WALLAU; VIEIRA; LORETO, 2018). Descobertas recentes sobre insetos
apoiaram uma taxa de HTT mais alta entre faxa que compartilham o mesmo habitat (PECCOUD
etal.,2017). No entanto, em nossa analise refinada de genomas de mosquitos, ndo encontramos
associacao entre a faixa de habitat de espécies ancestrais e a taxa de HTT, mostrando que
diferentes padrdes podem surgir conduzindo a taxa de HTT em diferentes niveis taxondmicos
do hospedeiro. A associagdo entre os tipos ou classes de TE e a taxa de transferéncia horizontal
tem sido observada, mostrando que os transposons LTR e DNA transferem muito mais
frequentemente do que os retrotransposons nao LTR (GILBERT; FESCHOTTE, 2018; SILVA;
LORETO; CLARK, 2004). Este trabalho descobriu, em mosquitos, que metade das
superfamilias que sofreram HTT pertencem a ordem LTR de TEs, com um niimero quase igual
de familias de elementos TIR e ndo-LTR na fragdo restante. Este resultado difere um pouco de
um outro estudo em insetos, que investigou um conjunto mais amplo de tdxons e um periodo
de tempo mais curto (altimos 10 MY A), e relatam uma maioria de TEs de Classe II envolvidos

em eventos HTT seguidos por retrotransposons LTR e ndo LTR (PECCOUD et al., 2017).

Outra caracteristica intrinseca do hospedeiro que pode afetar a taxa de HTT ¢ o parentesco
filogenético das espécies hospedeiras. Varios estudos relataram que a transferéncia horizontal
ocorre com mais frequéncia em espécies mais proximas (BAIDOURI et al., 2014; PECCOUD
et al., 2017). No entanto, HTTs de longo alcance, entre tdxons distantemente relacionados,
também foram observados (GAO et al., 2018; METZGER et al., 2018). Estes ocorrem
frequentemente com grupos de TEs especificos, como elementos de Classe II das superfamilias
Tcl-Mariner (OLIVEIRA et al., 2012) e hAT (GILBERT et al., 2010). Os dados relatados aqui
corroboram esses achados, mostrando que a maioria das HTTs de retrotransposons ocorreu
entre espécies intimamente relacionadas do mesmo género, e as transferéncias de longo alcance
entre espécies do género Aedes e Anopheles ocorreram principalmente com transposons de
Classe II. Dos cinco TEs que sofreram transferéncia para espécies de metazoarios ainda mais
distantes, todos eram TEs Classe II da superfamilia Tcl-mariner. Um padrdao semelhante foi
observado em um estudo que investigou HTTs em 195 espécies de insetos (PECCOUD et al.,
2017). Isso comprova que, em geral, HTTs ocorrem com mais frequéncia entre espécies
intimamente relacionadas, mas tratando-se de transferéncias de longo alcance, ha uma maior

propensao do envolvimento de TEs de Classe II. O que provavelmente resulta da independéncia
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de promotores e fatores de transposi¢ao do hospedeiro, tornando-os capazes de se transpor em

um amplo conjunto de espécies hospedeiras divergentes.

Um aspecto interessante do grande numero de eventos HTT encontrados entre os
mosquitos € que ele esta distribuido de forma heterogénea na arvore evolutiva desses insetos,
mostrando uma prevaléncia muito maior de HTT entre as espécies do género Aedes. Embora
haja um claro viés de mais genomas disponiveis do género Anopheles, ainda encontramos muito
mais HTTs entre espécies do género Aedes, os maiores genomas de mosquitos sequenciados
até agora. Além disso, apesar dessa influéncia do tamanho do genoma, ndo foi obervado
nenhum unico caso de HTT envolvendo Cx. quinquefasciatus, uma espécie com tamanho de
genoma intermediario (~600Mb), mas com um grande teor de TE (cerca de 44%). Estudos sem
vieses, incluindo um conjunto diversificado de espécies de mosquitos, devem ser realizados
para testar esses padrdes, mas nossos resultados destacam que alguns tdxons sao mais propensos
a trocar TEs horizontalmente do que outros, o que ¢ corroborado por outros estudos de grande

escala (REISS et al., 2019).

Medir a influéncia direta de TEs transferidos horizontalmente ¢ uma tarefa dificil, uma
vez que € necessaria uma anotagao genética precisa de todos os genomas para associar insergoes
de TE com o impacto nos genes circundantes. No entanto, ¢ possivel estimar a propor¢ao do
genoma do hospedeiro que ¢ derivado de TEs transferidos horizontalmente. Isso pode ser usado
como um proxy para estimar o provavel impacto/carga no genoma do hospedeiro. Neste
trabalho foi descoberto que os TEs transferidos horizontalmente contribuem para o tamanho do
genoma em varios graus, dependendo do genoma do mosquito. Para ambas as espécies do
género Aedes, os TEs envolvidos em HTTs representam uma por¢ao substancial do genoma
(6,68-7,85%), o que representa cerca de 199 Mb no genoma de Ae. albopictus (2,5 GB). Isso é
maior que o tamanho do genoma de Drosophila melanogaster (143,7 Mb) (THURMOND et
al., 2019) e do 4caro Tetranychus urticae (91 Mb) (GRBIC et al., 2011). Esses resultados
mostram que os TEs transferidos horizontalmente atingem um alto nimero de copias, uma vez
que se replicam sem controle do genoma do hospedeiro ap6s sua invasao e podem, dessa forma,
contribuir substancialmente para a expansdo e estrutura do genoma do hospedeiro. Em
consonancia com isso, o tamanho do genoma também esta correlacionado com a propor¢do do
genoma coberto por TEs transferidos horizontalmente, confirmando que as HTTs contribuiram
substancialmente para o tamanho do genoma dos mosquitos. Além disso, a datagdo dos eventos

de HTTs sugere que a maior parte da invasao de TE em mosquitos ocorreu nos ultimos vinte
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milhdes de anos, um periodo de tempo durante o qual a maioria das espécies de Anopheles

sofreu especiagdo (TANG et al., 2018).

Os resultados fornecem evidéncias de que HTTs geralmente ocorrem com mais
frequéncia do que o esperado entre espécies intimamente relacionadas, mas alguns eventos HTT
envolvendo hospedeiros mais divergentes também foram observados. Dois casos de HTT em
mosquitos envolvem a mosca H. irritans, que também ¢ um invertebrado sugador de sangue.
Um desses casos envolve um elemento 7c/-Mariner da subfamilia irritans que esta envolvido
em muitos eventos HTT em todos os filos. Curiosamente, foram encontradas varias copias
desses elementos em quatro conjuntos gendmicos diferentes de W. bancrofti, um parasita
nematoide transmitido por mosquitos que causa filariose linfatica em humanos. Pelo menos um
desses conjuntos foi reconstruido usando apenas sequéncias de DNA de vermes adultos
isolados do sangue de um paciente humano infectado (GCA 001555675.1), excluindo qualquer
possibilidade de contaminagdo com DNA de mosquito. Para avaliar ainda mais essa
possibilidade de contaminagdo nas montagens do genoma de W. bancrofti, uma busca
utilizando o Blast foi realizada a partir dos quatro genomas disponiveis contra o genoma do An.
gambiae. Isso confirmou que elementos com alta similaridade e com grande tamanho de
alinhamento foram recuperados apenas para o elemento 7c/-Mariner (HTb). O conjunto dessas
evidéncias confirma que esses elementos sdo verdadeiros componentes do genoma dessa

espécie.

