UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E BIOLOGIA MOLECULAR

Anélise gendmica e transcriptémica das rotas Argonauta e Piwi

em Stenostomum leucops

Deborah Cristina Schoemberger

Dissertacdo submetida ao Programa de
Pds-Graduacdo em Genetica e Biologia
Molecular da UFRGS como requisito para
a obtencdo do titulo de Mestre em
Genética e Biologia Molecular

Orientador: Elgion Lucio da Silva Loreto

PORTO ALEGRE

01/2024



Instituicdes e fontes Financiadoras

O desenvolvimento deste trabalho foi realizado no Programa de Pds-Graduagcdo em Genética e
Biologia Molecular da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e Laboratério de
Biologia Molecular e Sequénciamento (LabDros), situado na Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM). A pesquisa foi financiada pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cien-
tifico e Tecnologico (CNPq).



Agradecimentos

Desejo expressar 0s meus agradecimentos a todos aqueles que, de alguma forma, permiti-

ram que esta dissertacao se concretizasse.

Primeiramente, agradeco ao Prof. Dr. Elgion da Silva Loreto, pelas valiosas contribuicoes
dadas durante todo o processo, pela oportunidade e apoio na elaboracdo deste trabalho, por

acreditar em mim e nas minhas capacidades.
Ao PPGBM e o corpo docente pelo ambiente criativo e amigavel proporcionado.

A CNPq pela bolsa concedida, que representa ndo apenas um apoio financeiro, mas tam-

bém um incentivo inestimavel para meu crescimento académico e pessoal.

Ao0s meus amigos e colegas do LabDros pela colaboracéo, apoio e troca de conhecimentos.

Agradeco pelo companheirismo e as boas conversas.

Aos amigos que fiz durante o curso e aqueles, que apesar da distancia, estiveram presentes.
Agradeco por estarem ao meu lado, compartilhando risos, conselhos e tornando esta jornada

académica mais significativa e memoravel.

Agradeco em especial minha amiga Anna Julia. Suas palavras de incentivo, suporte e com-
preensdo foram um alivio nos momentos mais desafiadores. Obrigada por estar sempre pre-

sente, pelas risadas, histérias compartilhadas e pelo ombro amigo.

A minha familia pelo apoio e incentivo. Agradeco especialmente aos meus pais Edinéia e
Paulo que sempre me apoiaram e me encorajaram na busca dos meus objetivos. Seu apoio, amor

e compreensdo foram fundamentais ao longo dessa jornada académica.

A todos meus sinceros agradecimentos.



Sumario

L INTFOAUGED ...ttt sr bbb 8
1.1 SteNOSTEMUM TEUCOPS .....veeeetiie ettt ettt 8
1.2 REQENEIAGAD ....cuveuveirie ittt ettt ettt e et sr bbb bbbttt eb et e s e 10
1.3 OS MICTORNAS. ...ttt ettt eb et eb ettt eb et 11
1.4 Os microRNAS e a regeneracdo em planarias ..........ccocoveerereineneeinie e 14

2. ODJELIVOS ...ttt ettt e e et e enen s 15
2.1 GBIAIS ...ttt ettt bbbt bRt R e et a et e 15
2.2 ESPECITICOS ...ttt bbb bbb 15

3. MaAteriaiS € METOOS .......couviiiiiiiie ettt 16
3.1 Obtencéo dos dados gendmicos € tranSCriptOMICOS........ccuevviveriveieseesesreee e, 16
KT o =T (o= oI o1 0 (oF USSR SRURRSN 18
KRN 40 = Tox Lo TS RPRPRR 19
3.4 Filogenia das proteinas Argonauta € PiWi...........ccccovvviveieeiesie s e 19
3.5 EXPressao difer€nCial..........cccooveueiieiiiieicece et e 20

4. RESUITAAOS. ...ttt e e 20
4.1 Sequéncias de Argonauta € PIWi..........cccccviveiiiiiiiecie et 20
4.2 Analise filogenética dos genes Argonautas € PIWIS...........ccccceeveiiiviiiecie e s, 24
4.3 Expressao diferencial oS gENES.........coviiieiiiiiiiie e ctie st 25

5. DISCUSSED. ...ttt sttt eb et h bbbt b bt h bbbttt nn et e 30

B. CONCIUSBES. ......eeiveei ettt ettt ee et es e en et nn e s 31

7. Material SUPIEMENTAT..........ccooiiiie et e srae e 33

8RBT BNCIAS .. ettt e et e e e et e e e e 37



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

DNA — acido desoxirribonucleico

gfp — green fluorescent protein

MRNA — RNA mensageiro

microRNA- Pequenos RNAs ndo codificatantes
RNA — &cido ribonucleico

SIRNA — pequeno RNA interferente

piIRNA — RNA de interagdo com Piwi

RISC — RNA-induced silence complex

RNAI — RNA de interferéncia

DGCRS - DiGeorge Syndrome Critical Region 8
pb — pares de bases

Kb - kilobase

HMM - Hidden Markov Model

GFF — General Feature Format

CDD - Conservated Domains Database

NCBI - National Center for Biotechnology Information



Resumo

O género Stenostomum é composto por microturbelarios de vida livre pertencentes a classe
Catenulida, sendo este o grupo mais basal dos Platyhelminthes, sdo cosmopolitas, distribuidos
globalmente. A maioria das espécies se reproduz assexuadamente por paratomia pela formacao
de zooides, novos vermes crescem a partir da extremidade posterior do animal, podendo formar
uma cadeia de individuos. Esses animais podem ser apontados como potenciais organismos
modelos devido a facil manutencdo em laborat6rio principalmente por apresentarem reprodu-
cao assexuada e grande capacidade regenerativa. Os microRNAs sdo pequenos RNAs néo co-
dificantes que tém importantes fun¢des na regulacdo génica. Podem ser divididos em dois gru-
pos dependo com a proteina com que interagem: siRNAS que interagem com Argonauta, silen-
ciam gene-alvos em niveis transcricionais e pds-transcricionais; e piRNAs que interagem com
as proteinas da familia Piwi, que protegem o genoma da atividade mutacional dos elementos
transponiveis na linhagem germinativa em animais. Os microRNAs podem influenciar de dife-
rentes formas durante o processo de regeneracdo em planarias e na manutencdo da do estado de
totipoténcia celular. Desta forma, uma analise detalhada da composi¢cdo gendmica, em Stenos-
temum leucops, dos genes das familias Argonauta e Piwi, podem contribuir para o entendimento
do papel dos miRNA no estado de totipoténcia celular dos Platyhelminthes e se esta caracteris-
tica j& estava presente no grupo mais basal. Para o estudo foram obtidas sequéncias de proteinas
Argonauta e Piwi de outros organismos do grupo de Platyhelminthes e grupos externos, para
comparagdo com de S. leucops, essas foram obtidas através da reviséo de literatura e bases de
dados online (WormBase Parasite, NCBI e FlyBase). Os genomas e transcriptomas de S.leucops
foram sequenciados pelo nosso grupo, 0 genoma atraves de long-reads (Nanopore) e short-
reads (Ilumina). O transcriptoma para um e dois zooides (lontorrent S5). Para predicdo dos
genes foiutilizado software Augustus, com treinamento das respectivas sequéncias de proteinas
para pos-terior localizacdo no genoma de S.leucops. As sequéncias encontradas foram ainda
anotadas manualmente utilizando o software Ugene e funcionalmente com eggNOG mapper.
Para a iden-tificacdo de dominios conservados foi utilizado Batch-Web CDD-Search (NCBI).
Para andlises filogenéticas, as sequéncias foram alinhadas e refinadas, Mr. Bayes e 1QTree
foram utilizados para construcdo das arvores. Foram identificadas trés sequéncias da familia
Argonauta, e duasda subfamilia Piwi. Todas as sequéncias de Argonauta e Piwi revelaram a
presenca dos dominios proteicos caracteristicos da familia, nenhum splicing alternativo foi
encontrado. No contexto filogenético, as sequéncias de Argonauta de S. leucops formaram um
clado distintivo junto a representantes de planarias de vida livre, moluscos, trematddeos e
cestodas, enquanto sequéncias de Piwi se agruparam de forma robusta com organismo que
compartilham Piwil. Nao foi encontrada diferenca na expressdo dos genes argonauta e piwi
em animais com | e Il zooides em Stenostemum.