Ademais, foi observado que o elemento em W. bancrofti tem uma idade semelhante
aquelas encontradas em espécies de Anopheles da Europa ¢ Asia, embora este elemento seja
mais recente nas espécies de Anopheles africanas. Isso sugere que W. bancrofti adquiriu este
elemento de espécies de Anopheles europeias e asidticas e os transferiu, mais recentemente,
para os Anopheles que habitam o continente africano. Considerando que as espécies de
Anopheles ndo migram por longas distdncias, ¢ possivel que essas transferéncias
intercontinentais de TEs tenham ocorrido por meio de vermes hospedados por animais
migratdrios, como passaros (SUH et al., 2016). Além disso, ¢ sabido que esse verme filarial é
transmitido por diferentes espécies dos géneros Aedes, Culex, Mansonia ¢ Anopheles (VAN
DEN BERG; KELLY-HOPE; LINDSAY, 2013), sugerindo que W. bancrofti provavelmente
mediou a transferéncia de elementos HTb entre mosquitos. Abundante evidéncia de troca de
material genético entre vermes e hospedeiros corrobora esta hipotese (IMASE et al., 2003; SUH
etal.,2016). A descoberta deste nematoide parasita reforca a evidéncia de espécies parasitarias

como um importante agente de transferéncia de TE entre espécies eucarioticas multicelulares.
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Outro caso interessante de HTT vem do retrotransposon nao-LTR da superfamilia R2. De
acordo com a classificacdo de Wicker, a superfamilia R2 compreende quatro clados: CRE,
NeSL, R4 ¢ R2 (EICKBUSH; MALIK, 2002). Esse elemento se distribui de forma desigual
entre os mosquitos, ocorrendo apenas nas espécies do género Aedes e nas espécies do complexo
An. gambiae. Um estudo anterior sugeriu que esta distribui¢ao ¢ compativel com um evento de
transferéncia horizontal (BIEDLER; CHEN; TU, 2015). A presente tese confirma este
resultado, mostrando que os elementos R2 provavelmente foram transferidos horizontalmente
de Ae. albopictus ao ancestral do complexo de espécies An. gambiae e depois herdado

verticalmente pelas seis espécies deste complexo.

7.2 EXPRESSAO DOS TEs

De acordo com a literatura de elementos de transposicdo ¢ esperado que a maioria das
copias de TEs nao seja funcional. Contudo, nos dias atuais a visao reducionista original dos
TEs como “DNA lixo” esta ficando bem distante, ¢ a comunidade estd cada vez mais
convencida de que os TEs representam elementos essenciais na regulacao da expressio génica
(DRONGITIS et al., 2019). Apesar disso, o primeiro passo na maior parte dos estudos ¢
mascarar os elementos de transposi¢dao, devido a sua complexidade, de forma a tornar as
analises focadas nos genes, o que deixa de mais da metade do genoma na escuridao (SLOTKIN,
2018).

Uma alta expressdo e mobilidade dos TEs podem levar a instabilidade do genoma e
impactos diretos no fendtipo do hospedeiro. Nos ultimos anos, a expressao e os impactos da
transposi¢ao dos TEs vém sendo bastante estudados em humanos, principalmente por estar
associado a diversos tipos de cancer. Em varios desses casos hd formacdo de transcritos
quiméricos de genes e TEs, geralmente TEs da ordem LTR, influenciando a oncogénese (JANG

etal.,2019).

Se por um lado os estudos sobre a expressdo e os impactos dos elementos de transposi¢ao
tem avang¢ados em humanos, em outras espécies, o padrdo de expressao dos TEs ndo ¢ tdo bem
estudado. Isso se da principalmente pela dificuldade em lidar com a natureza repetitiva dos
elementos de transposicao e principalmente pela falta de padronizagdo e anotacao de TEs na
maior parte das espécies. Neste trabalho foi investigada a expressao de TEs em 12 das 24
espécies de mosquitos inicialmente estudadas. O primeiro passo foi realizar uma anotagdo de
cada copia de TE no genoma através de métodos especificos de anotagdo para TEs, rejeitando-

se o método tradicional de anotacdo, onde o genoma de uma espécie era simplesmente
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mascarado e multiplas possiveis copias de TEs, muitas vezes bastante fragmentadas, eram
encontradas. Dessa forma, uma das contribui¢des desse trabalho ¢ a disponibilizacdo das
anotagdes de TEs num formato amplamente utilizado, o formato GTF (General Transfer
Format), o que permitird que estudos futuros possam analisar ndo so6 os genes, mas também a
expressdo dessa grande fracdo do genoma, que sdo os elementos de transposi¢do. Isto
contribuira para maximizar os resultados de trabalhos originais, que no geral sdo bastante caros
em decorréncia da alta quantidade de sequenciamentos realizados (SLOTKIN, 2018), uma vez
que para avaliar a expressao de TEs precisa-se no geral de trés fontes: I) software de andlise, ja
desenvolvido por muitos grupos de pesquisas; II) anotagdo génica, disponivel em bancos de
dados gerais como o NCBI, ou mais especificos, como o VectorBase no caso dos mosquitos;
IIT) anotacdo dos TEs, essa ¢ a mais dificil de se encontrar, pois esta ausente para diversas

espécies, ou feita de forma simploria para outras, através de métodos simples de mascaramento.

O resultado da analise de anota¢do dos TEs indicou que uma pequena fracdo das copias
de transposons, mas que ainda representam dezenas de TEs, possuem alguma sobreposi¢do com
genes dos mosquitos. Sobreposi¢des ainda mais massivas de TEs nos genes de outras espécies
ja foram observadas, como por exemplo em fungos, onde TEs ndo auténomos sao
frequentemente encontrados em regides génicas (MUSZEWSKA et al, 2019). Essas
sobreposigoes podem impactar diretamente na expressao desses genes uma vez que a presenca
de um TE numa regido pode afetar o estado da cromatina daquele local (DRONGITIS et al.,
2019). Além disso, os TEs que estdo localizados na regido antisenso dos éxons dos genes
(compondo mais da metade dos eventos de sobreposicao de TEs e genes nos mosquitos) podem
atuar regulando a expressdo génica a partir da formacao dos transcritos antisensos, assim como
foi observado em humanos, onde a maior parte dos locais de iniciacdo das transcri¢des
relacionados a TEs esta localizada em sentido oposto aos genes (CONLEY; MILLER;
JORDAN, 2008). O restante das colocalizagdes representa sobreposi¢cdes que ocorrem na
mesma fita do DNA. Nestes casos percebe-se que os TEs influenciam estas espécies através da
formagao de novos éxons em alguns genes. Esse processo ja é conhecido em algumas espécies,
por exemplo, em Arabidopsis thaliana foi estimado que ~1,2% de todas as proteinas anotadas
possua influéncia de TEs em suas sequéncias (LOCKTON; GAUT, 2009), ja em humanos
estima-se que 5,8% dos genes possuem éxons envolvidos com transposons da ordem LTR

(PIRIYAPONGSA et al., 2007).

A presenga de TEs coexpressos com genes proximos ja foi observada em vdrias

espécies, como em Drosophila melanogaster, quando exposta a diferentes condi¢cdes de
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estresse, onde a presenca de um estressor aumentava ou reduzia a expressao de um gene e do
TE que estava na sua vizinhanga (OLIVEIRA et al., 2021). A coexpressdao de alguns TEs e
genes proximos também foi observada no fungo patogénico Zymoseptoria tritici, onde cerca de
5% dos TEs, de ambas as Classes I e II, se coexpressam com genes da espécie (FOUCHE et al.,
2020). Neste caso, assim como no caso do retrotransposon Hopscotch no genoma do milho
(STUDER et al., 2011), é possivel que a expressao dos TEs coexpressos sejam diretamente

responsaveis pelo padrio de expressio de alguns genes (FOUCHE et al., 2020).

Neste estudo foi verificada a coexpressdo de TEs e genes vizinhos o que pode indicar
uma possivel influéncia em cis de TEs sobre genes. Para isso foi utilizado o pacote TEffectR.
Como esse pacote possui a limitagdo de ndo tratar dados de diferentes experimentos para
eliminar os batch effects, resultantes da regressao linear sobre experimentos da mesma espécie,
mas inicialmente ndo relacionados, foi utilizado aqui o algoritmo ComBat (JOHNSON; LI;
RABINOVIC, 2007). Ele foi escolhido pois, embora o TEffectR seja baseado no pacote limma
(RITCHIE et al, 2015), o ComBat teve um desempenho melhor do que a fungao
removeBatchEffect do /imma em estudos de Coexpressdao de genes (VANDENBON, 2022).
Além disso, embora existam algoritmos mais novos como o ComBat-seq (ZHANG;
PARMIGIANI; JOHNSON, 2020) para corre¢do de dados de RNA-Seq, o ComBat cléssico foi

escolhido por alguns motivos:

a) O ComBat-seq ¢ utilizado diretamente sobre a contagem bruta das reads mapeadas em
cada estrutura do genoma. Ele utiliza uma transforma¢ao baseada numa distribuigdo
binomial negativa (ZHANG; PARMIGIANI; JOHNSON, 2020). No entanto, um
benchmark do efeito dessa transformagao sobre as outras transformagdes realizadas nas
etapas posteriores do TEffectR nao foram avaliadas, e fogem ao escopo deste trabalho;

b) O uso do ComBat-seq ndo trouxe melhorias significativas em relagdo a aplica¢do do
ComBat (este ¢ utilizado sobre as contagens de reads ja normalizadas para a escala
logCPM). O unico momento em que qualidade dos resultados das transformagdes
realizadas pelo ComBat-seq supera as transformacgdes realizadas pelo ComBat foi
observada em estudos cujo objetivo final eram andlises de expressdo diferencial
(ZHANG; PARMIGIANI; JOHNSON, 2020). No entanto, a abordagem de expressao
diferencial deste trabalho foi realizada com o uso do TEtranscripts ¢ DEseq2, e ndo
comparou a expressao de TEs entre estudos distintos, o que justifica o ndo uso de uma

ferramenta de correcao de batch effects naquela abordagem:;
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c) Estudos anteriores focando em redes de coexpressdo de humanos e camundongos
indicaram que o ComBat-seq resulta em estimativas de coexpressdo de qualidade

inferior em comparagdao com o ComBat (VANDENBON, 2022).