Palavras-chaves: Argonauta; Piwi; Platelmintos.



Abstract

The genus Stenostomum is composed of free-living microturbularians belonging to the Caten-
ulida class, which is the most basal group of Platyhelminthes. They are cosmopolitan, distrib-
uted globally. Most species reproduce asexually by paratomy through the formation of zooids,
new worms grow from the posterior end of the anima and can form chains of individuals. These
animals can be identified as potential model organisms due to their easy maintenance in the
laboratory, mainly because they have asexual reproduction and great regenerative capacity. Mi-
croRNAs are small non coding RNAs that have important functions in gene regulation and can
be divided into two groups depending on the protein they interact with: i) Argonautes that si-
lence target genes at transcriptional and post transcriptional levels; ii) Piwi family proteins that
protect the genome from the mutational activity of transposable elements in the germline in
animals. MicroRNAs can influence the regeneration process in planarians in different ways. In
this way, a detailed analysis of the genomic composition, in S. leucops, of the genes from the
Argonaute and Piwi families, can contribute to the understanding of the role of miRNAs in the
state of cellular totipotency of Platyhelminthes and whether this characteristic was already pre-
sent in the most basal group. For the study, Argonaute and Piwi protein sequences were ob-
tained from other organisms from the Platyhelminthes group and external groups, for compar-
ison with those from Stenostomum leucops, these were obtained through literature and online
databases (WormBase Parasite, NCBI and FlyBase). Our group, the genome using long-reads
(Nanopore) and short-reads (Ilumina), sequenced the genomes and transcripts of S.leucops. The
transcriptome for one and two zooids (lontorrent S5). Augustus software was used to predict
genes, with training of the respective protein sequences for subsequent location in the S.leucops
genome. The sequences found were also annotated manually using the Ugene software and
functionally with eggNOG mapper. To identify conserved domains, Batch-Web CDD-Search
(NCBI) was used. For phylogenetic analyses, the sequences were aligned and refined, Mr.
Bayes and 1QTree were used to build the trees. Three sequences from the Argonaute family
were identified, and two from the Piwi subfamily. All Argonaute and Piwi sequences revealed
the presence of the protein domains characteristic of the family, no alternative splicing was
found. In the phylogenetic context, Argonaute sequences from Stenostemum leucops formed a
distinctive clade alongside representatives of free living planarians, molluscs, trematodes and
cestodes, while Piwi sequences grouped robustly with organisms that share Piwil. No differ-
ence was found in the expression of the argonaut and piwi genes in animals with I and 11 zooids
in Stenostemum.

Keyworlds: Argonaute; Piwi; Platyhelminthes.



1. Introducéo
1.1 - Stenostomum leucops

Platyhelmintes sdo animais triblésticos, caracterizados por serem achatados dorsoventral-
mente, acelomados e terem simetria bilateral. Atualmente compreendem 26.500 espécies, po-
dendo ser encontrados principalmente em ambientes aquaticos e tmidos, com alguns represen-
tantes que conseguem habitar ambientes terrestres. Sem possuir uma protecdo externa, podem
assumir varias formas e tamanhos, desde microscépios até 30 cm de comprimento (Brusca et
al, 2018).

O filo é monofilético e se divide em quatro classes: Turbellaria, Monogenea, Cestoda e
Trematoda (Adell e Ruitort, 2021). Catenulida e Rhabditophora formam o grupo Turbellaria,
sendo composto por organismos de vida livre, que habitam ambientes de agua doce como
pantanos, lagoas, riachos e habitats terrestre umidos, distribuidos globalmente (Larsson e
Jondelius, 2008).

A classe Catenulida é considerado o grupo mais basal dentro dos platelmintos. Atualmente
cerca de 110 especies sdo conhecidas. Sdo organismos com poucos milimetros de tamanho,
sendo conhecidos como microturbelarios (Larsson e Willems, 2010). Apresentam uma cavi-
dade bucal anterior, ganglio nervosos, podem apresentar estatocisto e um protonefridio unico
biflagelado(Brusca et al. 2018).

Platelmintos do género Stenostomum (Figura 1) sdo microturbelarios de vida livre perten-
centes a classe Catenulida, existem 50 espécies conhecidas, das quais 25 podem ser encontradas
na América do Sul. Sdo animais cosmopolitas, identificados por ter um corpo acahtado de 0,5-
2 mm de comprimento podendo formar cadeias de individuos (Norefia, 2005, Rosa et al. 2015).
Possuem uma anatomia simples, com presenca de ganglios cerebrais pré orais lobulados, ex-
cretoforos, fossas ciliadas e a sua reproducéo é assexuada por paratomia (Norefia, 2005). Os

poucos caracteres morfologicos podem se mostrar um desafio para determinacéo de espécie.

A maioria das espécies se reproduz assexuadamente por paratomia, pela formacdo de zo-
oides, novos vermes crescem a partir da extremidade posterior do animal. Na paratomia o or-
ganismo se divide ao longo de um eixo perpendicular ao eixo antero-posterior. A diferenca
entre a paratomia e a regeneracgao estd na formacdo de uma “pré-gera¢ao” na qual hd formacao
de um cérebro (Egger et al, 2007). Assim, cada zooide se desenvolve e se separa do corpo do
animal primario dando origem a um novo verme, possuindo um desenvolvimento direto (Lars-

son e Willems, 2010). Stenostemun leucops, leva cerca de 42,5 horas, a uma temperatura de 28°



para realizar a paratomia completa, resultando em zooides contendo 2.400 células (Rosa e Lo-
reto, 2021). Esses animais podem ser apontados como potenciais organismos modelos devido
a facil manutencdo em laboratério (Rosa et al. 2015).

Stenostemum leucops também apresenta uma caracteristica singular de poder expressar ge-
nes contidos em DNAs exdgenos. Estudos de Rosa e Loreto (2019) demonstraram que esse
organismo possui a capacidade de expressar genes contido em DNAS presentes no microbioma
e, até mesmo quando moléculas de DNA sdo ingeridas diretamente do meio ambiente. Nesse
estudo foi acompanhado a expressdo de um gene repérter marcado por gfp introduzido por ele-
troporacdo nos animais, também foram testados plasmideos transportados por bactérias e a in-
gestdo de DNA nu. A avaliacdo ocorreu em relacéo a estabilidade de expressao do gene reporter
e a manutenc¢do do plasmideo no verme (Rosa e Loreto, 2019). Os resultados indicaram que
quando o plasmideo era mantido no microbioma ele era expresso de maneira estavel, mas
quando ingerido o DNA nu ou de bactérias ndo mantidas no microbioma a expressao era tran-
sitoria, demonstrando que o microbioma pode afetar a capacidade do verme em expressar de-
terminados genes (Rosa e Loreto, 2019). Essa particularidade chama atencdo para esse orga-

nismo, reforcando o potencial para utilizacdo em pesquisas.

A interacdo entre organismo hospedeiro e seu microbioma pode contribuir para plastici-
dade fenotipica, impactando a capacidade de sobrevivéncia e evolutiva do organismo. Um ho-
lobionte ¢ uma associacdo composta por um hospedeiro e seus microrganismos simbioticos
associados, formando uma comunidade estavel (Morris, 2018). Esses microrganismo que com-
pdem o microbioma podem residir dentro ou fora do corpo e juntos formam uma unidade fun-
cional. Eles contribuem para funges fisiologicas, protecdo de patdgenos e podem influenciar
no comportamento e desenvolvimento do hospedeiro (Archie e Theis, 2011; Bordenstei e
Theis,2015). O microbioma pode ser uma fonte variada de recursos, incluindo nutrientes, pro-
bidticos e metabdlicos secundarios (Promi et al, 2019). 1sso por sua vez tem impacto na fisio-
logia e nos mecanismos de defesa do holobionte (Rosa e Loreto, 2019). A interacdo de Stenos-
temum leucops com seu microbioma e a plasticidade fenotipica foi descrito por Rosa e Loreto
(2023).

Outros platelmintos que sdo comumente utilizados como organismos modelos, sdo as
planarias de agua doce. Principalmente as da ordem Tricladida como Schmidtea mediterranea
e Dugesia japonica, que mostram a utilidade desses organismos tanto em estudos basicos de

zoologia como nos estudos de genética e biologia molecu
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lar. Especialmente em estudos que podem fornecer novas informagdes sobre processos de de-
senvolvimento ndo embrionarios, estudos de regeneragdo, pluripoténcia celular e homeostase
tecidual, que sdo de dificil acompanhamento em outros modelos de invertebrados (Eisenhoffer
et al, 2008; Wagner et al, 2011; Guedelhoefer e Alvarado, 2012).

Figura 1. Stenostemum leucops. (A) representacdo anatémica correspondendo a 1:fossas ciliares, 2:glanglios
cerebrais e 3: glandulas da faringe. (B) fotografia de Stenostemum leucops. Fonte: Norefia (2005) e Rosa et al.
(2015)

1.2 — Regeneracéo

As planarias sdo popularmente conhecidas por sua alta capacidade de regeneracdo, desde
reposicdo de partes faltantes do corpo até a regeneracdo completa do organismo. Essa capaci-
dade, é dada pela presenca de células-tronco, somaticas diferenciadas, chamadas de neoblastos,
que estdo presentes por todo o corpo, representado até 30% da composicéo corporal (Bagufia et
al, 1989). Possuem a caracteristica de serem pluripotentes, sendo essenciais para renovacao

celular, manutencdo da homeostase e regeneracao (Ustyantsev et al, 2021).

Existem dois tipos de regeneracdo: A bidirecional, onde o animal é capaz de se regenerar
em ambas as direcdes e monodirecional, onde uma estrutural distal, igual ou semelhante, pode
ser regenerada. Elas ainda podem ser diferenciadas em epimorfica e morfaléxica. A regeneracéo
epimorfica envolve a formagdo e crescimento de novas células para produzir a parte regenerada,
enquanto a regeneracdo morfoléxica acontece através do rearranjo das células existentes (Rid-
den e Alvarado, 2004; Slack, 2010).
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A regeneracdo bidirecional apresenta um controle de polaridade que €é essencial para deci-
séo da formag&o da cabega ou da cauda (Ridden e Alvarado, 2004). Este tipo de regeneragéo
também esté envolvido na forma de reproducgdo assexuada, e renovagdo continua de células em

organismos como as planérias (Slack, 2010).

A capacidade de regeneracdo da familia Stenostomidae tem sido debatida ao longo do
tempo. Um estudo mais recente demonstra que o processo de regeneragdo de Stenostemum leu-
cops € complexo e depende da parte do corpo envolvida. Diferentes rotas de regeneracdo podem
ocorrer, incluindo absorcdo, migracao ou até desenvolvimento de novas partes cefalicas (Rosa
e Loreto, 2021).

Na regido anterior do animal € possivel que novas estruturas cefalicas sejam formadas,
enquanto na regido posterior a estrutura cefalica se desenvolve completamente, formando um
verme com dois zooides. Nessa regido também pode ocorrer o desenvolvimento de novas es-
truturas e absorcdo na regido posterior. Na regido posterior, pode se observar os desenvolvi-
mentos de estruturas cefalicas ou a migracdo da regido posterior para a anterior do zooide. Nor-
malmente em vermes é possivel observar até dois zooides, porém neste animal ja foi observado
a formacdo de cadeia com cinco zooides, dependendo das condi¢6es ambientais (Rosa e Loreto,
2021).

1.3— Os microRNASs

Os microRNAs fazem parte da classe de RNAs ndo codificantes de proteinas, e possuem a
funcéo principal de regulacéo da expressao génica e de manter a estabilidade do genoma. Eles
exercem sua funcdo regulatoria ao se ligarem a regido 3’ ndo traduzida dos RNAs mensageiros
(mRNA) alvo (Wu et al, 2020). Esse mecanismo resulta na diminuicdo dos niveis de proteina

dos genes alvo (Filho e Kimura, 2006).

Os primeiros microRNAs foram descobertos atraves de estudos genéticos em Caenorhab-
ditis elegans. Os pesquisadores estavam interessados em descobrir como o gene lin-4 estava

envolvido na regulacdo de desenvolvimento larval do nematoide.