Apesar da maioria das vias e processos enriquecidos nas redes construidas a partir das
proteinas associadas aos genes coexpressos com TEs serem altamente variaveis, algumas
similaridades entre espécies puderam ser observadas. Como exemplo temos vias de transdugao
de sinal mediadas por small GTPases, nas espécies An. albimanus e An. coluzzii; formacdo de
ribossomos em An. coluzzii e Cx. quinquefasciatus; degradagdo de RNA em An. dirus e Cx.
quinquefasciatus. Além disso, em multiplas espécies os TEs estdo associados a genes
envolvidos em alguma etapa da transcrigdo, por exemplo, envolvimento com fatores de

transcricdo basais, splicing, silenciamento génico, e transcricdo de RNAs ndo codificantes.

Interessantemente, as espécies com o maior nimero de elementos de transposi¢dao nao sao
as espécies que com o maior numero de casos de coexpressao entre genes € TEs. Ao contrario
disso, em Ae. albopictus nao ha nenhuma coexpressdo forte, e em Ae. aegypti, nenhuma
coexpressao forte ou moderada foi encontrada. Uma possivel explicagdo para isso, nestes
genomas onde a densidade de TEs é maior, pode ser o fato de que a expressdo de um
determinado gene pode ser influenciada por mais de uma copia de TE, ou de insercdes de TEs

que estdo em outra regido fora dos limites dos 10 kb a montante dos genes (regido avaliada).

Embora os resultados mostrados aqui ndo sejam suficientes para testar a acdo direta da
expressao em cis de TEs sobre os genes, a presenga de TEs que se coexpressam como genes do
hospedeiro em dezenas de corridas de RNA-Seq, e que além disso estdo localizados 10 kb a
montante ao gene ¢ na mesma fita, justamente na regido onde se localizam promotores e
acentuadores ou isoladores da expressao, € um potencial indicativo de influéncia. Este trabalho
fornece entdo uma lista de potenciais “alvos” (gene-TEs) para realizacao de futuras analises
adicionais desses TEs proximos a esses genes, como a presenca de evidéncia de sele¢do atuando

no TE (SALCES-ORTIZ et al., 2020).

Se considerarmos o total de 15% de proteinas marcadas como hub entre todas as proteinas
nas redes PPI dos mosquitos (5800 + 551,74), serd obtido um numero médio de 870 hubs por
rede. No entanto, fica claro que dentre essas proteinas, um nimero infimo deriva de genes
coexpressos com TE, e assim potencialmente influenciados em cis. Além disso, na maior parte

das espécies nenhuma proteina envolvida com TEs se comporta como um Aub da rede PPI. O
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que leva a hipotese de que ha uma selecdo negativa agindo em nivel de regulagdo da expressao,

na a¢do em cis de TEs sobre genes de maior importancia no interactoma dos mosquitos.

Embora alguns TEs componham as regides expressas dos genes, a grande maioria (no
geral mais de 95% das copias) estdo localizadas em regides ndo codificantes. Mesmo assim,
observou-se que a maior parte das familias de TEs presentes nos mosquitos é expressa em nivel
de RNA. Esse resultado contrasta com uma visao de que a maior parte dos TEs ¢ silenciada e
apenas pouquissimos elementos de transposi¢do conseguem ser expressos (ZILBERMAN et
al., 2007). De fato, alguns estudos anteriores ja indicavam que os TEs eram significativamente
expressos em algumas espécies modelo, como por exemplo um estudo de CAGE-Seq em
humanos, que mostrou que 20% das unidades transcricionais nesta espécie sdo iniciadas em
elementos de transposicdo, o que deixa evidente a capacidade de TEs em iniciar a expressao
génica (CONLEY; MILLER; JORDAN, 2008). Contudo, uma avaliagdo da propor¢do de

familias expressas nao havia sido ainda realizada.

Os resultados observados da expressao dos TEs nos mosquitos mostram um
comportamento similar em relagao aos niveis de expressdo dos TEs observados em vertebrados,
um valor baixo, 3,19% nos mosquitos contra 6,55% nos vertebrados (PASQUESI et al., 2020),
e com uma alta variabilidade entre espécies, com algumas espécies com abundancia inferior a
1% e outras espécies com abundancia superior a 10% do transcriptoma. Em camundongos, a
expressdo dos TEs também ¢ bem menor que a dos genes, apenas 12-14% das reads de RNA-
Seq de células embriondrias mapeiam em copias de transposons (HE et al., 2021). Percebe-se

entdo, que no geral, para os eucariotos, a expressao dos TEs € pequena, porém ubiqua.

Em algumas linhagens do fungo patogénico Z. tritici a maior parte das familias de TEs ¢
expressa em condigdes naturais, com diferencas em sua expressao variando de acordo com a
condi¢do a qual o fungo ¢ submetido. Independente disso, MITEs, TEs considerados nao
autdnomos e sem proteinas codificantes, sdo altamente expressos em Z. tritici (FOUCHE et al.,
2020). Similarmente, MITEs sdao encontrados expressos em todas as espécies de mosquitos
avaliadas, com expressdo particularmente alta em An. minimus. J4& que ndo ha regides
codificantes nos MITEs, sua expressdao nos organismos provavelmente indica a formagao de

RNAs longos ndo-codificantes.

Elementos de transposi¢do ndo apresentam o mesmo nivel de expressdo em diferentes
tecidos de um organismo. A expressao de TEs ¢ tdo distinguivel e caracteristica de cada

momento e tipo celular, que em analises de single cell RNA-Seq em camundongos, o padrdo
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de expressdo dos TEs pode ser utilizado para diferenciar tipos celulares. Cerca de 130 TEs estao

especificamente expressos em tipos celulares distintos (HE et al., 2021).

Em vérios vertebrados, o nivel de expressdo de TEs ¢ maior nos tecidos germinativos do
que nos tecidos somaticos, embora em alguns casos a relacdo oposta seja observada. Em relacao
a esses tecidos germinativos, a expressao de TEs nos testiculos ¢ geralmente maior do que no
tecido ovariano (PASQUESI et al., 2020). Além disso, a expressao de TEs pode variar de
acordo com a fase de desenvolvimento das células dentro do mesmo 6rgdo germinativo, como
a expressao de centenas de familias de TEs que tem seu padrdo alterado durante os diferentes
periodos da espermatogénese em humanos (GUO et al., 2018). Em Drosophila buzzatii e D.
koepferae a expressao do transposon Helena € maior nos testiculos que nos ovarios, ha ai entao
uma maior repressao nos ovarios (ROMERO-SORIANO; GARCIA GUERREIRO, 2016). Os
resultados observados no presente trabalho confirmam esse comportamento de alta repressao
nos ovarios (entre 8% e 46% dos TEs de uma espécie), o qual tinha sido observado
anteriormente em alguns vertebrados e em algumas familias especificas de TEs de Drosophila
spp. No entanto, mostram um padrdo contrario ao observado em algumas espécies de peixes,
onde h4a uma maior quantidade de familias superexpressas nos ovarios em relagao aos testiculos

(SONG et al., 2019).

A repressao dos TEs nos testiculos dos mosquitos, por outro lado, ndo € tdo forte quanto
nos ovarios. Se em quatro espécies analisadas ha mais familias de TEs reprimidas que induzidas
no testiculo em relacdo a carcaga, em trés espécies o padrao contrario é observado. Esse padrao
de repressao mais forte nos ovarios, que também ocorre em alguns vertebrados e em Drosophila
spp. pode ser produzido uma maior produ¢do de piRNAs, neste tecido, que silenciam os
transcritos de TEs, assim como ocorre em D. melanogaster, D. arizonae € D. mojavensis, onde
os piRNAs sdo superexpressos nos ovarios quando comparado a expressao desses piRNAs nos
testiculos (BANHO et al., 2021; SAINT-LEANDRE et al., 2020). Apesar disso os piRNAs nao
sdo a unica fonte de controle dos transcritos de TEs, como mostram os experimentos em
Paralichthys olivaceus, na qual ndo héa expressdo de genes relacionados a via de piRNA nos
ovarios, mas ainda assim alguns TEs estavam reprimidos neste tecido em relagdo aos testiculos

onde os genes a via de piRNA estao expressos (SONG et al., 2019).

No entanto, ndo hd no momento dados que confirmem a hipotese de um silenciamento
mais forte nos ovarios dos mosquitos como resultado de uma elevada expressdo de piRNA.

Recentemente foi mostrado que ha uma diferenca consideravel entre os piRNAs de Drosophila
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e de mosquitos, enquanto em Drosophila os piRNAs sdo expressos apenas nas gonadas, em
mosquitos os piRNAs sdo expressos em ambos os tecidos somaticos e germinativos (MA et al.,
2021). Além disso, a maior parte dos piRNAs dos mosquitos ndo parece mapear em TEs,
estimativas de mais de 5 anos atrds mostravam que apenas 19% e 30% dos piRNAs de Ae.
aegypti e Ae. albopictus mapeiam em transposons, respectivamente. Um nimero bem menor
em comparagdo com D. melanogaster (uma espécie com uma menor propor¢ao de TEs), onde
51% dos piRNAs mapeiam em TEs (ARENSBURGER et al., 2011b; LIU et al., 2016). Estudos
mais recentes em versoes menos fragmentadas dos genomas dos mosquitos sugerem que essa
fracdo de piRNAs mapeando em TEs ¢ ainda menor. Isso mostra que, mesmo fazendo parte da

ordem Diptera, ha diferencas substanciais entre essas duas espécies (MA et al., 2021).

Adicionalmente, embora os mosquitos sejam espécies mais proximas do género
Drosophila que do género Paralichthys, hd uma auséncia de experimentos de RNA-Seq de
unica origem, realizados na mesma linhagem e abrangendo, a0 mesmo tempo, sequenciamento
de pequenos RNAs e mRNAs em ovarios, testiculos e em algum outro tecido somatico de
mosquitos. Experimentos como esse poderiam indicar se as familias de TEs cuja expressao esta
reduzida em tecidos germinativos sdo alvos de piRNAs, miRNAs, siRNAs ou nenhum desses
RNAs regulatorios. O uso de dados publicos de experimentos de RNA-Seq de diferentes fontes,
para testar a hipotese de que a forte repressao dos TEs nos ovarios seja resultado de uma maior
expressao dos piRNAs, pode causar enviesamento dos resultados. Sendo necessario um estudo

especifico para essa finalidade.

O numero de transcritos derivados de TE também pode ser dependente da idade para
alguns organismos (LI ef al., 2013a) estando superexpressos em organismos mais velhos
(ELSNER; MEUSEMANN; KORB, 2018) ou variar em resposta ao estresse (OLIVEIRA et
al.,2021). A expressao de TEs em situagdes de estresse ¢ matéria de debate. A grande maioria
dos estudos indica que os TEs tém sua expressao aumentada sob condigdes de estresse.
Contudo, muitos desses estudos focam em apenas poucos tipos de TEs em uma Unica espécie,
como no caso do fim da repressdo do elemento L/ em camundongos sob condi¢des de estresse
pelo envelhecimento (VAN METER et al., 2014); o aumento da expressio de MERV-L e
IAPEz em células de camundongo submetidas a um estresse de exposicao a uma temperatura
acima do normal (39.5 °C) (HUMMEL et al., 2017); o aumento da expressao do TE EARE-1
(um Copia) em diversos tecidos da planta Excoecaria agallocha exposta a diversas condigdes

de estresse (HUANG et al., 2017). Outros estudos, embora ndo foquem em um TE especifico,
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ndo verificam o comportamento de todos os TEs da espécie, como no caso de algumas familias

superexpressas em Pinus sylvestris (VORONOVA et al., 2014).

O uso de métodos de larga escala, como microarrays, para avaliar a expressao de TEs,
mostrou que esta expressao era apenas moderadamente afetada pelo calor, com numeros quase
similares de TEs induzidos e reprimidos em Arabidopsis thaliana (PECINKA et al., 2010).
Uma recente revisao da literatura identificou que nem sempre os TEs sdo ativados por situagdes
de estresse, € que essa ¢ uma relacdo complexa (HORVATH; MERENCIANO; GONZALEZ,
2017). Os resultados desta tese trazem mais conteiido para esse debate, os resultados da
exposicao a situagdes de estresse nos mosquitos mostram os mais diversos cenarios: 1) ha
situagdoes de estresse que nao influenciam a expressdao dos TEs, assim como ocorre em
Drosophila suzukii (MARIN et al., 2021) e D. melanogaster exposta a compostos quimicos
(STOFFEL et al., 2020) , IT) embora haja TEs superexpressos, o nimero de familias reprimidas
foi mais alto que o nimero de familias induzidas, IIT) apenas em condi¢des de estresse extremas,
onde o mosquito encontra-se perto da morte, ¢ que o numero de TEs induzidos superou o

nimero de TEs reprimidos.

Os experimentos realizados aqui mostraram que diferentes tipos de estresse podem gerar
respostas de TEs mais fortes ou mais fracas. Mostraram também que o padrao de expressao ¢
dependente da intensidade do estresse (como o estresse de salinidade mostrado). Esses dados,
em conjunto com dados de outras espécies, como os de células tronco hematopoiéticas
humanas, que mostram que a expressao dos TEs varia de acordo com o tempo apds exposicao
a um composto quimico ® (CLAPES et al., 2021), fortalecem a ideia que os TEs ndo sdo sempre
ativados frente a um estresse abiotico, mas sua indugdo ou repressao dependem: I) do tipo de
estresse, II) da intensidade do estresse, I1I) do momento apds a exposicao ao estresse no qual o

RNA ¢ coletado.

Considerando a infec¢do com virus/parasitos como uma condi¢ao de estresse bidtico para
0 mosquito, também fica claro que alguns cendrios ndo causam grande alteracdo da expressao
dos TEs. Ainda que a infec¢do por Brugia malayi cause a inducao da expressao de alguns TEs,
isso representa menos de 1% do total de familias de TEs em Ae. aegypti. Além disso, embora a
dindmica de variacdo da expressdo génica seja maior nos primeiros dias apds a alimentagdo

com sangue infectado (CHOI et al., 2014) a maior varia¢do da expressdo dos TEs ¢ observada

8 Inicialmente niio h4 nenhuma variagio na expressio dos TEs, seguida do aumento da expressdo de determinadas
familias em tempos intermediarios, culminando com a repressdo de outras familias em tempos posteriores.
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dias apds a infeccdo, com o dobro de TEs reprimidos em relagdo aos induzidos. Isso pode
indicar que os TEs provavelmente ndo participam de nenhuma via regulatdria do sistema de

defesa de Ae. aegypti frente a infeccao por B. malayi.

Os transcritos de TEs também quase nao sofrem variagdo diante da infecg@o pelos virus
ZIKV, CHIKV, e DENV na glandula salivar ou pelo virus CHIKV no intestino médio dos
mosquitos. Embora tenha sido reportado uma baixa variacdo da expressdo génica neste ultimo
caso (71 diferencialmente expressos (DE) em 1 dpi e 78 DE em 2 dpi) (DONG; BEHURA;
FRANZ, 2017), a varia¢do nos TEs ¢ minima (3 DE em 1 dpi e 0 DE em 2 dpi). Similarmente,
em outros insetos como a mariposa Trichoplusia ni, a infec¢do viral também causa muito pouca
variagdo na expressdao dos TEs no intestino médio em 1 dpi e 2 dpi, ficando a maior parte da
variacao da expressao dos TEs restrita ao 3° dpi (MULLER et al., 2021). Em Ae. aegypti, apesar
do baixo nimero de TEs DE na glandula salivar de durante a infec¢ao viral (nove TEs DE na
infeccdo por CHIKYV, dois na infec¢do por ZIKV e trés na infec¢do por DENV), o nimero de
genes diferencialmente expressos nesse tecido ¢ alto, 966 DE na infec¢cao por CHIKV, 396 DE
na infecgao por ZIKV e 202 na infec¢ao por DENV (CHOWDHURY et al., 2020), o que elimina
a possibilidade de auséncia de ativagdo de processos bioldgicos frente a infecgdo viral. Portanto,
os TEs ndo parecem participar de vias regulatdrias e nem a infec¢do pelos virus ZIKV, CHIKV,
e DENV parece ser capaz de ativar vias de repressdo de TEs em tecidos como intestino médio e
glandula salivar, dois 6rgaos onde ha intenso contato viral com as células dos mosquitos. Além
disso, a variacao da expressao gé€nica e o comportamento estavel da expressao dos TEs indicam

que sua transcri¢do nao ¢ uma transcri¢ao readthrough a partir da transcritos de genes.