O gene lin- 4 é necessario para transicdo de desenvolvimento do estagio larval de L1 para
L2 (Chalfie et al, 1981). Através do isolamento de uma mutacéo nula no gene lin-4 0s pesqui-
sadores observaram que os animais apresentavam falha no desenvolvimento, repetiam proces-
sos larvais iniciais em estagios lavais tardios, ndo desenvolviam algumas estruturas adultas, e

néo conseguiam botar ovos (Chalfie et al, 1981; Almeida et al, 2011). Em 1987 Ferguson et al,
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descobriram que uma mutagdo supressora no gene lin-14 era capaz de reverter o fendtipo do
efeito mutacional de lin-4. Dessa forma eles supuseram que lin-4 poderiam estar regulando
negativamente lin-14 (Lee et al, 1993).

Em 1993, Lee et al descobriram que o gene lin-4 ndo codificava uma proteina, mas sim
pequenos RNAs de 22 a 61 nucleotideos. Esses RNAs pequenos eram complementares a regido
repetida 3> UTR do mRNA do gene lin-14, e ligavam-se por uma interacdo RNA-RNA antis-
sense. Com essa ligacdo havia a inibicdo da traducdo do mRNA de lin-14, reduzindo a quanti-
dade de proteina (Lee et al, 1993). Com base nisso, foram iniciados varios estudos para identi-

ficar microRNAs em diferentes grupos de animais e plantas.

A biogénese dos microRNAs envolve a acdo de duas proteinas RNases I11, nuclear e cito-
plasmaética respectivamente, Drosha e Dicer. A maioria dos transcritos de microRNAS prima-
rios sdo gerados pela transcri¢do da polimerase 11, ndo sendo descartado que outras polimerases
podem estar envolvidas na transcricdo de microRNAs. Esses microRNAS primarios contém
uma estrutura em haste-alca que é clivada pela proteina Drosha em conjunto com a proteina
DGCRS, em invertebrados como Caenorhabditis elegans e Drosophila melanogaster é conhe-
cida como Pasha. A juncdo dessas duas proteinas formam o complexo microprocessador, que
gera 0s pré-RNAs. Posteriormente os pre-RNAs sdo exportados para o citoplasma pela expor-
tina-5 (exportina-lem invertebrados) e processados pela Dicer que os cliva gerando duplexes.
As fitas sdo separadas, sendo uma delas selecionada como microRNA maduro, enquanto a outra
é degrada (Kim, 2005; Swarts et al, 2014; Fontenla et al, 2017).

Os microRNAs podem ser divididos em dois grupos, de acordo com as proteinas que inte-
ragem: O grupo de RNAs interferentes (SIRNAS) que interagem com proteinas Argonautas,
agindo na regulacao de biogénese de MRNAS e na defesa contra agente externos, e o grupo que
interage com proteinas Piwi (piRNAS), responsaveis pela protecdo dos efeitos mutacionais oca-
sionados pelos transposons, principalmente na linhagem germinativa dos animais, e também na
defesa contra RNAs exdgenos (Girard et al, 2006; Griffthis et al, 2013; Ugarte et al, 2023).

As proteinas Argonautas sao divididas em duas subfamilias, AGO E PIWI. Os siRNAs e
microRNAs interagem com AGO formando o complexo RISC (RNA-induced silencing com-

plex) que reprime seus alvos a partir da complementariedade de sequéncias, clivando o mRNA-
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alvo ou direcionando a outras proteinas para a degradacdo (Figura 2B).
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Figura 2. Vias de silenciamento de microRNA que interagem com AGO e PIWI. Em (A) A estrutura de
dominios das proteinas Argonautas e Piwi encontradas em eucariotos. Em (B) Os siRNAs ou miRNAs originados
do processamento de Drosha sdo clivados pela Dicer se associam as proteinas da familia Argonauta formando o
complexo RISC. Quando encontram um mRNA complementar, ocorre a clivagem deste pelo complexo. Em (C)
Os piRNAs que ao interagirem com a proteina Piwi podem passar por modifica¢des no ciclo “ping-pong”, gerando
piRNAs secundarios ou clivar um mRNA alvo diretamente. Ambos os mecanismos podem reconhecer uma se-
quéncia de mRNA complementar, resultando na degradagao deste ou entdo recrutar metilases para desativagao de
transposons no genoma. Fonte: Autor

Diferentes dominios podem estar envolvidos na interacdo com RNAs-alvo, as Argonautas
sdo compostas por 4 dominios sendo eles N-terminal, MID, PAZ e PIWI, esses dominios séo
interligados por Linker 1 e 2 (Figura 2A), diferentes familias dentro das Argonautas podem

ocorrer por variagcdes entre os dominios, essas caracteristicas estruturais sdo importantes na
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funcdo exercida pelas Argonautas na regulacdo génica e defesa contra patdgenos (Jin et al,
2021).

As proteinas Piwi possuem dois mecanismos de reprimir a atividade de transposons e de
MRNAs (Figura 2C). 1- Através do ciclo de “ping-pong”: onde um piRNA-guia se liga uma
proteina Piwi, formando um complexo, o qual encontra 0 mMRNA-alvo e o cliva, este se torna
um novo piRNA, chamado piRNA-alvo que pode formar novos complexos com proteinas Piwi.
2- Pela complementariedade, quando um piRNA esté ligado a um transposon, ele sinaliza para
proteinas Piwi 0 alvo que deve ser silenciado. A proteina Piwi entdo recruta outras proteinas
com atividade de metilase impedindo que o transposon de mova ou se ative. O ciclo “ping-
pong” gera uma amplificacdo exponencial de piRNAs, aumentando a eficiéncia contra elemen-
tos genéticos moveis (Loubalova et al, 2023).

1.4- Os microRNAs e a regeneracdo em planarias

Alguns estudos destacam relagéo entre a capacidade regenerativa dos platelmintos e a re-
producdo assexuada. Solana et al (2012) demonstrou que quando 0s neoblastos séo eliminados

por radiacdo ou por RNAI, ndo ha regeneracédo e renovacéo celular levando o animal a morte.

Além disso também parece haver correlacdo entre a plasticidade celular e a expresséo da
proteina Piwi (Solana et al. 2012; Wolfswinkel van, 2014). Principalmente em planarias, onde
essas proteinas sdo encontradas nos neoblastos que estéo dispersos por todo o espago mesoder-
mico. Estudo com Schmidtea mediterranea demonstrou que diferentes genes piwis podem ser
expressos em diferentes populacdes de neoblastos, e quando nocauteados podem gerar diferen-

cas significativas na regeneracdo desses animais (Kashima et al, 2020).

Os microRNAs podem influenciar de diferentes formas durante o processo de regeneragédo
em planarias, na estabilidade genémica prevenindo mutacgdes indesejadas, influenciar na proli-
feracdo, diferenciacdo e apoptose celular, contribuindo para a reconstrucdo de tecidos, modular
sinais de lesdo gerando estimulos regenerativos, assim como impactar redes complexas em
planarias influenciando maltiplas vias de sinalizacdo (Tian et al, 2012; Pawlika et al, 2016;
Cao et al, 2020).