Ainda que a variagdo da expressdo dos TEs no intestino médio e na glandula salivar seja
minima, as analises indicaram haver alteragdo na expressao em outros 6rgaos ou tecidos, uma
vez que em experimentos realizados com macerados de corpo total dos mosquitos resultaram
num nimero maior de TEs diferencialmente expressos. A infec¢do de Ae. aegypti com ZIKV,
por exemplo, provoca uma leve alteracdo na expressao dos TEs (pouco mais de uma centena de
TEs), com valores de indugdo e repressdo similares, enquanto ha diferenga de expressdo de
1332 genes durante o curso da infec¢do. E possivel que esses TEs componham parte do total de
cerca de 500 IncRNAs que também estao diferencialmente expressos durante a infec¢do com o
ZIKV, pois estes seguem a mesma dindmica de expressdo diferencial que os TEs, com uma
menor variagdo em 2 dpi, seguindo de um grande aumento da variacdo em 7 dpi, que € reduzida
em 14 dpi, mas ainda se mantendo num patamar mais alto que 2 dpi (ETEBARI et al., 2017).

J4& os primeiros momentos da infeccdo com DENV provoca uma variacdo consideravel na
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expressdao dos TEs. Esses dados estdo em linha com o padrao de resposta em humanos, onde
alguns tipos de virus quase ndo provocam alteracdo na expressdo dos TEs, enquanto outros
alteram bastante sua expressao (MACCHIETTO; LANGLOIS; SHEN, 2020). Em Ae. aegypti,
apenas 3 genes estdo DE 3 horas pos-infec¢ao (hpi) (KANG et al., 2018), enquanto 196 TEs
estdo DE no mesmo periodo, com uma forte repressao na sua expressao. Logo, ¢ possivel que
os TEs participem de vias regulatdrias durante os primeiros momentos da infec¢do com DENV.
Entretanto, dados de estudos em Drosophila simulans sugerem que a reducdo da expressao dos
TEs, que ocorre durante infecgdes virais, ¢ uma forte modulagao decorrente da resposta antiviral
mediada por pequenos RNAs (ROY et al., 2020). Considerando esses cenarios, ndo podemos
distinguir entre essas duas hipoteses, pois embora o numero de genes diferencialmente
expressos nesse periodo seja quase irrelevante, descartando ativacdo de grandes cascatas
imunologicas, uma analise de expressao de pequenos RNAs € necessaria para testar quaisquer

das duas hipoteses.

Considerando os diversos tipos de estresse, mostramos que o argumento, amplamente
aceito, de que os TEs sdo mais expressos sob condi¢des de estresse ndo ¢ valido para todas as
espécies/condigoes. Também fica claro que dados de larga escala, com enfoque no
comportamento de todas as familias de TEs podem dar respostas diferentes de estudos que
focam em tipos especificos de TEs. Estes estudos provavelmente criaram um viés por serem

reproduzidos muitas vezes nas mesmas espécies modelo e focando em tipos especificos de TEs.

Uma questao a ser respondida era se as moléculas de RNA geradas a partir dos TEs
derivavam de copias intactas de TEs ou se derivavam apenas de versdes truncadas de RNA de
TEs. Para reconstru¢do das copias foi utilizado o software Trinity, numa versdo guiada pelo
genoma. Neste modo o software faz uma montagem de novo do transcriptoma, ou seja, ele capta
as variagcdes da linhagem sequenciada, evitando que apenas a sequéncia do genoma de
referéncia seja considerada. Contudo a montagem ndo ¢ realizada entre todas as reads, mas
apenas nas que mapeiam em regides proximas no genoma, isso evita que reads de copias
similares do mesmo TE, espalhadas pelo genoma, sejam montadas numa tnica cépia (HAAS,
2020). Os resultados indicaram que embora expressos em baixa abundancia nos mosquitos, o
numero de isoformas geradas pelos TEs € bastante variavel entre as espécies. Compondo mais
de um quarto de todos os transcritos nos mosquitos da subfamilia Culicinae, e no geral menos
de 10% nos anofelinos, o que ¢ um reflexo da maior quantidade de copias de TEs nos mosquitos

da subfamilia Culicinae. Ainda assim a diferenca entre os niveis de expressao e a diversidade
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de transcritos pode ser bastante alta, em Ae. aegypti por exemplo, os TEs representam apenas

2,69% de todas as reads sequenciadas, mas representam cerca de 54% dos transcritos montados.

A dificuldade/impossibilidade de anotacao de parte dos transcritos montados em estudos
de montagem de transcriptoma de novo, possivelmente deve-se em grande parte a presenga de
transcritos de elementos de transposi¢do. A grande fragdo de TE no transcriptoma de Ae. aegypti
¢ similar a fracdo de 55% de contigs ndo anotados no transcriptoma (montado com Trinity) de
Ae. fluviatilis (CARAGATA et al., 2017). No artigo, no entanto, eles relatam que encontraram
apenas 61 contigs de TEs (0.1% do total de transcritos), entretanto os atores utilizaram a base
NR, que ¢ sub-representada em TEs (Alguns desses TE estdo com sua expressao alteradas nas
diferentes condigdes). O uso de uma base especifica de elementos de transposicdo para a
anota¢ao dos transcritos montados revelou que 1,9% do transcriptoma de Pomacea canaliculata
¢ formado por TEs (SUN et al., 2012). Essa propor¢do ascende para 3% dos transcritos no
nematodeo Heterodera avenae (KUMAR et al., 2014). E eleva-se ainda mais no anfibio
Rhinella marina para ~8,2% dos transcritos (LUDWIG et al., 2021). Mas representa apenas
0,45% dos transcritos de An. funestus (FERNANDEZ-MEDINA et al., 2017).

O uso de bases especificas de TEs durante a anotacdo ¢ recomendado para aumentar a
anotacdo dos transcritos montados (MORETON; IZQUIERDO; EMES, 2016). O uso de uma
base ainda mais especifica (transposons da préopria espécie, ao invés de TEs do Repbase) ¢
capaz de aumentar ainda mais a identificacdo dos TEs nos transcritos, como ocorreu com
Corydoras maculifer, que passou de 1,17% para 4,68% do transcriptoma derivado de TEs,
trocando uma base do Repbase por uma base de TEs especifica do género (BELL et al., 2022).
Nesse estudo com os mosquitos nos reafirmamos os beneficios do uso de um banco de dados
nucleotidico de TEs especifico da espécie. Apesar disso, neste estudo, este banco espécie-
especifico foi utilizado em conjunto com o banco de dados de proteinas do Repbase, o que
aumentou a identificacdo dos transcritos de TEs, provavelmente devido a possibilidade de

captura de padrdes que nao sdo capturados por similaridade nucleotidica.

A partir da montagem dos transcritos pdde-se inferir a completude dos TEs expressos.
Um numero muito pequeno de transcritos potencialmente completos significa que apesar de
muitas familias de TEs serem amplamente expressas nos mosquitos, ¢ muito pequena, embora
existente, a chance de realizacdo de movimentacao dos TEs nessas espécies, uma vez que uma
proteina integra é necessaria para realizacdo da correta transposicio (GARCIA-PEREZ;

WIDMANN; ADAMS, 2016; LEVIN; MORAN, 2011). Estudos de expressao de TEs em larga
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escala s3o muito recentes e mais comuns para vertebrados, um resultado similar ao observado
nos mosquitos foi também visto no anuro Rhinella marina, onde a maior parte dos transcritos
derivados de TEs sao derivados de copias truncadas de TEs (LUDWIG et al., 2021) e em
humanos onde 99% dos transcritos do TE L/ ndo sdo derivados de copias completas com

promotores integros (DEININGER et al., 2017).