Dessa maneira, examinar de forma detalhada a composicdo genémica dos genes das fami-
lias argonautas e piwi em Stesnostemum leucops, pode oferecer um entendimento mais pro-
fundo sobre o papel dos microRNAs na pluripoténca celular dos Platyhelminthes e se essa ca-

racteristica ja estava presente no grupo ancestral mais antigo. Além disso, a complementacéo
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com dados do transcriptoma focando na expressdo das familias de genes argonauta e piwi, em
diferentes estados de desenvolvimentos de Stenostemum leucops, pode enriquecer nossa com-

preensdo desse fendmeno.
2. Objetivos

2.1- Objetivos Gerais
Investigar com maior detalhe as sequéncias gendmicas e transcriptdomicas de membros das sub-

familias Piwi e Argonauta em Stenostomum leucops.

2.2- Objetivos especificos

e Localizar sequéncias dos genes piwi e argonauta no genoma e transcriptobma de Stenoste-
mum leucops.

e Analisar filogeneticamente as sequéncias de proteinas Piwi e Argonauta dentro do grupo
Platyhelminthes.

e Analisar a expressdao dos genes piwi e argonauta em Stenostemum leucops em diferentes

estagios de um zooide e dois zooides.
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3. Materiais e métodos
3.1 — Obtencdo dos dados gendmicos e transcriptdmicos

O genoma e transcriptoma de Stenostemum leucops foram previamente sequenciados pelo
nosso grupo de pesquisa (Rosa, 2022). Para a montagem do genoma foi utilizado um sequenci-
amento “long reads” com a tecnologia Oxford Nanopore, resultando em 433.104 reads, que
apresentaram uma variagdo de tamanho entre 112 a 87.259 pares de bases (pb). A montagem
revelou uma cobertura baixa, com média de 5,5 vezes, gerando 5.038 contigs. Dentre eles, 3.236
contigs tém mais de 10 Kb de extensdo, com um N50 de 220.186 pb e 0 maior contig 1.164.702
pb. O genoma montado pelo software Fly (Lin et al, 2016) foi estimado em 296.492.128 pb.

Foram sequenciados transcriptomas de vermes com um e dois zooides pela plataforma S5
(lonTorrent). Foram gerados 80.831.095 reads, e a abundancia desses reads foi estimada utili-
zando o software Kallisto (Bray et al, 2016). A montagem do trasncriptoma foi realizada pelo
software Trinity (Grabherr et al, 2011) resultando em 279.881 contigs, onde o N50= 849. As
regibes codificadoras foram anotadas com auxilio do software Augustus (Stanke e Waack,
2003) o qual foi treinado com genomas de Macrostomum lignano, Caenorhabditis elegans e

Schistosoma mansoni.

As sequéncias de proteinas Argonauta e Piwi de outros organismos do grupo de Platyhel-
mithes e grupos externos (Tabela 1), para comparacdo com proteinas de Stenostomum leucops,
foram obtidas através do artigo de Fontenla et al (2021) e bases de dados online como Worm-

Base Parasite, WormBase, Uniprot e NCBI.

Tabela 1. Espécies utilizadas na Filogenia de proteinas Argonauta e Piwi.

Espécie Acesso Piwi Acesso Argonauta | Fonte

Stenostemum leucops PRIJNA1037460 PRIJNA1037460 NCBI

Macrostomum lignano PAA6G9384.1 ALD16264.1 NCBI
PAA89917.1 ALD16264.1
PAA53062.1 PAA83744.1
ALD16252.1 PAA81224.1
Prostheceraeus vittatus Pvi28529 Pvi28319 Fontenla et al (2021)

Pvi7924
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Pvi28261

Pvi47833
Geocentrophora aplanate | Gap14751 Gap26895 Fontenla et al (2021)
Gapl14376 Gap
Rhyncomesostoma rostra- | Rro24399 Rro52833 Fontenla et al (2021)
um Rro43774 Rro52813
Rro28014
Monocelis fusca Mfu45028 Mfu46046 Fontenla et al (2021)
Mfu83791 Mfu48140
Mfu59068
Kronborgia amphipodicola | Kam1053 Kam15076 Fontenla et al (2021)
Kam3316
Kam3362
Bothrioplana semperi Bse2112 Bse53849 Fontenla et al (2021)
Bse40309
Schmidtea mediterranea | Q2Q5Y9.1 ADY05336.1 NCBI
Q2Q5Y8.1
ACC97187.1
Fasciolopsis buski - KAA0184342 NCBI
Schistosoma mansoni - XP_018653609.1 NCBI
Hymenolepis microstoma - CDS26333.1 NCBI
CDS30752
Echinococcus multiocularis - CDS41461.1 NCBI

CDS41463.2
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KAH9283566.1

NP001129139.1

XM_011516968

CDS36376.1
Ceanorhabditis elegans CE09083 CE31525 WormBase/NCBI
NM_068593.6 CE32063
Drosophila melanogaster | AF104354.1 NM_079010.4 NCBI
NM_001043162.3 | NM_140518.3
NM_057386.5
Lottia gigantea V3ZNA5 V4B7N4 UniProt
V4B7N4 V3ZNAS5
V3ZRX0
Octopus bimaculoides AOAOL8I6X6 AOAOL8BGBC7 UniProt
AOAOLBHBN2 AOAOLBGBV4
AOAOLBHBN2
AOAOL8I6X6
Homo sapiens XP054229831.1 NM_012199.5 NCBI

3.2 — Predicdo génica

Fonte: Autor

Para a predicdo génica foi utilizado o software Augustus. Inicialmente, foi realizado um

treinamento preliminar com genes das proteinas Argonauta e Piwi para identifica-las no ge-

noma de Drosophila melanogaster. Apds, o programa foi treinado novamente com 0 mesmo

grupo de proteinas e retreinado, sendo aplicado na busca por genes no genoma de Stenostemum

leucops.

O Augustus é um software para predicdo e anotacdo génica ab initio em sequéncias euca-

ridticas, que utiliza modelo estatistico Oculto de Markov (HMM), e algoritmos de aprendizado

de maquina para realizar as predi¢des de gene num genoma de interesse. Apds um treino inicial

do modelo, com um conjunto de dados conhecidos, o programa analisa a sequéncia de DNA e
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procura por regides que correspondam a padrdes tipicos de genes. A saida gerada pelo Augustus
é no formato GFF, indicando previsdes de localizagdo dos exons, introns, regides codificadoras
e transcritas, além de fornecer informacGes sobre a confiabilidade (Stanke et al, 2004).

3.3 — Anotagdo

Apds a predicdo génica, realizamos uma filtragem para identificar os genes corresponden-
tes e sua localizacdo nos contigs. Esse processo envolveu o auxilio de Blastn para identificar os
contigs e os respectivos genes. Esses genes foram separados para uma anota¢do manual utili-
zando o software Ugene (Okonechnikov et al, 2012), usando as saidas GFF geradas pelo Au-
gustus para localizar e visualizar os genes, permitindo a analise da regido, observacao do tama-

nho e disposicdo das sequéncias génicas.

Também foi realizada anotagé@o funcional das sequéncias de proteinas encontradas no ge-
noma de Stenostemum leucops, utilizando EggNOG-Mapper (Cantalapiedra et al, 2021). Além
disso, dominios conservados foram identificados usando a ferramenta online CDD-Search
(Shennan Lu et al, 2020) e as possiveis regides promotoras foram localizadas pelo software
MEME Suite (Bailey et al, 2015). Essas ferramentas se baseiam na similaridade entre sequén-
cias para oferecer uma compreensao detalhada sobre as funcionalidades e caracteristicas biolo-

gicas das proteinas analisadas.

3.4 — Filogenia das proteinas Argonauta e Piwi

Para a analise filogenética, um conjunto de 25 sequéncias de proteinas Argonauta, repre-
sentando 16 espécies e 35 sequéncias de proteinas Piwi, representando 12 espécies, foram ali-
nhadas pelo programa MEGA X (Tamura et al, 2021) pelo alinhador ClustalW. Nessa etapa, a
arvore filogenética foi construida considerando apenas taxons de platelmintos de vida livre.
Posteriormente foi incorporado um segundo conjunto de sequéncias englobando tdxons de ou-
tros grupos como, moluscos, cordados e platelmintos parasitas. Com essa inclusdo, o conjunto
expandido totalizou 41 sequéncias de proteinas Argonauta, abrangendo 19 espécies e 39 se-

quéncias de proteinas Piwi representando 15 espécies.

Em seguida, as sequéncias foram submetidas ao software Gblock (Tavalera e Castresana,
2007), afim de obter apenas blocos conservados. A determinacdo do modelo evolutivo foi rea-

lizada utilizando o software Modeltest-NG (Darriba et al, 2020) para todas as analises.

Para reconstrucdo da arvore filogenética, empregamos a anélise Bayesiana (Material su-
plementar) e a Maxima Verossimilhanca. Na analise por M&xima verossimilhanca foi utilizado

o0 programa IQtree (Minh et al, 2020) com 1.000 repeti¢cdes de bootstrap, o software Mr. Bayes
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(Huelsenbeck e Ronquist, 2001) foi utilizado para analise bayesiana, iniciando com 1.000.000
de geracdes e adicionando geracGes conforme necessario para aprimorar a convergéncia do re-
sultado. As arvores filogenéticas foram visualizadas pelo software online ITOL (Ciccarelli
FD, et al, 2006)

3.5 — Expressao diferencial

A anélise comparativa de expressdo entre animais com um e dois zooides, foi realizada a
partir da expressdo geral de todos os genes pelo programa Edge R (Robinson et al, 2010). Dentre
a expressdo total, foi verificada a expressdo dos genes de proteinas Argonauta e Piwi nos dife-
rentes estagios.

4. Resultados
4.1 Sequéncias de Argonauta e de Piwi

O genoma e transcriptoma de S. leucops foi montado conforme descrito em Rosa (2022).
As estatisticas descritivas das montagens podem ser encontradas na Tabela 2 e 3, contendo os
nameros de reads usados em cada montagem, o numero de contigs obtidos, N50 e tamanho
estimado do genoma. As analises de representatividade génica realizada pelo software BUSCO
mostrou uma boa completude génica em que aproximadamente 70 e 80% dos genes “core” de

eucariontes estdo representados no genoma e transcriptoma, respectivamente.

Tabela 2. Estatisticas descritivas do genoma de S. leucops empregando a tecnologia Oxford Nanopore

Numero de “reads" 433.104 Analise pelo Busco

Tamanho dos “reads" 112-87.259 pb Completos 59.9 %
copia Unica 57.4%

completo e duplicado 2.5%

Ndmero de contigs 5.038 Fragmentados 11.9%
N50 220.186 pb Ausentes 28.2%

Maior contig 1.164.702 pb

Tamanho Estimado do ge- 296.492.128 pb Cobertura do genoma 5X

nome
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Tabela 3. Estatisticas descritivas do transcriptoma de S. leucops

Ndmero de “reads" 80.831.095 Anélise pelo Busco
Tamanho dos “reads” 40-350 pb Completos 66.4%
cOpia Unica 30.6%
completo e duplicaado 35.8%
Numero de contigs 279.881 Fragmentados 14.0%
N50 849 pb Ausentes 19.6%,

Fonte: Autor

Em nossas analises empregando o software Augustus no genoma de S.leucops foram en-
contradas trés sequéncias da familia Argonauta, correspondendo a duas sequéncias localizadas
no contig 7 e uma sequéncia no contig 2375. As sequéncias apresentam aproximadamente 4Kb.
Para a subfamilia Piwi foram encontradas duas sequéncias, localizadas nos contigs 2714 e 5350.
A sequéncia contida no contig 2714 tem aproximadamente 6.2 Kb e no contig 5350 a sequéncia

tem aproximadamente 5.8 Kb (Tabela 4).

Tabela 4. Caracterizacdo de sequéncias encontradas em S.leucops. Sdo mostradas informac@es sobre as sequéncias
encontradas como localizacdo, o gene correspondente, o tamanho da sequéncia e orientacdo da sequéncia na fita.

Localizacédo Gene Tamanho Orientacéo
contig 7a argonauta 4Kb (-)
contig 7b argonauta 3Kb (+)

contig 2375 argonauta 4Kb (-)

contig 2714 piwi 6.2Kb (+)
contig 5350 piwi 5.8Kb (+)

Fonte: Autor

Comparamos as sequéncias gendmicas com aquelas obtidas no transcriptoma de S.leucops,
visando estimar com mais precisao as provaveis proteinas codificadas por estes genes. Nas Fi-
guras 3 e 5 é possivel visualizar detalhes das regides codificadoras encontradas pelo software
Augustus, as deduzidas a partir dos transcritos produzido pelos genes (transcriptomas), os do-
minios proteicos codificados pelos genes, identificados por bioinformatica, assim como as re-

gides regulatorias dos genes como, por exemplo, possiveis promotores.
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Os dois genes Argonauta encontrados no contig 7 apresentam dois éxons. A sequéncia do
contig 2375 apresenta trés éxons e também nédo foi encontrado splicing alternativo. Em todas
as sequéncias de Argonauta encontradas foram identificadas todos os dominios proteicos

caracteristicos dessa familia de proteinas, sendoeles N, L1, PAZ, MID, L2 e PIWI.

Sequéncia 1- contig 7a

{  augustus | (A augustus ]
(EID] <_pBz | {
[ seg
151k 151.5k 152k 152.5k 153k 153.5k 154k 154.5k 155k

Sequéncia 2- contig 7b

[MI5;
Lo L |_PIRI

|:'> [ augustus =
seq

| )
171k 171.5k 172K 172.5 173k 173.5k 174K 174.5k 175k 175.5k
Sequéncia 3 — contig 2375
(_augustus |{ BUugusSTus |
% . : deq . . |
38k 518.5k 519k 519.5k 520k 520.3k 521k 521.5k 522k 522.5k

Figura 3. Sequéncias de Argonautas. Na imagem, a regido em rosa é representada como a regido gendmica abran-
gendo o gene em estudo. Em amarelo séo as regides codificantes que foram identificas pelo software Augustus e
em laranja o transcrito gerado identificado no transcriptoma, em verde claro potenciais promotores. Os dominios
referente a familia Argonauta estdo representados pelas cores: cinza: N, roxo: Linker 1 e 2, verde: PAZ, azul
escuro: PIWI e azul claro: MID. Fonte: Autor.