A inferéncia da completude a partir do transcriptoma montado com o Trinity, no entanto,
possui uma limitagao, as montagens dos transcritos foram geradas a partir de corridas de uma
Unica linhagem da espécie, sob uma condicdo e cujo RNA foi obtido a partir do corpo total do
mosquito, visando abranger todos os tipos de tecido. Isso foi realizado visando a reducdo da
chance de formacao de artefatos como transcritos quiméricos entre sequéncias de diferentes
linhagens, que podem ser formados durante a montagem de regides polimorficas (VINSON et
al., 2005). Além disso, embora o Trinity seja um software amplamente utilizado para
montagens de transcriptoma, seu uso consome bastante recurso computacional e de tempo
(MAO et al., 2020), além de gerar um namero de transcritos da ordem de 103 ¢ 10%, de forma
que se torna invidvel a montagem de novo de milhares de corridas de RNA-Seq. Se por um lado
houve certa perda de potenciais isoformas de TEs presentes em diferentes linhagens de
mosquitos, por outro ha uma maior garantia de que a chance de formacgdo de artefatos seja

menor.

A perda de variabilidade de transcritos em troca da redu¢do do nimero de artefatos ficou
um pouco evidente na etapa de analise protedmica. O uso de um banco de dados de TEs
derivado apenas do transcriptoma montado foi capaz de gerar um niimero menor de proteinas
de TEs identificadas, que quando comparado ao uso deste mesmo banco somado a um banco
de dados com as ORFs de TEs derivadas das copias de TEs encontradas no genoma. Isso
provavelmente foi resultado de transcriptomas e proteomas derivados de condigdes
experimentais distintas. Logo, se o transcriptoma montado e os dados protedmicos nao
derivarem da mesma amostra, o resultado da analise pode ser diferente do resultado mostrado
por Maringer et al. (2017), onde os TEs sdo mais bem identificados com o uso da protedmica
informada pela transcriptomica (PIT). Neste caso se recomenda o uso da PIT juntamente com

as ORFs de TEs preditas diretamente do genoma da espécie.

O numero de proteinas de TEs identificadas por espectrometria de massa foi pequeno
quando comparado ao nimero de potenciais proteinas preditas a partir do transcriptoma
montado ou mesmo preditas a partir das ORFs das copias dos TEs no genoma: para An.

stephensi, ORFs no genoma: 4769, ORFs no transcriptoma: 363, proteinas validadas: 21; para
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An. gambiae, ORFs no genoma: 5558, ORFs no transcriptoma: 773, proteinas validadas: 4; para
Ae. aegypti, ORFs no genoma: 37363, ORFs no transcriptoma: 3044, proteinas validadas: 69.
Um baixo numero de proteinas de TEs € esperado ja que a producao descontrolada de proteinas
de elementos de transposi¢ao pode causar uma série de danos ao hospedeiro (LI et al., 2013a).
Entretanto a grande diferenga entre o nimero de transcritos de TEs com ORFs e expressos € o
numero de proteinas detectadas pode indicar uma regulagdo de TEs em nivel pos transcricional
ao invés de um silenciamento transcricional em nivel de DNA, como por exemplo por metilagdao

de regides do DNA (COWLEY; OAKEY, 2013; OKAMOTO; HIROCHIKA, 2001).

Os valores de expressao proteica de TEs em diferentes tecidos nunca foram mostrados.
Estudos protedmicos abordando elementos de transposi¢do sdo extremamente raros. Apenas o
estudo de Maringer ef al. (2017) usou tecnologia protedmica de shotgun para identificar TEs
expressos em animais. Além disso, a identificagdo de TEs traducionalmente ativos também ¢
dificil. Um outro estudo de protedmica de fungo Coccidioides posadasii conseguiu identificar
apenas um Unico indicio de TE expresso, neste caso um retrotransposon da superfamilia Gypsy
(MITCHELL et al., 2018). No presente estudo, os espectros de massa gerados por Maringer et
al. (2017) foram reanalisados como forma de comparagao ¢ validagao do nosso método, assim
como foi analisada uma série de outros experimentos gerados ao redor do mundo na ultima
década. Foram identificadas menos proteinas derivadas de TEs nas células Aag2 de Ae. aegypti
que o observado por Maringer et al. (2017), isto, no entanto, ndo se deve a uma limitagao do
nosso método, mas ao fato daqueles autores terem utilizado uma base de dados com um cutoff
de tamanho de proteinas bem menor que o utilizado neste trabalho. Se por um lado o uso de
proteinas com um menor tamanho pode gerar mais identificagdes, por outro o uso dessa
abordagem pode gerar mais matches erroneos, devido a presenca de ORFs espurias na base de
dados de proteinas. Considerando apenas proteinas de tamanho igual ou maior que 200
aminoacidos, os resultados desta tese validam o trabalho de Maringer et al. (2017) e sdo
validados por ele, pois resultados semelhantes foram encontrados. Embora esses autores
tivessem mostrado que algumas proteinas de elementos de transposicdo fossem de fato
expressas, o estudo havia sido realizado em cultura de células, o que pode de fato gerar um

resultado distinto do real comportamento dos TEs num organismo vivo.

Nossos resultados entdo trouxeram valiosas contribui¢des, pois deixam claro que o perfil
de expressao dos TEs ¢ altamente tecido-especifico, com poucas proteinas sendo expressas em
mais de um tecido. Embora as analises tenham sido realizadas apenas em poucos mosquitos, elas

foram realizadas em espécies de gé€neros distintos, podemos entdo deduzir que o comportamento
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da expressdo proteica do TEs ¢ de fato tecido-especifico nos Culicideos. Ficou claro também o
fato de proteinas de TEs estarem expressas em tecidos dos mosquitos vivos, embora em menor
quantidade que em cultura de células. Em An. stephensi, a espécie com a maior quantidade de
dados protedmicos, houve a formacdo de dois grandes grupos em relacdo ao padrio de expressao
dos TEs, tecidos somaticos e tecidos germinativos. Isso confirma que o padrao de expressao dos
TEs em tecidos somaticos nao ¢ diferente do tecido germinativo apenas em nivel de RNA (HAIG,
2016), onde muitos TEs atuam como IncRNAs, mas também em nivel proteico. A diferenga nas
proteinas de TEs €, provavelmente, um resultado da ativacdo de diferentes vias metabolicas e
regulatdrias entre os tipos de tecidos (PASQUESI et al., 2020; RUSSO; HARRINGTON;
STEINIGER, 2016), embora o controle exclusivo por piRNAs (silenciadores da expressao de
TEs) nas estruturas germinativas seja matéria de debate e tenha sido recentemente mostrada a

atuacdo de piRNAs também em células somaticas (LEWIS et al., 2018).

Os resultados da andlise protedmica indicaram raros casos de domesticagdo de proteinas
de TEs. A maior parte das proteinas identificadas ainda possuiam dominios conservados dos
elementos de transposicdo, contrastando com a degradagdo dos dominios proteicos
caracteristicos de TEs que tradicionalmente ocorre durante a domesticacdo de um TE para a
formacao de um novo gene do hospedeiro, além disso, as proteinas de TEs expressas numa
espécie ndo possuem similaridade com proteinas de TEs expressas nas outras espécies de
mosquito, diferenciando-se de outro sinal de domesticacao, que ¢ a presenca de ortdlogos deste
TE em diversas espécies (SINZELLE; [ZSVAK; IVICS, 2009; VOLFF, 2006). Apenas duas
proteinas detectadas em An. stephensi fogem da regra da expressdo tecido especifica e sdo
expressas em quase todos os tecidos. Essas proteinas, XP_035912068.1 ¢ XP_035912069.1,
compde o proteoma predito da espécie depositado no NCBI, onde estdo classificadas como
“uncharacterized protein”, e ainda possuem um dominio de GAG parcialmente conservado, e
seus ortdlogos estdo presentes em diversas espécies dos géneros Anopheles, Culex e Aedes e

alguns outros artropodes da classe Insecta.

Uma vez que foi possivel detectar as proteinas de TEs expressas com sucesso, o uso do
pipeline SearchGui em conjunto com o software PeptideShaker se mostrou uma alternativa
viavel ao uso do pipeline GIO (FAN et al., 2015) proposto por Maringer et al. (2017), para o
estudo de elementos de transposi¢do. O SearchGui possui mais ferramentas de busca de
proteinas (9) quando comparado ao GIO (2), isso pode facilitar a descoberta de TEs, uma vez
que, durante as etapas de analise dos dados protedmicos, algumas combinagdes de determinados

ferramentas de busca resultaram em melhor identificagdo de TEs quando comparado ao uso



187

exclusivo do buscador MSGF+, que ¢ implementado no GIO. Surpreendentemente, o uso do
Novor, um algoritmo para descoberta de novo de proteinas, ndo melhorou a descoberta de
elementos de transposi¢ao. Em teoria o Novor geraria uma boa identificacdo de peptideos de
forma alternativa ao uso de engenhos de busca usando como banco de dados uma base muito
grande de proteinas derivadas do proteoma predito, da protedmica informada pelo
transcriptoma e das predigdes das copias de TEs no genoma. No entanto, embora houvesse
expectativa que o uso unico das identificacdes realizadas a partir de apenas este algoritmo fosse
insatisfatorio (MUTH; RENARD, 2018), a mesclagem de seus resultados com os resultados de
outras ferramentas gerou, em todas as ocasides, uma identificacdo de proteinas menor que as

analises em que os resultados do Novor eram excluidos.

7.3 ELEMENTOS DE TRANSPOSICAO E RNAS LONGOS NAO CODIFICANTES

Diferentes estudos mostraram que os IncRNAs afetam o fendtipo do espécime de varias
maneiras, influenciando principalmente a expressdo génica, mas também regulando a
arquitetura cromossomica, o recrutamento de modificadores de cromatina e modulando as
interacdes cromossomicas (BONASIO; SHIEKHATTAR, 2014; YAO; WANG; CHEN, 2019).
Além disso, experimentos de knockdown ou de knockout de IncRNAs resultam em mudangas
morfoldgicas e comportamentais em diferentes organismos (MATTICK, 2018). Embora nosso
conhecimento sobre o IncRNA tenha avangado, ainda existem varias perguntas sem resposta.
Um exemplo ¢é: de quais estruturas genomicas//oci surge um IncRNA? Surpreendentemente, os
resultados de estudos em vertebrados mostraram um papel importante de copias de elementos
transponiveis (TEs) na emergéncia de IncRNAs (HEZRONI et al., 2015; KAPUSTA et al.,
2013; KELLEY; RINN, 2012). Mais recentemente, estudos em plantas também mostram que
alguns IncRNAs intronicos se sobrepdem a TEs (PEDRO et al., 2018). Embora existam poucos
estudos em invertebrados, a contribuicdo de TEs para a biogénese do IncRNA parece variar
amplamente entre os insetos, desde quase nenhuma sequéncia de TE sobrepondo-se a IncRNAs
em himendpteros, até uma sobreposi¢ao consideravel em Drosophila melanogaster (LOPEZ-

EZQUERRA; HARRISON; BORNBERG-BAUER, 2017).

Neste estudo, foi observado que a maior parte (cerca de 90%) dos transcritos derivados
de TE e montados nas 12 espécies de mosquitos ¢ composta de RNAs com ORFs preditas de
tamanho muito reduzido e dessa forma considerados IncRNAs. Conduziu-se entdo uma analise

da relagdo do IncRNAs com os dados de TEs deste estudo. Infelizmente uma caracterizagao
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sistemdtica dos IncRNAs existe apenas para pouquissimas espécies de mosquito (AZLAN et
al., 2021a, 2021b). A comparagdo foi entdo realizada nas espécies Ae. albopictus e Cx.
quinquefasciatus. Os resultados mostraram semelhanga na sobreposi¢ao de TE/IncRNAs entre
regides intrOnicas e intergénicas, diferindo substancialmente do padrdo encontrado em
IncRNAs de vertebrados, onde IncRNAs de regides intergénicas e pobres em genes sdo mais
ricos em TEs do que IncRNAs derivados da regido intronica e das regides ricas em genes no

genoma (KAPUSTA et al., 2013).

Com relagdo a presenga de TEs compondo os éxons dos IncRNAs, a alta fragdo de TEs
encontrada nos éxons, observada nesse trabalho, contrasta com alguns outros insetos (LOPEZ-
EZQUERRA; HARRISON; BORNBERG-BAUER, 2017). Assim, a deple¢ao de TEs em éxons
de IncRNAs, como sugerido por autores anteriores, ndo pode ser extrapolada para insetos em
geral. Pelo menos, em espécies de insetos com grande genoma e alta densidade de TEs, a
contribuicdo dos TEs para a evolugdo e propriedades dos IncRNAs pode ser tdo importante
quanto para os vertebrados. Em éxons de IncRNAs, os TEs podem ser diretamente responsaveis
pelos dominios de atividade das espécies de RNA néo codificante JOHNSON; GUIGO, 2014).
Além disso, eles também podem controlar a expressao de IncRNAs através da via PIWI-piRNA,
uma vez que as regides TE dentro dos IncRNAs podem ser alvo de piRNAs derivados de outras

copias TE dispersas no genoma (WANG; LIN, 2021).

A super-representacao de alguns retrotransposons LTR, que aqui foi observada nos
mosquitos, também foi observada em humanos e camundongos, mas ndo em insetos, onde
estudos em algumas espécies mostraram que TEs em IncRNAs refletem a distribuicdo gendmica
dos TEs (LOPEZ-EZQUERRA; HARRISON; BORNBERG-BAUER, 2017). A predominancia
de um tipo especifico de TE em IncRNAs também varia entre as espécies, LTR € a principal
ordem de TE nos IncRNAs de Ae. albopictus, como em humanos, camundongos € insetos como
D. melanogaster (KAPUSTA et al., 2013; LOPEZ-EZQUERRA; HARRISON; BORNBERG-
BAUER, 2017). Por outro lado, os transposons de Classe II sdo prevalentes nos IncRNAs de
Cx. quinquefasciatus, assim como em outros insetos como 7ribolium castaneum e Sogatella
furcifera (CHANG et al., 2020; LOPEZ-EZQUERRA; HARRISON; BORNBERG-BAUER,
2017). Isso sugere que o tipo de TE predominante em IncRNAs ¢ especifico de cada espécie ou

género e ndo pode ser extrapolado para niveis familiares ou taxa superiores.

Os retroelementos LTR sdo conhecidos por possuirem repeti¢des terminais longas (LTRs)
nas bordas de sua regido codificante. Além de copias de retroelementos LTR completos e

fragmentados, muitos solo-LTRs também sdo encontrados dispersos no genoma. O fato das
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superfamilias Gypsy e Bel-Pao estarem enriquecidas nos éxons dos IncRNAs provavelmente
esta relacionado com as propriedades dessas LTRs. As regioes de LTRs contém promotores de
RNA polimerase I, bem como outros motivos de sequéncia regulatdria, e varios estudos tém
mostrado que LTRs sdo mais propensos a manter esses locais do que outros tipos de TE,
aumentando a probabilidade de modular a expressdo de genes flanqueadores (CHUONG;
ELDE; FESCHOTTE, 2017). Além disso, uma pressdo menos seletiva nos IncRNAs pode
facilitar a domesticagdo de LTRs como promotores de IncRNA (THOMPSON;
MACFARLAN; LORINCZ, 2016).

Com relacdo a idade dos TEs que compdem os IncRNAs, os nossos resultados indicaram
uma prevaléncia de TEs menos divergentes em relagdo a copia consenso de suas proprias
familias. Tais padrdes de divergéncia levantam duas hipoteses ndo mutuamente exclusivas: I —
copias de TE coocorrendo com IncRNAs sdo de fato inser¢des mais jovens; II - essa baixa
divergéncia ¢ resultado de copias antigas conservadas que estdo sendo mantidas sob selecao
purificadora. Ulitsky e Bartel (2013) chegaram a conclusdo de que os éxons IncRNA sdo
geralmente mais conservados do que as regides intergé€nicas (evolugdo neutra) em vertebrados,
dando suporte para a ultima hipotese. No entanto, os resultados desta tese sdo insuficientes para
diferenciar e testar essas hipdteses devido a falta de loci ortdélogos de IncRNAs entre Ae.

albopictus e Cx. quinquefasciatus.

7.4 LIMITACOES E PERSPETIVAS FUTURAS

E importante destacar que a qualidade da montagem do genoma pode ter um grande
impacto na caracterizacdo de TEs, sua anotagdo e em toda analise posterior. Os genomas de
mosquitos sao altamente varidveis em termos de qualidade de montagem e muitos dos genomas
de Anopheles inicialmente analisados eram fragmentados. No entanto, foram utilizados filtros
muito rigorosos, além de validagdo com novas versdes de conjuntos gendomicos produzidos
usando reads longas nas espécies com dados complementares disponiveis (de. aegypti, Ae.
albopictus, An. funestus, An. stephensi e An. coluzzii), a fim de evitar resultados inconsistentes e
confirmando assim a grande maioria dos achados baseados em versdes mais fragmentadas do
genoma. Na fase das andlises de expressdo, toda a caracterizagdo de TEs foi adaptada a essas
novas versdes de montagem, mais completas e integras. Ainda assim, algumas espécies como An.
arabiensis e An. merus ndo possuem novos dados de montagem genomica. Logo, a fragmentacao

desses genomas pode ter algum impacto nos resultados finais de expressao. No entanto, esse
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impacto parece ser minimo, ja que a expressao dos TEs, nessas espécies, mostrou perfis similares

aos encontrados em espécies com o6timas montagens, algumas em nivel cromossomal.