23

Na figura 4 encontra-se os alinhamentos das proteinas Argonautas de S.leucops. A diver-
géncia genética encontrada entre as proteinas do contig 7 é de 10,3 % e a divergéncia genética
encontrada entre as proteinas do conitg 7 e a proteina do contig 2375 é de 36 %.

SpeciesfAbbry
1. Contig_2375- Argo
2. Contig_7b -Argo

3.conug 7s-Arge  [SRCHGIN L v [P [GIGIN L [E~ 1 (B G ~ N -~ RN - I.A. .LV. .M.A.F‘ F.V.HC |-|_.| VP-ARVAVR- .VAV Lc \.A.AV.A rE - -Ev - vElgH-8F
x|s=
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3.Contig 7a-Arge  |APlaBE- - - - - - - - - vaLllgrmrp -1 vE 1 BLRA VPK I IHHY I VPEKCPRRY MVHAYESK | Fal@@kevF
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3. Contig_7a- Argo REALP I LIEv RV FKV VVLRHLP AP- YR L

SpeciesiAbbrv | | o e |
1. Contig 2375- Argo [EVWFE - - - - - - - - FH-VRP KMM L AFY K RRPL RLKFAK LKW KRKYRWVC W RRP A
2. Contig_7b -Argo L WA AKC.LA.\RVFVRP -RCML AFY K RRPL RLKFAK LKW KRKYRWVC W RRP A
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1. Contig_2375- Argo
Flgura 4, Allnhamento de proteinas Argonautas encontradas em S. leucops. Fonte: Autor

2. Contig 7b -Argo

3. Contig 7a- Argo

Foram encontradas duas sequéncias da subfamilia Piwi, estando localizadas nos contigs
2714 e 5350 (Figura 5). A sequéncia correspondente ao contig 2714 apresenta 5 regifes codi-
ficantes identificadas pelo software Augustus, porém apenas duas dessas apresentam sequén-
cias correspondentes a proteinas Piwi. O gene encontrado no contig 5350 apresenta dois éxons,
porém quando observado a regido predita pelo software Augustus ha identificacdo de dominio
entre as regides codificadoras para o dominio PAZ e identificada na regido transcrita (identifi-

cadas no transcriptoma).

Sequéncia 1 — contig 2714

B
by By W

| . . . seq . . . 3

I1?IEEI'EI' 18k 185k 20k 205k 21k 21.5k 22k 225k 23k 235k 24k 245k 23k ZEZII}I}I
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Sequéncia 2 — contig 5350

[augustus
B
[ seq
1800 2.5k 3k 3.5k 4k 45k Sk 5.5k &k 8.5k Tk 7.5k Bk 8.5k Bk 5580

Figura 5.Sequéncias de Piwis. Em amarelo regiGes codificadoras encontradas pelo software Augustus, em amarelo
claro os potenciais promotores. Os dominios referentes a subfamilia PIWI estdo representados pelas cores: verde:
PAZ, azul escuro: PIWI. Fonte:Autor

Na Figura 6 encontra-se os alinhamentos das proteinas Piwi de S.leucops. A divergéncia
genética encontrada entre essas proteinas é de 55 %
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Figura 6. Alinhamentos de proteinas Piwis encontradas em S. leucops. Fonte: Autor
4.2 Analise filogenética dos genes Argonautas e Piwi

Para investigacao das relacdes filogenéticas das proteinas Argonauta e Piwi foram realiza-
das comparac@es entre as sequéncias encontradas do nosso trabalho de outros platelmintos de

vida livre e grupos externos sendo esses Artropodes, Nematodeos, Cordados e Molusca.

Nossas sequéncias de Argonauta de Stenostemum leucops se classificaram em um clado
Unico, com alto valor de bootstrap, dentro de um conjunto de representantes de planarias de
vida livre incluindo taxons como molusca, trematddeos e cestoides. Quando considerado mais
taxons, cordados, artropodes e 0 nematdédeo Cenorhabditis elegans encontram no mesmo con-
junto, porém de maneira separada (Figura 7 e 8). Todos os taxons exibiram a presenca de todos,
ou quase todos, 0s dominios predominantes da familia Argonauta.
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Um clado com sequéncias semelhantes a Piwi pode ser diferenciado e um clado exclusivo
composto por alguns representantes de planarias de vida livre, apresentando baixo suporte, e
parasitas com maior suporte, mostraram sequéncias mais divergentes entre as demais espécies

emenor presenca de dominios.

As sequéncias de Piwi de S. leucops se agruparam em um clado Unico bem suportado, junto
a organismos que compartilnam Piwil. Outro conjunto de organismos apresentam apenas Piwi2
e ha um grupo formado por Piwis exclusivos de planérias de vida livres (Figura 9 e 10).
Dentrodos diferentes conjuntos, clados Unicos de espécies foram formados com bom suporte.
Os grupos de Piwil e Piwi2 apresentam maior variedade de representantes, sugerindo

sequéncias conservadas entre diversos organismos.

Stenostemum leucops também se apresenta em todas as arvores entre taxons das planarias
de vida livres, principalmente Macrostomum lignano, um dos representantes Rhabditophora,

grupo irmdo dos Catenulidas e o0 nematddeo C.elegans.
4.3 Expressao diferencial dos genes

Com dados do transcriptoma fizemos a analise da expressdo dos genes argonautas e piwi
descritos nesta dissertacdo em organismos de S.leucops nas fases de 1 e 2 zooides. A andlise de
expressdo diferencial indicou que ndo ha diferencas significativas na expressdo desses genes

entre em animais de | ou Il zooides, sendo esses expressos constantemente nas duas condices.
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Figura 7: Arvore filogenética por Méaxima Verossimilhanca de proteinas Argonauta encontradas em diversos tdxons como Turbelarios, Nematoides, Trematodeos, Cestoides,

Molusca, Artrépodes e cordados. Em verde Argonautas enontrados em apenas planarias de vida livre, em vermelhos Argonautas encontrados em planarias e parasitas,
amarelo siRNA e em azul Piwi. Ao lado se encontra os dominios especificos das proteinas em cada espécie.
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Figura 8: Arvore filogenética por Maxima Verossimilhanca de proteinas Argonauta encontradas em taxons de Turbelarios, Nematoides, Tremat6deos, Cestoides e Artrépodes. Em verde