Cada vez mais vem ficando evidente a necessidade de se inserir a analise dos elementos
de transposicdo em estudos de larga escala de expressdo génica. Um dos resultados de maior
potencial de reuso desse trabalho sdo os arquivos de anotacdo dos TEs. Até o momento,
pouquissimos estudos de expressao olharam para os elementos de transposi¢ao, embora existam
mais de 2 mil corridas de RNA-Seq de mosquitos em bancos de dados publicos. Isso agora pode
ser facilmente analisado utilizando-se o pipeline TEtranscripts (JIN et al., 2015) em conjunto

com os arquivos de anotacdo de TEs dos mosquitos.

Os TEs podem influenciar ou ser coexpressos com genes ndo apenas em cis, mas também
em trans (FOUCHE et al., 2020). Umas das limitagdes da nossa abordagem de avaliagdo de
coexpressao ¢ que foram considerados apenas TEs proximos a genes (com potenciais efeitos
em cis), dessa forma coexpressdes entre genes ¢ TEs distantes ndo puderam ser verificadas.
Além disso, ¢ possivel que a expressao de um gene sofra a influéncia de dois TEs, um agindo
em cis e outro em trans, a analise apenas em cis poderia reduzir a correlagdo da expressao do
gene com o TE. Uma alternativa a isso seria a construgao de redes de coexpressao a partir de

dados de RNA-Seq.

A construcdo de redes de coexpressdao, no entanto, ndo ¢ uma tarefa simples de ser
realizada. Muitas variagdes de expressao (diferentes tecidos, estagios de desenvolvimento e
estresses biodticos/abidticos) devem ser capturadas para a obtengdo de uma rede de qualidade.
Para isso um niimero grande de corridas deve ser utilizado, uma vez que o nimero de amostras
¢ diretamente correlacionado com a qualidade da rede. Além disso, o nimero de amostras nao
deve ser menor que 20 e com profundidade de sequenciamento acima de 100 milhdes de reads,
muitas vezes necessitando do uso de meta-analise de multiplos experimentos de RNA-Seq, cada
um com mais de 10 corridas (BALLOUZ; VERLEYEN; GILLIS, 2015), impossibilitando a

construcdo dessas redes para a grande maioria das espécies de mosquitos.

Ha diversos métodos de inferéncia de correlagdo para as redes. Dentre os tipos de relacao,
os mais simples sao as analises de correlacado matematica. Neste caso o peso da aresta (relagao)
entre dois nods (genes) ¢ dado pelo coeficiente de correlag@o, podendo ser aplicado o método de
Pearson, de Spearman ou de Kendall. Genes com expressao correlacionadas, provavelmente
interagem. Entretanto, uma vez que a analise de correlacdo pode ndo capturar todas as possiveis

relagdes entre os genes, um segundo tipo de relagdo pode ser calculado, através dos métodos de
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mutual information. Esses métodos verificam o grau de dependéncia entre duas varidveis
aleatorias, neste caso, os genes (HUYNH-THU; SANGUINETTI, 2019). Eles sao
implementados em diferentes pacotes, sesndo o ARACNE (MARGOLIN et al., 2006) e o
MRNET (MEYER et al., 2007) bastante utilizados. No entanto, nem sempre os métodos mais
complexos dao resultados suficientes, as vezes os métodos mais simples geram redes mais

proximas a realidade (BALLOUZ; VERLEYEN; GILLIS, 2015).

O fato da rede ser construida a partir da juncdo do padrao de expressao nos genes em
diferentes corridas de RNA-Seq poderia significar que quanto mais amostras fossem
adicionadas a analise, melhor a deteccdo de relagdes. Entretanto, hd um momento que a melhora
atinge um platd, nesse momento, além de ndo melhorar a qualidade dos sinais de coexpressao,
a adicao de novas amostras pode aumentar o ruido e como consequéncia causar perda de alguns
sinais de relacao (LIESECKE et al., 2019). Devido a todos esses fatores, como a profundidade
de sequenciamento, da quantidade das corridas inseridas nas redes e também a necessidade do
uso de diferentes métodos de construcdo, ndo foi possivel construir redes de RNA-Seq para
verificar a coexpressdo de todos os TEs sobre os genes neste trabalho, isso ird requerer um

esforco futuro e especificamente em uma espécie por vez.

Nesse trabalho também foram gerados milhares de arquivos de mapeamento dos dados
de RNA-Seq em genomas das 12 espécies de mosquitos. Estes dados extremamente valiosos
serdo futuramente utilizados para validar a presenga de transcritos quiméricos nas regioes de
sobreposi¢ao de genes e TEs identificadas no presente estudo, € comparar a ocorréncia desses
transcritos em populacdes de mosquitos com diferentes fenotipos como susceptibilidade ou
resisténcia a determinados compostos como inseticidas. Além disso, o grande volume de dados
de expressado ja calculados podera servir de base para construgdo de redes de coexpressao da

espécie Ae. aegypti.
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8 CONCLUSOES

Com a enorme quantidade de dados extraidos e informagdes geradas acerca dos elementos
de transposicao nos mosquitos, algumas conclusdes sobre o comportamento dos TEs nos

culicideos podem ser geradas:
a) Ha grande variabilidade na fracdo do genoma composta por TEs nos mosquitos;
b) Mesmo em mosquitos com poucos TEs, o mobiloma ¢ diverso;

c¢) O mobiloma sofreu muitas transferéncias horizontais entre as espécies até resultar no

padrdo atual de TEs nos genomas;

d) Possivelmente, as transferéncias horizontais de transposons contribuiram para a

diversificacao das espécies de mosquitos;

e) Transferéncias horizontais de LTRs sdo mais comuns do que transferéncias de TIRs entre
espécies mais proximas. Entre espécies mais distantes, conceito aceito na literatura sobre a

prevaléncia da transferéncia de TIRs continua valido;

f) TEs ndo sdo estaticos a nivel transcricional nos mosquitos, a maior parte das familias ¢

expressa,

g) Os TEs mostram expressao diferencial em algumas situagdes, mas a ativagao da expressao

dos elementos durante o estresse ndo segue uma regra padrao como indicada na literatura,

h) A maioria dos transcritos derivados de TEs forma IncRNAs, cobrindo uma fragao
significativa dos IncRNAs de algumas espécies, sendo este 0 maior meio de influéncia da

expressao do TEs sobre o fendtipo da espécie;

1) Especificamente em Ae. albopictus, alguns dos IncRNAs relacionados a TEs podem

contribuir ativamente para a regulagdo da defesa do mosquito contra patdogenos virais;

7)) A composi¢ao de TEs em IncRNAs nao reflete a distribui¢do de TEs no genoma, ha uma

predilecdo de retrotransposons LTR;

k) Uma pequena parte dos TEs dos mosquitos possui potenciais efeitos cis-regulatérios

sobre alguns genes de 10 espécies;
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1) A coexpressdao de TEs com genes que codificam proteinas chave dentro das redes PPI dos
mosquitos é rara, podendo ser resultado de uma sele¢do negativa agindo a nivel de regulagcao

da expressao de TEs sobre genes de maior importancia no interactoma dos mosquitos;

m) Poucos elementos de transposi¢do ainda sdo traducionalmente ativos e sua expressao €

altamente dependente do tecido.

O comportamento da expressdo dos elementos de transposi¢do para os eucariotos nao
pode ser extrapolado utilizando-se apenas espécies modelo, hd muita variagdo especifica para
cada grupo de espécies. Nos mosquitos, a principal forma de alteracdo do fendtipo a partir da
expressao dos TEs parece ser através dos IncRNAs derivados de TEs, ao invés de interagdo a
partir de proteinas de TEs ou casos de proteinas de TEs domesticadas. Entretanto, do ponto de
vista da domestica¢do, a fracdo de copias de TEs que deram origem a IncRNAs funcionais faz
com que parte desses elementos nao sejam mais considerados parasitas gendmicos ou elementos

egoistas, mas como “genes” exdgenos que foram cooptados para fungdes regulatorias.
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