Argonautas enontrados em apenas planarias de vida livres, em vermelhos Argonautas encontrados em planarias e parasitas, amarelo siRNA e em azul Piwi. Ao lado se encontra os
dominios especificos das proteinas em cada espécie
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Figura 9: Arvore filogenética por Maxima Verossimilhancga de proteinas Piwi encontradas diversos taxons como Turbelérios, Nematoides, Molusca, Artrépodes e cordados. Em azul
Piwis encontrados exclusivamente em Turbelarios, vermelho Piwl e verde Piwi2. Ao lado se encontra os dominios especificos das proteinas em cada espécie.
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Figura 10: Arvore filogenética por Maxima Verossimilhanca proteinas Piwi encontradas em taxons de Turbelarios, Nematoides e Artropodes. Em azul Piwis encontrados
exclusivamente em Turbelérios, em vermelho Piwil e verde Piwi2. Ao lado se encontra os dominios especificos das proteinas em cada espécie.
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5. Discussao

Os genes Argonautas e Piwi tem fun¢es importantes na defesa de patdégenos exdgenos e
silenciamento de transposons, especialmente na linhagem germinativa em diversos grupos de
animais. Nas planarias, também estdo envolvidos na regulagcdo da homeostase e regeneracéo,

desempenhando um papel importante a sobrevivéncia desses animais (Kashima et al, 2020).

A presenca dessas proteinas em S. leucops reforca a importancia em platelmintos, especi-
almente de vida livre. Uma vez que em parasitas ndo € observado a presenca da proteina Piwi
(Protasio et al, 2020) levantando questdes sobre a evolucdo dessas proteinas em organismos

mais basais e a possivel perda destes genes nos ramos derivados de platelmintos parasitos.

Estudos como de Chen et al (2010), ao empregar sequéncias de Argonautas em
Schistosoma japonicum, identificaram que essas sequéncias exibiam entre 25% a 70% de
similaridade, e possuiam os dominios proteicos PAZ e/ou PIWI da familia. Zheng (2012)
analisou o genoma de 6 platelmintos, abrangendo espécies de vida livre quanto parasitas, e
demonstrou que Argonautas dosplatelmintos foram agrupados em diferentes clados na arvore
filogenética, indicando a diversidade e evolucdo dessas proteinas no filo. Zhou et al (2015)
identificaram trés proteinas Piwi emMacrostemum lignano que exibiram uma divergéncia de
aproximadamente 40%, elas apresentaram os dominios PAZ e PIWI e as analises filogenéticas

mostraram uma semelhanca a Piwisda planaria Schimetea mediterranea.

Com esses estudos ha evidéncias de conservacdo de vias funcionais de microRNAs em

platelmintos, ainda que pouco descritas para maioria das espécies (Kashima et al, 2020).

Com relacéo as relacdes filogenéticas entre os genes Argonautas e Piwi, nossos achados se
assemelham a estudos de Fontenla et al. (2021), uma vez que Stenostemum leucops ocupa uma
posicdo semelhante em nossas filogenias, apesar das sequencias utilizadas no nosso trabalho
serem obtidas pelo nosso laboratdrio e apresentarem aproximadamente 74% de semelhanca en-
tre as utilizadas no estudo de Fontenla. Nossos resultados também mostram que a sequéncia de
Stenostemum leucops em conjunto com a filogenia de Argonautas, indica que uma das sequén-
cias presente no contig 7 pode representar duplicacdo recente, uma vez que apresenta alta simi-
laridade e estdo no mesmo contig. Além disso, observamos que essas sequéncias estdo agrupa-

das juntas na filogenia, o que se repete em varios outros taxons de turbelarios.
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Nossos resultados ndo encontraram diferenga na expressdo dos genes argonauta e piwi em
animais com | e Il zooides em Stenostemum, mas estudos demonstram que ha diferenga na
expressao especialmente em genes piwi de planarias, uma vez que sdo genes associados ao
processo de regeneracdo. Estudos conduzidos com S. mediterranea, observou-se uma redugéo

nos niveis de piRNA quando os animais foram expostos a radiacdo (Li et al, 2021).

Diferentes proteinas Piwis estdo associadas a regides especificas do corpo como no estudo
de Palakodeti et al (2008), eles observaram que certas proteinas Piwis, SMEDWI-1 e
SMEDWI-2, séo expressas tanto em neoblastos quanto nas linhagens germinativas e que
SMEDWI-2 atua também na homeostase e regeneracdo. Tian et al (2011) também demonstra-
ram que diferentes miRNAs séo expressos diferencialmente no tecido regenerativo de planérias.

Eventualmente pesquisas especificas na expressao desses genes ou durante a regeneragdo
deste organismo, possam oferecer uma compreensdo mais aprofundada de como é regulada a

expressdo, e como outros genes podem desempenhar um papel na reproducdo por paratomia.

Além dos sequenciamentos para ampliar o conhecimento de novas espécies, a anotacdo
gendmica é uma parte importante para identificar a localizacdo de genes e atribuir funcdes a
eles. (Yandell e Ence, 2012; Ekblom e Wolf, 2014). A anotacdo ainda ¢ um desafio, ja que
ferramentas de predicdo séo suscetiveis a erros, desta forma uma curadoria manual € importante
para revisao e detalhamento da anotacéo, identificando e corrigindo anotacdes duvidosas, como

presenca ou auséncia de dominios especificos ou genes ndo funcionais (Balbinot, 2020).

A combinacdo com outras ferramentas bioinformaticas se mostram necessarias para uma
anotacdo mais precisa, uma vez que os preditores génicos, como o software Augustus, séo efi-
cazes em identificar a regido génica de genes, mas podem deixar passar alguns detalhes quando
utilizados em organismos ndo modelos, como no caso de Stenostemum leucops. A verificagcdo
de transcritos e outras ferramentas de alinhamento podem aperfeicoar a busca e aproximar a

representacdo da estrutura dos genes.
6. Conclusoes

Identificamos e caracterizamos 3 genes argonauta e 2 genes piwi no genoma de Stenostemum
leucops. A estrutura dos genes foi anotada e os elementos génicos, como éxons, intros, promo-
tores e regides UTRs foram identificadas. As provaveis proteinas foram deduzidas e os domi-

nios, N, L1, PAZ, MID, L2 e PIWI foram identificados ao longo das sequéncias. A analise de
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expressédo transcipcional ndo mostrou expresséo diferencial desses genes durante o processo de

paratomia.
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7. Material Suplementar
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Figura 11. Arvore filogenética por Bayesiana de proteinas Argonauta encontradas em taxons como Turbelérios, Nematoides, Trematodeos, Cestoides, Molusca, Artropodes e cordados.
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Figura 12. Arvore filogenética por Bayesiana de proteinas Argonauta encontradas em taxons de Turbelarios, Nematoides, Trematddeos, Cestoides e Artropode.
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Figura 13. Arvore filogenética por Bayesiana de proteinas Piwi encontradas em taxons de Turbelarios, Nematoides e Artrépodes.
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Figura 14. Arvore filogenética por Maxima Verossimilhanca de proteinas Piwi encontradas diversos taxons como Turbelarios, Nematoides, Molusca, Artrépodes e cordados.
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